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Alos pueblos que luchan

por cuidar nuestra tierra.

"No acepten lo habitual como cosa natural, pues en tiempos de desorden sangriento, de
confusion organizada, de arbitrariedad consciente, de humanidad deshumanizada, nada
debe parecer natural, nada debe parecer imposible de cambiar." Bertolt Brecht



Retencion, biodisponibilidad y remediacion de Pb en suelos: efectos de la

interaccion suelo-planta (Brassica napus) y bioacumulacion
Resumen

La contaminacion en suelos por metales pesados, en particular por
plomo, es una problematica ambiental de gran importancia; la movilidad y
biodisponibilidad de dicho contaminante es fuertemente dependiente de los
componentes bidticos y abidticos del suelo. Debido a la importancia toxicolégica
que la contaminaciéon de Pb reviste en nuestro pais, en esta tesis se propone
analizar la interaccion de este metal con los componentes del suelo y su posible
remediacién con plantas. Por lo tanto, los objetivos generales del presente
trabajo son la determinacién de la especiacion del metal y su interaccién con los
componentes del suelo, y el estudio sobre la capacidad de acumulacién del
metal por parte de una planta de cultivo (Brassica napus, colza), analizando el

efecto de dicha planta sobre la especiacion del metal.

En el estudio sobre la especiacién quimica del metal en el suelo y su
evolucion temporal, se observé que el Pb se asocia rapidamente con las
fracciones minerales, quedando una muy baja fraccién en forma soluble e

intercambiable al cabo de 60 dias, que es en principio la fraccién biodisponible.

Luego, mediante el cultivo de Brassica napus en suelos con agregado de
Pb reciente y otro con contaminacion consolidada por Pb, se analizd la
interaccion e influencia de la rizosfera en la especiacion del metal. El efecto
resulté en una mayor concentracion de Pb en la zona rizosférica del suelo con
contaminacion reciente, particularmente en la fraccion mineral, y en la
permanencia de fracciones intercambiables de Pb en la etapa de fructificacién
de la planta. En la madurez fisiolégica de B. napus, no se detect6 contenido de Pb

en la fraccién intercambiable.

Brassica napus result6 una especie acumuladora de Pb en suelos con
contaminacion reciente. Se cuantific6 su concentraciéon en hojas, resultando
mayor en hojas jovenes, y en granos. Se observaron efectos negativos en la

ultraestructura celular (particularmente en cloroplastos), y en el contenido de



foto pigmentos, los cuales se cuantificaron exitosamente mediante métodos no
invasivos. Aun asi, no se observo un efecto negativo en su desarrollo fenolégico.
En suelos con contaminacion consolidada, no se detecté contenido del metal en

los 6rganos estudiados de B. napus.

Se concluye entonces que la presencia de Pb recientemente incorporado
al suelo resulta en la acumulacion del metal por Brassica napus, mientras que si
el metal ha permanecido en el suelo previamente al sembrado, éste no se
encuentra disponible para la planta debido a que evoluciona hacia formas

quimicas mas estables, no biodisponibles.

Palabras clave: especiacién, metales traza, rizosfera, bioacumulacién,

Brassica napus.



Retention, bioavailability and remediation of Pb in soils: effects of soil-

plant interaction (Brassica napus) and bioaccumulation
Abstract

Soil contamination by heavy metals, in particular lead, is an
environmental issue of great importance; the mobility and bioavailability of this
pollutant are strongly dependent on the biotic and abiotic components of soil.
Because of the toxicological significance of lead pollution in our country, in this
thesis it is proposed to analyze the interaction of the metal with soil
components and possible ways for phytoremediation. Therefore, the general
objectives of this study are to determine the speciation of the metal and its
interaction with soil components, and the study of metal storage capacity by a
crop plant (Brassica napus, rapeseed) analyzing the effect of the plant on the

speciation of the metal.

In the study on the chemical speciation of Pb in soil, and its time
evolution, it was observed that Pb is rapidly associated with mineral fractions;
the soluble and exchangeable fraction, which is considered bioavailable, has a

very low level after 60 days.

The interaction and influence of the rhizosphere on the metal speciation
was analyzed. This was accomplished, by growing Brassica napus in polluted
soils, both with recent addition of Pb and with consolidated Pb pollution. A
higher concentration of Pb in rhizosphere zone in soil with recent pollution was
determined, mainly in the mineral fraction; exchangeable Pb is still detectable in
the fruiting stage of the plant. At physiological maturity of B. napus, Pb content

is not detected in the exchangeable fraction.

Brassica napus proved to be a good Pb accumulator from soils with
recent contamination. Metal concentration was quantified in leaves, being
higher in young leaves, and grains. Negative effects were observed in cell
ultrastructure (particularly in chloroplasts), and photo pigments content was

successfully quantified by non-invasive methods. Still, no negative effect was



observed in phenological development. Lead content is not detected in the

studied organs of B. napus for soils with consolidated contamination.

It is concluded that the presence of Pb recently incorporated into the soil
results in the accumulation of the metal by Brassica napus; if the metal has
remained in the soil prior to planting, it is not available for the plant because

evolves into more stable and non-bioavailable chemical forms.

Keywords: speciation, trace metals, rhizosphere, bioaccumulation,

Brassica napus.
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SUELOS, METALES Y FITORREMEDIACION



INTRODUCCION GENERAL

Suelos, metales y fitorremediacion

1.1. Relevancia del tema de estudio

La presencia en el medio ambiente de elementos potencialmente téxicos,
entre ellos los metales traza, ha sido estudiada ampliamente en todo el mundo.
Estos metales tienen la particularidad de permanecer y/o acumularse en
distintos componentes del ambiente, exponiendo la biota de un ecosistema a un
posible efecto téxico durante un largo periodo de tiempo. Algunos metales so6lo
son téxicos en concentraciones altas (por ejemplo elementos esenciales como
Cu y Zn), pero otros pueden serlo aiin en concentraciones bajas (elementos no
esenciales como Cd y Pb) (Wong, Li, y Thornton 2006). En la Tabla 1.1.1 se
presentan las especies dominantes en suelos de distintos elementos traza, su

contenido promedio en suelos y el efecto que pueden tener sobre la biota.

Tabla 1.1.1: Elementos traza presentes en el suelo. Se muestran las especies iénicas dominantes, su
contenido promedio y el efecto sobre la salud en la biota.

Especie Contenido
Elemento | dominante en | promedio en Efecto en la salud de la biota
suelos suelos (ppm)
Ag Ag’ 0.05 Toxico para animales.
As AsO, 6 Téxico para plantas y animales.
Cd cd” 0.35 Téxico para animales.
Co Co” 8 Nutriente para plantas y animales.
Cr Cr*, Gro;’ 70 Nutriente ‘:::rrad ig;n;ilzz Cr(Vl)es
o | o R
vo | woo; |
Pb Pb” 19 Téxico para plantas y animales.
m | m | i

Sumner, Handbook of Soil Science, 2000.
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Suelos, metales y fitorremediacion

En Argentina se ha estudiado la presencia y distribucién de elementos
potencialmente téxicos, como As, Pb, Cd, Cr y Cu, entre otros (Lavado etal.
1998; Lavado 2006; Roca, Pazos, y Bech 2008; Rodriguez et al. 2014). En suelos
de zonas agricolas de la Region Pampeana Argentina, se han determinado
concentraciones de metales traza similares a las halladas en suelos no
contaminados de otros continentes (Zubillaga y Lavado 2002; Lavado etal.
2004). Sin embargo, en suelos de zonas urbanas y suburbanas pampeanas, se
han hallado concentraciones que superan los valores establecidos por la
Organizacién Mundial de la Salud (Lavado etal. 1998). En algunos humedales
del norte de Santa Fe se hallaron concentraciones potencialmente téxicas de Pb

en suelos debido a la caza furtiva de patos (Romano et al. 2015).

El Pb puede ser encontrado en el ambiente debido a la extensa variedad
de actividades antropogénicas, como mineria y actividades industriales
(Arrouays et al. 1996), pinturas y esmaltes (Needleman 2004), tuberias de Pb
(Cartier etal. 2013), caceria con municiones de plomo (Ferreyra, Romano, y
Uhart 2009; Selonen et al. 2012), residuos de baterias de auto (Hamzeh, Aftabi,
y Mirzaee 2011) y aditivos antiguos para combustibles que permanecen en el
ambiente (Farmer etal. 1997; Lavado et al. 1998; Mielke, Laidlaw, y Gonzales
2011).

A partir del suelo, este contaminante, en general especies solubles de
Pb(II), pueden ser absorbidos por las plantas, pudiendo alcanzar los granos y asi
ser transmitido a animales y humanos (Wierzbicka y Antosiewicz 1993; Lavado

etal. 2007).

En los altimos afios, se ha hecho foco en los efectos toxicos del Pb sobre
poblaciones expuestas durante largos periodos a bajas concentraciones del
metal, siendo la mas sensible la poblacion de nifios. Los nifios son mas sensibles
a la exposicion por plomo que los adultos por varias razones: i) su exposicion se
incrementa con su actividad de llevar todo lo que posee en la mano a la boca; ii)
su intestino absorbe el Pb mas facilmente que el de un adulto; iii) el sistema
nervioso central (SNC) en desarrollo es mas vulnerable a los téxicos que el SNC

maduro (Needleman 2004). Los principales efectos de la intoxicacion por Pb



INTRODUCCION GENERAL

Suelos, metales y fitorremediacion

son: desérdenes comportamentales, problemas de aprendizaje, problemas de
atencién y dificultades en el habla (Byers y Lord 1943). Muchas de las
propiedades téxicas del Pb se deben a su habilidad de competir con el Ca; a
concentraciones picomolares, el Pb puede competir exitosamente con calcio por
los sitios de uniéon de enzimas que intervienen en las sefiales neuronales,
afectando su correcto funcionamiento (Markovac y Goldstein 1988). Ademas
puede afectar el normal desarrollo del cerebro y de sus componentes celulares,
desde el desarrollo fetal hasta los primeros afios de crecimiento (Wilson et al.

2000).

Debido a la importancia toxicoldgica de la contaminacion por Pb en suelo
y su posible remediacion con plantas, reviste gran relevancia la determinacion
de la especiacién del metal, su interaccién con los distintos componentes del
suelo y la incidencia de plantas de cultivo capaces de absorber Pb sobre ese

suelo.

1.2. Suelo, metales y su interaccion

El suelo es uno de los compartimentos esenciales del ambiente. En él se
relacionan otros componentes abidticos como el agua y el aire, con
componentes bidticos como bacterias, hongos, plantas y animales micro y
macroscopicos. Debido a estas interrelaciones, el ecosistema terrestre posee
una estructura tan compleja y heterogénea como la del propio suelo que lo

sostiene.

De acuerdo a Molina (Molina 2013) los componentes sélidos del suelo
pueden clasificarse en tres grandes clases: mineral, material organico y material
biolégico. La primera, incluye 6xidos y arcillas minerales, asi como otros
materiales de baja cristalinidad; el material organico incluye principalmente
acidos humicos, y en menor cantidad péptidos y sacaridos, ya que son
degradados rapidamente; el material bioldégico comprende principalmente a las
bacterias, y, de acuerdo a lo descripto por Gams (Gams 2007) puede incluir

también una gran diversidad de hongos.
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En este complejo sistema, la materia organica puede descomponerse
(mediante intervencién de hongos y bacterias) y los minerales que la componen
meteorizarse. Asi, los componentes inorganicos se liberan, permaneciendo en
suspension en la solucién del suelo, o adsorbidos a otros minerales o
componentes organicos. Algunos de estos componentes, sean nutrientes o no,
pueden ser absorbidos por las raices de las plantas e incorporados en su
biomasa. Por lo tanto, la movilidad y biodisponibilidad de cationes metalicos
como el Pb(II), depende fuertemente de la interaccién que posean con los
distintos componentes del suelo. Particularmente, el Pb(II) puede adsorberse
sobre minerales cristalinos, especialmente los que estan en forma de arcillas, y
formar complejos con la materia organica. Desde alli puede incorporarse a la
fase solida, quedando retenido en la red cristalina, o bien simplemente
permanecer complejado, por ejemplo con sustancias humicas, y llegar a ser
transportado en solucién o suspensién en caso de movilizarse la materia
organica (Magrisso, Belkin, y Erel 2009; Orrofio y Lavado 2009; Yang etal.
2010; Shahid et al. 2012).

Para determinar en cuales de estas posibles fracciones del suelo se
encuentra el cation Pb(II), es necesario, ademas de realizar una debida
caracterizacién del suelo, analizar la interaccion con estos componentes
diferenciando cada una de las fracciones. Por esto, el método de Extraccion
Secuencial Selectiva (Kot y Namiesnik 2000) se convierte en una herramienta
muy importante. Esta técnica se basa en la exposiciéon de la muestra a sucesivos
tratamientos quimicos con soluciones acuosas, como se analizara en el siguiente
capitulo. Las soluciones se utilizan para extraer las fracciones del metal unidas a
distintos componentes del suelo. En cada paso el tratamiento se realiza con
extractantes de poder creciente, lo que permite conocer las cantidades de Pb(II)
en fracciones quimicas definidas operacionalmente, desde el mas débilmente

adsorbido hasta el que se encuentra incorporado a la fracciéon mineral.
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1.3. Fitoabsorcion: una posible herramienta de remediacion para suelos

contaminados con Pb

La remediaciéon o tratamiento de suelos mediante el uso de plantas,
llamada fitoremediacion, es una tecnologia de alto impacto desarrollada en las
ultimas décadas, la cual se define como el uso de plantas para secuestrar,
remover o inmovilizar un contaminante de un medio natural (Raskin y Ensley
1999). Es una tecnologia efectiva, con muy bajo nivel de disturbio sobre el
medio ambiente, econdmica y estéticamente agradable; ademas, es
potencialmente perdurable en el tiempo y no requiere de personal especializado
para su aplicacion, siendo de muy facil implementacion y mantencién. Sin
embargo, pueden describirse algunas limitaciones como la profundidad de
accion, el tiempo de implementacién que requiere, la apropiada disposicion de
la biomasa colectada con el contaminante posteriormente a la remediacion, su
dependencia con el clima y el tipo de suelo de la zona de aplicacién, la posible
introduccién y transferencia del contaminante a la cadena alimenticia; ademas
debe tenerse precaucion con el efecto de practicas de cultivo y uso de

enmiendas en la movilidad del contaminante (Alkorta et al. 2004).

De acuerdo a Alkorta y colaboradores (Alkorta etal. 2004) existen
distintas categorias en el campo de la fitoremediacién, como son la
fitoextraccion, fitoestabilizacion, fitofiltracion, fitovolatilizacion, entre otras. De
estas tecnologias, la fitoextraccion es la mas ampliamente estudiada y utilizada
para la remociéon de metales pesados y metaloides (Raskin y Ensley 1999;
Garbisu y Alkorta 2001; McGrath, Zhao, y Lombi 2002; Alkorta et al. 2004).
Ademas, puede implementarse junto a otras estrategias de remediacién, como el
uso de secuestrantes quimicos o enmiendas organicas, la aplicacion de
potenciales eléctricos, el uso de plantas modificadas genéticamente (Gisbert
etal. 2003; Gong, Lee, y Schroeder 2003), y el enriquecimiento del suelo con
nutrientes y antioxidantes (Lavado etal. 1998; Torri y Lavado 2009; Bilal
Shakoor et al. 2014).

El esquema general de fitoextraccidn, se resume en la Figura 1.3.1: el

metal que se halla en el suelo en su forma biodisponible (posee movilidad) es
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susceptible de ser absorbido por la raiz de la planta; desde alli el metal es
translocado hacia el tallo y las hojas, pudiendo acumularse en ambos 6rganos;
luego se debe cosechar la planta y el metal debe ser removido de la biomasa

(McGrath et al. 2002; Alkorta et al. 2004).

Figura 1.3.1: Ilustraciéon de la movilidad del
Pb2+ desde el suelo hasta las hojas de una planta
de colza (B. napus). El metal en su forma
biodisponible es susceptible de ser absorbido
por la raiz de la planta desde el suelo; luego
puede translocarse al tallo y desde alli a las
hojas. En todos estos 6rganos el iéon metalico
puede acumularse.

Idealmente, las plantas utilizadas en fitoextraccion deberian contar con

las siguientes caracteristicas (Garbisu et al. 2002):

i. ser tolerantes a altos niveles del metal contaminante,



INTRODUCCION GENERAL

Suelos, metales y fitorremediacion

ii. acumular concentraciones medianamente altas o altas del metal,

iii. poseer una tasa rapida de crecimiento,

iv. producir una biomasa medianamente alta o alta en condiciones naturales,
v. poseer un sistema de raices profuso.

Por lo tanto, la aplicacion de esta tecnologia debe realizarse por expertos
con un amplio conocimiento en el area, con capacidad para disefar los
proyectos, escoger cuidadosamente la especie a utilizar para el metal a remediar
(o la combinacion de varios metales), considerar las caracteristicas de la region
a remediar, y manejar el sistema en su completitud, a fin de optimizar la

extraccion (Alkorta et al.2004).

Globalmente se han estudiado diversas plantas, entre ellas gramineas
forrajeras, ornamentales y también cultivos extensivos (Torri y Lavado 2009;
Orrofo, Schindler, y Lavado 2012; Padmavathiamma y Li 2010; Rodriguez et al.
2014) obteniendo diversos resultados en cuanto a absorcion, acumulacion,
ubicacion y efectos del contaminante. En cuanto a la tolerancia, algunas especies
de plantas superiores han desarrollado estrategias que les permiten sobrevivir
en suelos con altas concentraciones de metales pesados. Dahmani-Muller y
colaboradores (Dahmani-Muller et al. 2000) han observado distintos niveles de
acumulacion de Pb, Cd y Zn en raices y hojas, en tres especies de metalofitas; en
algunos casos hallaron una mayor acumulacién de los metales en las raices,
indicando una restriccién al transporte hacia la biomasa aérea; en los casos en
los que se encontr6 alta concentracidon de los metales en las hojas, también se
observaron caracteristicas de senescencia, evidenciando estrategias de

detoxificacion.

Para analizar la capacidad fitorremediadora de una determinada planta
sobre un sistema y poder realizar comparaciones, deben tenerse en cuenta las
caracteristicas del suelo a remediar, ya que la biodisponibilidad del metal
dependera de la especiacién que posea en el suelo (Orrofio y Lavado 2009;

Shahid etal. 2012). También, es necesario establecer relaciones entre los
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niveles del metal que absorbe la planta y su concentracién biodisponible en el
suelo. Uno de los indices mas utilizados en los ultimos afos es el FBC, Factor de
Bioconcentracion, el cual se define como la relacién entre la concentracion del
metal en la planta respecto de la concentracién del metal en el suelo (Salazar

et al. 2012; Monferran, Pignata, y Wunderlin 2012).

1.4. Efecto de la rizosfera sobre la biodisponibilidad

En suelos, tanto su estructura como las concentraciones de iones en
solucion, se encuentran en constante cambio, ya sea a mediano o largo plazo,
debido a: accion de la rizosfera, intercambio de nutrientes, agregado de
fertilizantes o pesticidas, salinizacién, etc. La rizosfera (definida como el
medioambiente del suelo que rodea la raiz) presenta caracteristicas diferentes a
las que posee el suelo alejado de esta zona. Esto es el resultado de la accion de
raices y la colonizaciéon por microorganismos. Se ha encontrado que entre la
rizosfera y el suelo no rizosférico, existen diferencias en los valores de pH, en las
concentraciones de cationes y en las concentraciones de compuestos solubles
organicos (Merckx etal. 1986; Hinsinger etal. 2003; Hinsinger etal. 2005).
Todas estas variables inciden en la complejacion, procesos de sorciéon y en la
movilidad, haciéndolos mas o menos disponibles para las plantas (Youssef y
Chino 1989; Kim, Owens, y Kwon 2010; Orrofio, Schindler, y Lavado 2012;
Azimzadeh, Shirvani, y Shariatmadari 2014). Esto se estudiara especialmente en

el Capitulo 4 de la presente tesis.

1.5. Empleo de cultivos agricolas en remediacion. Caracteristicas de

Brassica napus

El estudio sobre remediacidn con plantas cultivadas reviste importancia
debido al impacto que esto puede tener tanto en la economia agricola como en
la cadena alimenticia. Se han estudiado diversas especies, algunas en mayor

profundidad que otras, dependiendo del tipo de cultivo practicado y el suelo de

1C
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una region determinada. En Argentina, los cultivos de soja (Rodriguez et al.
2011), arroz, trigo (Bermudez et al. 2011) y sorgo (Salazar y Pignata 2014) han
sido estudiados para la bioabsorcién de Pb, pero no se han hallado en

bibliografia estudios sobre cultivos de Brassica napus.

Brassica napus (colza) es una oleaginosa invernal de ciclo anual,
perteneciente a la familia de las cruciferas del género Brassica. Dentro del
mismo género, hay otras especies de importancia econémica como B.
campestrisL., B. carinatal., B. junceaL. y B. nigra. Su origen es europeo y asiatico,
siendo originalmente una maleza que a partir del mejoramiento genético se fue
transformando, primero para la utilizacién de su aceite en la industria y luego
para la alimentaciéon animal y humana. Por ello, reviste importancia agricola a
nivel mundial y, en nuestra regién, como cultivo utilizable en distintas
rotaciones agricolas, con capacidad de exportacion. El producto comercial
original era un aceite que contenia un elevado porcentaje de acidos ertcicos y
pellets conteniendo glucosinolatos, que resultan téxicos para el hombre y
animales. En la actualidad, las variedades cultivadas denominadas canola (de
sus siglas en inglés: Canadian Oil Low Acid) no poseen acidos erucicos y
glucosinolatos. El aceite de colza o canola registra el menor porcentaje de acidos
grasos saturados respecto de otros aceites como el oliva, de maiz o de girasol,
todos con contenidos de acidos grasos saturados por sobre el 10 % (Direccién
de Mercados Agricolas). Es el tercer aceite vegetal producido a nivel mundial: en
el ciclo 2011/12 la producciéon mundial ascendié a 23.9 millones de toneladas,
con un aumento del 1.45% con respecto al ciclo previo, siendo los principales
productores la Unién Europea, China y Canad3, y el principal exportador Canada
(Direccion de Marcados Agricolas). En nuestro pais se cultivan otras plantas
oleaginosas (soja, girasol, mani y otros), por lo que este cultivo es aun de
importancia menor. No obstante, el cultivo de esta especie ha aumentado y se ha
sostenido en los ultimos afios con muy buenos resultados (Tabla 1.5.1) de

acuerdo al MinAgri (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca).
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Tabla 1.5.1: Volimenes de siembra, cosecha, produccién y valores de rendimiento para cultivos
de soja, girasol y colza en las ultimas cuatro campafas de cultivo. Fuente: Direcciéon de

Informacion Agricola y Forestal - Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca.

Sembrado Cosechado Produccion Rendimiento
Cultivo Campaiia
(mill ha) (mill ha) (mill tn) (tn ha1)
2014/15 19,792 19,335 61,398 3,176
2013/14 19,781 19,253 53,398 2,774
Soja
2012/13 20,036 19,419 49,306 2,539
2011/12 18,671 17,577 40,100 2,281
2014/15 1,465 1,440 3,158 2,193
2013/14 1,313 1,262 2,063 1,635
Girasol
2012/13 1,657 1,620 3,104 1,916
2011/12 1,851 1,823 3,341 1,832
2014/15 0,056 0,055 0,105 1,920
2013/14 0,072 0,070 0,112 1,615
Colza
2012/13 0,093 0,088 0,128 1,466
2011/12 0,030 0,029 0,051 1,718

1.6. Objetivo general

En base a lo planteado hasta aqui, este trabajo de Tesis se propone
establecer la interaccién y evolucion del Pb con las distintas fracciones de un
suelo pampeano, estudiando el efecto de los componentes del suelo y del clima
sobre estas interacciones; analizar comparativamente el efecto de la rizosfera
en la interaccién del Pb con las distintas fracciones del suelo, mediante el
cultivo de Brassica napus; estudiar su capacidad extractora y acumuladora, y

analizar los posibles efectos del contaminante sobre este cultivo.
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ENSAYOS PRELIMINARES

Estudios de especiacién de Pb en suelos

2.1. Introduccion

La contaminacion de los suelos es usualmente valorada mediante
determinaciones de la concentracién total del metal, tal es el caso de las
regulaciones existentes a nivel mundial (Normativas de la UE y de la EPA) y
nacional (Gobierno Argentino 1993). Sin embargo, estos valores totales no son
necesariamente representativos de su biodisponibilidad (Magrisso, Belkin, y
Erel 2009; Kot y Namiesnik 2000). En un intento de superar estas limitaciones,
en las ultimas décadas se han desarrollado procedimientos de Extraccidn
Secuencial Selectiva (ESS), para discriminar la presencia de los metales traza en
las diferentes fracciones (componente o conjunto de componentes definidos) de
los suelos. Las especies metalicas que se encuentran en las fracciones soluble en
agua e intercambiable (y a veces en la fraccién organica) son en general las
consideradas como relativamente disponibles para las plantas (Orrofio y Lavado
2009; Salazar et al. 2012). De todos modos, todas las fracciones se encuentran
relacionadas en la evolucién de las interacciones entre el metal y los
componentes del suelo. Ademas, las determinaciones sobre la biodisponibilidad
del elemento y su destino en otras fracciones del suelo pueden servir como guia
general, pero para el andlisis sobre un sistema particular deben realizarse

estudios sobre ese mismo sistema (McLean y Bledsoe 1992).

Por lo antedicho, el método de Extraccion Secuencial Selectiva a emplear
debe seleccionarse teniendo en cuenta las particularidades de cada suelo y del
metal que se quiera extraer. Diversos métodos de ESS han sido propuestos para
ensayos de especiaciéon de elementos que pueden encontrarse asociados a
distintas fracciones del suelo (Tessier, Campbell, y Bisson 1979; Ma y Uren
1998; McGrath y Cegarra 1992; Hass y Fine 2010) y, en particular, para la
determinacion de especiacion de metales (Gleyzes, Tellier, y Astruc 2002; Rao,
Sahuquillo, y Sanchez 2008). Estos consisten en la exposiciéon de una muestra de
suelo a tratamientos quimicos de modo secuencial. En los sucesivos pasos de la
secuencia, la muestra es expuesta a reactivos de poder creciente dirigidos a
remover o disolver un componente especifico del suelo; de esta forma la especie
de interés que estaba unida a éste es liberada y puede cuantificarse. Debido a la

existencia de posibles limitaciones, como extracciones incompletas por el uso de
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extractantes débiles, o la redistribucion del analito en las distintas fases de la
extraccion, los resultados se caracterizan en general como semicuantitativos.
Aun asi, son métodos muy utiles y son aplicados en distintos suelos y
condiciones (Rao, Sahuquillo, y Sanchez 2008; Torri y Lavado 2008; Orroiio y
Lavado 2009; Kabala etal. 2011; Garrido y Helmhart 2012; Singani y Ahmadi
2012).

2.2. Objetivos

i. Realizar la caracterizacion del suelo obtenido de la
localidad de Solis, representativo de los suelos existentes en el este de la

regién pampeana (Argiudoles Vérticos).

ii. Confeccionar suelos sintéticos enriquecidos en 6xidos de

hierro y acidos hiimicos con concentraciones variables de Pb.

iii. Estudiar métodos de Extraccion Secuencial en el suelo

natural y en los suelos sintéticos.

iv. Seleccionar el método de Extracciéon Secuencial Selectiva

mas apropiado de acuerdo a los componentes del suelo utilizado.

2.3. Hipoétesis

i. Las concentraciones de Pb determinadas por Extraccién Secuencial

Selectiva dependen del método utilizado.

ii. Las concentraciones de Pb determinadas por Extracciéon Secuencial
Selectiva dependen de los componentes del suelo analizado y sus caracteristicas

fisicoquimicas.
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2.4. Caracterizacion del suelo
2.4.1. Materiales y Métodos
Suelo

El suelo utilizado en el presente trabajo es un Argiudoll Vértico
(Gonzalez, Cruzate, y Panigatti 2013) de la localidad de Solis, provincia de
Buenos Aires, Argentina (342 18’ S, 592 20’ W). El area esta destinada a diversos
cultivos y cria de ganado, la divisidn en parcelas puede observarse en la Figura

2.4.1.

La muestra obtenida corresponde al horizonte superficial del suelo. Para
los analisis posteriores el suelo se sec6 al aire libre, se tamizé con tamiz de 2

mm de poro y se homogeneizo por cuarteo.

Figura 2.4.1: mapa fisico politico del noroeste de Buenos Aires. En detalle se presenta la zona
asociada a la localidad de Solis (342 18’ S, 592 20’ W) de la cual se obtuvo el suelo.

Caracterizacion quimicay granulometria

21



ENSAYOS PRELIMINARES

Estudios de especiacién de Pb en suelos

El pH se determiné segun el procedimiento usado cominmente (Thomas

1996) en agua, en CaCl; 0,01 My en KCI 1 M.

La capacidad de intercambio catiénico (CIC) se determin6é mediante el

método de intercambio compulsivo (Sumner y Miller 1996).

Los aniones en solucion se analizaron por cromatografia i6nica, luego de
agitacion continua por 1 hora de 1 g de suelo en 10 ml de agua; el analisis
cromatografico se realiz6 en columna DIONEX AS4A con Na;CO3z 1,8 mM -

NaHCO3 1,7 mM, a 2,0 mL min-1.

El contenido de materia organica (MO) se determiné por diferencia de

pesos mediante tres técnicas:
i- calcinacion en mufla con rampa térmica hasta un maximo de 3002C,

ii- destruccion con H202 al 30% en buffer acético/acetato 0.05 M, pH 5-

5,5,a 702C, en plancha calefactora.
iii- Valoracion mediante titulacién con dicromato.

Los volimenes de las fracciones de arcilla-limo y de arena fueron

determinadas luego de ser separadas por tamiz.

Los contenidos de Pb y de otros metales se determinaron mediante
espectrometria de absorcién atémica (EAA) en llama de aire/acetileno luego de

digestion acida (Wright y Stuczynski 1996) utilizando un Shimadzu AA 6800.

Difraccién de rayos X (DRX)

El analisis de DRX se llevo a cabo con un difractémetro Philips X-Pert
usando radiacion Cu K¢ (A = 0,154056 nm). Como una primera aproximacién, se
realizaron difractogramas del total del suelo (SCo). Luego se procedi6 a eliminar

la materia organica, lo cual es sugerido para muestras que contengan mas del
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1% de MO (Whittig y Allardice 1986). Se realizaron distintos tratamientos sobre

la muestra original:
i- destruccion de MO con H202 (SPH),
ii- destruccion de MO con mufla (SMu).
Ademas, sobre la muestra SPH se realizaron los siguientes tratamientos:
i.a- saturacion con K (SPH+K),
i.b- saturacion con K mas calor (SPH+K+Q),
i.c- saturacién con Mg (SPH+Mg).
Se obtuvieron los patrones de difraccion de todas las muestras resultantes.

Sobre la muestra SPH se realiz6 ademas el patrén de difraccidon de la
fraccibn menor a 62 pum, correspondiente a limo y arcilla. Este ultimo
difractograma se analiz6 con la ayuda del programa MAUD, utilizando el método

de refinamiento de Rietveld (Lutterotti, Matthies, y Wenk 1999).

Observacién microscépica

Los distintos componentes minerales de la totalidad del suelo y de la
fraccion menor a 62 um se estudiaron mediante microscopia 6ptica. Luego, se
realizaron observaciones mediante microscopio electrénico de barrido (MEB),
utilizando un microscopio Zeiss Supra 40 Gemini, equipado con un detector de
espectroscopia de rayos X por dispersion de energia (EDE). El montaje de las
muestras se realizo colocando una pequefia cantidad de la misma sobre una

cinta adhesiva de carbon.
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Espectroscopia Infrarroja

Se analizaron muestras del suelo mediante espectroscopia infrarroja (IR)
utilizando un espectrémetro FTIR Nicolet 8700, en el rango de 400-4000 cm-1.
Para ello, previo a cada determinacién, una parte de muestra se mezcl6 en

mortero con KBr en proporcién 0,1:30, y luego se prens6 en forma de pastillas.

Reactivos

Para la preparacion de soluciones y lavados se utiliz6 agua ultra pura de

un sistema Millipore MilliQ.

Se utilizaron reactivos de grado analitico.

2.4.2. Resultados y discusion

Las propiedades quimicas y los resultados del estudio de textura del

suelo se muestran en la Tabla 2.4.1.

El suelo presenta una clase textural entre franco limoso y franco
arcilloso, posee un pH entre muy fuertemente acido y fuertemente acido, con un
contenido de MO alto (2,9%)" y una capacidad de intercambio cati6nica baja, de
acuerdo a Gonzalez et al. (2013). El pH se corresponde con lo informado por las
cartas del INTA (http://geointa.inta.gov.ar/visor/). El contenido de MO es
similar al determinado por otros autores para suelos pampeanos, que la
estimaron en 3,3-3,9 % para el segmento superficial (Lavado y Porcelli 2000;
Gonzalez, Cruzate, y Panigatti 2013); mientras que la CIC estimada por los

mismos autores es mucho mayor.

* Debido a la precision y repetibilidad de la técnica, se informa el contenido de MO obtenido por el
método de titulacion con dicromato.
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Tabla 2.4.1: Propiedades quimicas y granulométricas del suelo de estudio. r: tamafo de la
particula en direccién longitudinal.

Propiedad Valor
pH
Agua 5,21 +0,02
0,01 M CaCl: 4,84 +0,02
1,0 M KCI 4,40 £ 0,02

Textura (fracciones en peso)

Arena gruesa r > 500 um 10 %
Arenafina 500 pm >r> 62 um 25 %
Limo+arcillar < 62 pm 65 %
Materia Organica (m/m) 2,9%

CIC (cmol kg1) 9,3

Aniones analizados (mg anién/kg suelo)

Cl- 55
NOs- 432
PO43 <1
S04% 69

El contenido total de metales presenta valores normales para los suelos
de la region. Segun lo caracterizado por otros autores en profundidades entre 0
y 1 m, se han determinado valores bajos para Cd (0,64 mg kg'1), mientras que
otros metales (Cr, Cu y Pb) se encontraron en valores entre 32 y 36 mg kg1

(Lavado et al. 1998; Lavado y Porcelli 2000; Lavado et al. 2004) excepto por el
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Cr que presenta un contenido levemente mayor. Todos los elementos
determinados en el presente estudio poseen concentraciones que se hallan por
debajo de los valores guia (Gobierno Argentino 1993); el contenido de Pb

resulté no detectable para el método de deteccién utilizado (Tabla 2.4.2).

Tabla 2.4.2: Contenido de metales en el suelo control.

Elemento (mg kg1)

Pb Cu Cd Zn Cr Mn Fe

<10 37 <1 68 60 480 15300

En el analisis por DRX de la muestra del suelo sin tratar, realizado como
una primera aproximacion, se observaron sefales de algunos componentes
cristalinos, como cuarzo. Los difractogramas para la muestra de suelo sin tratar
(SCo), y las tratadas para eliminaciéon de MO con peréxido de hidrégeno (SPH) y
con mufla (SMu) se presentan en la Figura 2.4.2. En los espectros
correspondientes a SPH y SMu se observan un numero mayor de picos,
presentandose mas agudos y con mayor intensidad. A partir del analisis
cualitativo de los mismos se detect6 la presencia de distintos minerales
cristalinos. Los cristales con las distancias (nm) a las que se hallan sus picos de
intensidad caracteristicos (Whittig y Allardice 1986) en orden de mayor a

menor intensidad son:

- Cuarzo: 0,3342,0,4257,0,1818, 0,2457, 0,2282 nm.
- Bernalita: 0,3760 nm.

- Cristobalita: 0,4043 nm.
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Figura 2.4.2: Difractogramas de rayos X del suelo bajo distintos tratamientos. SCO: suelo
control, SPH: suelo con destrucciéon de MO por per6xido de hidrégeno, SMu: suelo con
destruccion de MO por calcinacidon con mufla. Se observan los picos de intensidad en funciéon
de la distancia como sefiales de los compuestos cristalinos de la muestra.
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También se observaron diferentes picos de difraccién que no pudieron
ser relacionados con cristales especificos, asi como no se observ evidencia de

minerales arcillosos.

Los difractogramas resultantes de los tratamientos sobre la muestra SPH
se presentan en la Figura 2.4.3. En los difractogramas de SPH+Mg y SPH+K
puede observarse un pico muy suave a 1 nm de distancia. Este podria deberse a
un tipico comportamiento de las micas, en particular de la Illita, las cuales
sufren una separacion entre sus laminas en presencia de soluciones de Ky Mg
(Whittig y Allardice 1986). De todos modos la sefial resulté muy débil para
concluir la presencia de Illita, aunque debe mencionarse que éste es un mineral
abundante en los Argiudoles de la regiéon pampeana (Gonzalez, Cruzate, y

Panigatti 2013).

El estudio bajo microscopio 6ptico permitié reconocer algunas especies

mineraldgicas en las siguientes fracciones:

1. Fraccion por debajo de los 62 micrones, 65% en peso del total de la
muestra: presencia de cuarzo y arcillas mayoritariamente, minerales

opacos y plagioclasas en cantidades subordinadas.

2. Fraccidén entre 62 y 500 micrones, 25% en peso del total de la muestra:
pequefios clastos de rocas sedimentarias (liticos) y varios clastos

monominerales.

3. Fraccion por encima de los 500 micrones, 10% en peso del total de la

muestra: soélo concentra clastos de rocas sedimentarias.

El DRX de la fraccién menor a 62 micrones permitié hallar los picos de
sefial correspondientes a las especies mineralogicas descriptas para esa

fraccidn, las cuales se sefalan en el difractograma (Figura 2.4.4).
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Figura 2.4.3: Difractogramas de rayos X del suelo sin MO bajo distintos tratamientos. SPH+K:
suelo sin MO tratado con solucién de K, SPH+K+Q: suelo sin MO tratado con solucién de K y

calor, SPH+Mg: suelo sin MO tratado con solucién de Mg. Se observan los picos de intensidad
en funcién de la distancia como sefiales de los compuestos cristalinos de la muestra.
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Las micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido a
distintos aumentos se presentan en la Figura 2.4.5. Se observa una textura
amorfa en general, con algunos minerales cristalinos como plagioclasas. El EDS
permitié conocer el contenido elemental de la muestra (LD> 0,1%); los
resultados (Figura 2.4.6) se corresponden con el analisis cristalografico
realizado previamente: la muestra presenta un contenido significativamente

mayor de Al y de Si respecto de los otros elementos.

Por ultimo, el suelo se caracterizé por IR (Figura 2.4.7), obteniendo un
espectro donde se sefialan los picos caracteristicos encontrados (Lerot y Low

1976; Bukka, Miller, y Shabtai 1992; Fonseca et al. 2009; Musso et al. 2014):

i. A 3620 cm! se observa la banda correspondiente a grupos OH en
estructuras octaédricas, y a 3400 cm! se localiza la banda correspondiente a los

grupos OH superficiales y de agua localizada entre capas.

ii. La banda a 1620 cm™! corresponde a las vibraciones de uniones del

agua.

iii. La banda mas intensa entre 1100 y 1000 cm' corresponde a

vibraciones asociadas a enlaces apicales compartidos de O y a enlaces Si-0O.

iv. A 2900 cm! se observa una banda muy chata y ancha correspondiente

a vibraciones asociadas a materia organica.
v. La banda observada a 780cm-1! corresponde a cuarzo.

Este espectro se utilizara como base para futuras comparaciones con muestras

contaminadas.
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Figura 2.4.5: Micrografias MEB del suelo. Se observan minerales amorfos y algunos
cristalinos como plagioclasas. A: aumento de 500X, B: aumento de 5000X
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Figura 2.4.6: Andlisis elemental del suelo por EDS. Se presentan los %m/m de cada
elemento con el ES asociado a la técnica.
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Figura 2.4.7: Espectro de absorbancia de IR del suelo original.
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2.5. Eleccion del método de Extraccion Secuencial Selectiva
2.5.1. Materiales y Métodos

Método de McGrath y Cegarra (1992)

Se ensay6 en una primera instancia la Extraccién Secuencial Selectiva
segin McGrath y Cegarra (McGrath y Cegarra 1992), de ahora en adelante MGC.
En la misma se definen cuatro fracciones: I, intercambiable y solubles en agua;
[, asociada a materia organica; III, inorganicos, carbonatos y especies asociadas
a 6xidos de Fe y Mn; IV, residual con contenido mayoritario de silicatos. El

protocolo se describe en la siguiente tabla:

Tabla 2.5.1: Protocolo de ESS por el método de McGrath y Cegarra (1992).

Descripcion en funcion de la Solucidn extractante y
Fraccion
especiacion del Pb(II) tratamiento
CaCl;, 0,1 M,
I Intercambiable y soluble en agua
agitacion 16 horas
NaOH, 0,5 M,
I1 Asociado a materia organica.
agitacién 16 horas
- Asociado a componentes inorgénicos, Na,EDTA, 0,05 M,
carbonatos y a 6xidos de Fe y Mn. agitacion 1 hora
Digestion total con HNO3
En residuos, principalmente asociado a
IV (conc.) + HCI (conc.) + HF
silicatos.
(conc.)

Método de Ma y Uren (1998)

El segundo método estudiado fue el de Ma y Uren (Ma y Uren 1998), de
ahora en adelante MMU. Este método define, originalmente, siete pasos: (i)
solucién del suelo, agitacién con agua destilada; (ii) intercambiable, 1 M MgCly,

pH = 7,0; (iii) extractable con EDTA, NaCaHEDTA 1 %, pH 8,3; (iv) facilmente
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reducible con Mn, hidroquinona 0,1 %, pH 7,0; (v) carbonatos, buffer
acético/acetato pH 4,74; (vi) materia organica, 30 % H202, en buffer acetato pH
4,74; (vii) oxidos de Fe y Al, (NH4)2C204/H2C204 pH 3,25; (viii) formas
residuales, obtenidas por diferencia entre la concentracion total del metal y la
suma de los pasos previos. En el presente trabajo este método fue
modificandose mediante ajustes experimentales en funcién de las

caracteristicas del suelo en estudio. Las modificaciones realizadas fueron:

a. Los primeros dos pasos han sido fusionados en el paso |, en el cual se
remueve la fraccion soluble e intercambiable del catién del metal; se utiliza una
solucion 1 M de MgCle. El uso de una sal clorada podria causar la precipitaciéon
de sales de baja solubilidad como PbCl;, PbCIOH, etc.; sin embargo, el ion CI-

también forma complejos idnicos de PbClz y PbCl42- a través de las siguientes

reacciones:

Pb2* (ac) + Cl- (ac) = PbCl* (ac) (D
PbCl* (ac) + Cl- (ac) = PbCl2 (ac) (2)
PbCl: (ac) + CI- (ac) = PbClz (ac) (3)
PbCl3- (ac) + CI- (ac) = PbCls? (ac) (4)
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La precipitacién de cloruro de plomo puede ser escrita como:

PbCl (ac) = PbCl; (s) (5)

Otra fase sélida que puede aparecer es el cloruro basico de plomo como:

PbCI* (ac) + OH- (ac) = PbCIOH (s) (6)

La presencia de las especies de Pb(II) indicadas en las reacciones (1)-(6)
se analizd6 con el programa Visual Minteq (Gustafsson etal. 2011); otras
especies posibles, como complejos de Pb-OH, Pb(OH)z(s), etc. no son estables en
las condiciones experimentales, por lo que a priori se descartaron en el analisis.
Para el célculo de los coeficientes de actividad debe tenerse en cuenta la alta
fuerza idnica (hasta 1 M) presente. Se emplearon dos métodos: en el primero se
utiliz6 la Teoria de Interaccién I6nica Especifica (SIT, de sus siglas en inglés) de
Bronsted, Guggenheim y Scatchard (Scatchard 1936), la cual toma en cuenta las
interacciones especificas entre iones en soluciones concentradas; los
parametros empleados fueron los hallados en IUPAC y NEA, mas estimaciones
empiricas en los casos en que los valores experimentales no se encontraban
disponibles (ver Grenthe, Plyasunov, y Spahiu 1997 para mas detalles). Los
resultados indicaron que en las condiciones experimentales (pH 7,0
aproximadamente) la saturacion respecto de PbCl; es alcanzada a una
concentracion total de Pb, cpp, de aproximadamente 7,5 mM, mientras que para
PbCIOH se encuentra cerca de 1,5 mM. Otra estimacion se realizé utilizando la
ecuacion de Davies (Davies 1962), conocida por sobreestimar los coeficientes de
actividad a altas fuerzas i6nicas, lo que se traduce en una subestimacién de la
concentracion de saturacion; la saturacién para PbCl; resulté a cpp ~ 3 mM y
para PbCIOH a cpp ~ 1 mM. Para 200 mg kg1 de Pb en suelo (concentracion del

mismo orden de magnitud que en tipicos suelos contaminados), si todo el metal
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estuviese disuelto en el primer paso, cpp seria alrededor de 104 M, muy por

debajo de las estimaciones antes realizadas.

b. El paso iii en el MMU es una extracciéon con CaEDTA que remueve los
metales “adsorbidos”; este paso fue excluido ya que el EDTA es un fuerte
complejante a los valores de pH experimentales, y podria formar un complejo de
Pb que interfiriera con el analisis de otras fracciones (por ejemplo, removiendo

el metal unido a MO, fraccion de especial interés en el presente estudio).

c. El paso iv del método original se propone como paso II. El reactivo es la
hidroquinona, un reductor que actia sobre minerales oxidantes, como los
6xidos de manganeso III y IV. La hidroquinona promueve la disolucion de estos
oxidos y la consecuente liberacidn de las especies metalicas asociadas, ya sean

las incorporadas en el solido o las adsorbidas en su superficie.

d. El paso v en el método original se aplica a la remocion de carbonatos;
debido a que el suelo en estudio no contiene este tipo de minerales, este paso ha

sido eliminado.

e. El paso vi corresponde al paso IIl. Aqui se produce un ataque oxidativo
que destruye la materia organica (no se espera encontrar otros materiales

oxidables en esta etapa) liberando los cationes metalicos unidos.

f. El paso vii corresponde al paso IV, descripto como la extraccion de los

iones asociados a 6xidos de hierro y aluminio con oxalato.

g- Finalmente, se incluye un ataque con acidos fuertes sobre el residuo

(paso V) de modo de recuperar el Pb(II) presente en formas cristalinas estables.

El método a utilizar queda definido por las siguientes fracciones (pasos):
[, intercambiable; II, asociada a 6xidos de Mn y otros componentes facilmente
reducibles; III, materia organica; IV, extraible con oxalato; V, residual, contenido
principalmente en las estructura de los silicatos. El protocolo se describe en la

Tabla 2.5.2.
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Tabla 2.5.2: Protocolo de ESS por el método de Ma y Uren (1998) con modificaciones en
funcién del suelo estudiado.

Descripcion en funcion de la Solucidn extractante y
Fraccion
especiacion del Pb tratamiento
Intercambiable y soluble en MgClz, 1,0 M, pH 7
I
agua agitacion 1 hora
Asociado a 6xidos de Mn y Hidroquinona 0,2% en
II otros componentes facilmente CH3COONH4 1,0 M, pH 7
reducibles. agitaciéon 1 hora
Digestion con H207 al 30%
-agregado de 5ml hasta finalizar
la reaccion-
III Asociado a materia organica.
en buffer CH3COONa/CH3COOH
0,5M, pH 4,74 a 802C, agitacion
adicional 1 hora
Buffer (NH4)2C204 0,175
M/H2C204 0,1 M, pH 3,25,
1\Y% Extraible con oxalato.
15 horas en reposo mas 2 horas
de agitacion.
Digestion total con H2SO4
Residuos, conteniendo
\Y (conc.) + HCIO4 (conc.) + HNO3
principalmente silicatos.
(conc.) + HF (conc.)

Preparacion muestras sintéticas

Como una aproximacién a los ensayos en suelo contaminado con Pb (de

Pb(NO3)2), se realizaron ensayos con muestras sintéticas.
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Se crearon muestras de suelo mezclando suelo control con fracciones de
goetita y acido humico, a las cuales se les agreg6 previamente Pb en distintas
concentraciones. De este modo se simularon suelos contaminados, con mayor
contenido de MO y de 6xidos de hierro que el original, con el fin de observar la
capacidad extractiva de cada método en los pasos correspondientes a las

interacciones del Pb(II) con estos componentes.

A partir de estas mezclas se prepararon las muestras sobre las que se
realizé la extraccion: suelo control (SCo), acidos himicos con Pb mas suelo
(AH+SCo), oxidos de hierro con Pb mas suelo (Goe+SCo), acidos hiumicos con Pb

mas 6xidos de hierro con Pb mas suelo (AH+Goe+SCo).

Primer ensayo mediante McGrath y Cegarra

Se mezclaron 1 g de acido huimico y otro de éxido de hierro, con 3 y 4
mmol de Pb, respectivamente. Luego se prepararon cuatro muestras (1 g) sobre
las que se realiz6 la extraccién, segin lo indicado previamente, en las siguientes
proporciones: 1 SCo, 0,25:0,75 AH+SCo, 0,25:0,75 Goe+SCo, 0,125:0,125:0,75
AH+Goe+SCo. Se obtuvieron concentraciones finales de Pb(Il) de 1,55 x 103,
2,07 x 10> y 1,81 x 10> mg kg! para los preparados AH+SCo, Goe+SCo y

AH+Goe+SCo, respectivamente.

Segundo ensayo mediante McGrath y Cegarra

Se realiz6 un segundo ensayo con suelos sintéticos similares a los usados
en el primer ensayo, pero con menor concentracion del contaminante: por cada
gramo de acido himico y/o de 6xido de hierro se agregaron 30 umol de Pb. A
partir de ellos se prepararon tres nuevas muestras en las siguientes
proporciones: 1 SCo’, 0,125:0,75 AH+SCo’, 0,25:0,75 Goe+SCo’, obteniendo

concentraciones finales de Pb de 0, 800 y 1550 mg kg1 respectivamente.
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Ensayo mediante Ma y Uren modificado

El andlisis se realiz6 sobre dos muestras de suelo sintético, preparados
de la misma forma que los anteriores: por cada gramo de acido huiimico, de 6xido
de hierro y de suelo se agregaron 30 pmol de Pb. A partir de ellos se prepararon
las mezclas segin las siguientes proporciones: 0,025:0,975 AH+SCo,
0,025:0,975 Goe+SCo, obteniendo una concentracidn final de 155 mg kg1. Esta
variacién en la concentracion se realizé con el fin de explorar los alcances sobre

distintas concentraciones de la técnica de ESS.

Determinacion de Pb

El contenido de Pb se determin6 mediante espectrometria de absorcion
atémica con llama de aire/acetileno luego de la digestion acida correspondiente
(Wright y Stuczynski 1996), se utilizé un equipo Shimadzu AA 6800. El residuo
final de la extraccion fue completamente mineralizado mediante digestiéon en
microondas en recipientes cerrados de politetrafluoretileno (CEM, MDS 2000),

con el programa recomendado por el fabricante.

Reactivos

Para la preparacion de soluciones y lavados se utiliz6 agua ultra pura de

un sistema Millipore MilliQ. Las sales y soluciones son de grado analitico.

Se utiliz6 acido huimico comercial Fluka y el 6xido de hierro se sintetiz6 en el

laboratorio mediante un método estandar (Schwertmann y Cornell 2000).

2.5.2. Resultados y Discusion
Primer ensayo mediante McGrath y Cegarra

En la Tabla 2.5.3 se observa, para cada muestra, el contenido de Pb(II)

extraido en cada fraccion (mg kgl) y su porcentaje en funciéon de la
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concentracion total de Pb agregado (1,55 x 10>, 2,07 x 10>y 1,81 x 105 mg kg1
para AH+SCo, Goe+SCo y AH+Goe+SCo, respectivamente). Los porcentajes de
recuperacién en cada fracciéon y totales son bajos, evidenciando una escasa
recuperacién del analito; el mayor porcentaje de extraccidn total alcanzado fue

solo de 14,7%.

En la Tabla 2.5.4 se presentan los porcentajes de Pb extraido en cada
fraccion relativizado al contenido de Pb obtenido en toda la extraccion. No se
observa una correspondencia entre el porcentaje de extraccidon de una fraccién
dada y el componente predominante de la muestra: para la muestra AH+SCo no
se obtuvo una mayor recuperacion en la fraccion II, mientras que para la
muestra Goe+SCo tampoco se obtuvo una recuperaciéon mayor en la fraccion III

respecto de las otras fracciones.

Estos resultados se adjudican a que el 6xido de hierro y el acido humico
no retuvieron todo el Pb agregado al alcanzar el equilibrio debido a la alta
concentracion de Pb utilizada para asegurar altos niveles de metal adsorbido en

los sélidos.

Tabla 2.5.3: Contenido de Pb extraido en ESS por método de McGrath y Cegarra (1992). Se muestran
los resultados para cada fracciéon (mg kg1) y el porcentaje de los mismos en funcién del Pb agregado
tedrico. Los valores totales corresponden a la suma algebraica de los resultados obtenidos en cada
paso de la ESS.

Pb extraido (mg kg1)

Fraccion
I % II % III % IV % | Total | %
Muestra

AH+SCo 2150 | 1,0 | 1090 | 0,7 | 2620 | 1,7 | 904 | 0,6 | 6764 | 4,4
Goe+SCo 3430 | 1,7 | 12000 | 5,8 | 11960 | 5,8 | 3160 | 1,5 | 30550 | 14,7

AH+Goe+SCo | 4190 | 2,3 | 11200 | 6,2 | 6280 | 3,5 | 1360 0,8 | 23030 | 12,7
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Tabla 2.5.4: Contenido de Pb extraido en ESS por método de McGrath y Cegarra (1992). Se muestran
los porcentajes resultantes de la relaciéon entre las concentraciones halladas para cada fracciéon y el
total experimental extraido.

Pb extraido (% relativizado)
Fraccion
I I1 I1I IV Total
Muestra
AH+SCo 31,8 16,1 38,7 13,4 100,0
Goe+SCo 11,2 39,3 39,2 10,3 100,0
AH+Goe+SCo 18,2 48,6 27,3 5,9 100,0

Segundo ensayo mediante McGrath y Cegarra

El segundo ensayo se realizé con las proporciones mencionadas en la
seccion 2.5.1 para AH+SCo’ y Goe+SCo’, con concentraciones de 800 y 1550 mg

kg1 de Pb respectivamente.

En la Tabla 2.5.5 se presenta el contenido de Pb extraido en cada fracciéon
(mg kg1) y su porcentaje en funcién de la concentracion total de Pb agregado.
Los resultados obtenidos para esta concentracion del elemento muestran un
mayor porcentaje total de recuperacion del Pb en la muestra AH+SCo’, no asi en
Goe+SCo’. Ademas, para la muestra con AH no se observa un buen porcentaje de
recuperacién en la fraccidon correspondiente a materia organica (II), mientras
que se observa un alto porcentaje de recuperacion en la fraccién
correspondiente a 6xidos de hierro (III). La misma tendencia se observa para la

muestra con Goe, s6lo que con valores mas bajos de extraccién del Pb.

En la Tabla 2.5.6 se presentan los porcentajes de extracciéon del Pb
agregado en funcién del total extraido. En la misma se observa claramente una
alta capacidad de extraccion en la fraccion de los o6xidos y compuestos
inorganicos (III) para las muestras ensayadas, no asi en la fracciéon de los

compuestos organicos.
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Tabla 2.5.5: Contenido de Pb extraido en ESS por método de McGrath y Cegarra (1992). Se muestran
los resultados para cada fraccién (mg kg1) y el porcentaje de los mismos en funcién del Pb agregado
tedrico. Los valores totales corresponden a la suma algebraica de los resultados obtenidos en cada

paso de la ESS.
Pb extraido (mg kg-1)
Fraccion
I % 11 % 111 % v % | Total | %
Muestra
AH+SCo’ 8,7 | 1,1|130,0| 16,3 |340,0 |42,5|85,0|10,6 | 563,7 | 70,5
Goe+SCo’ 280118 16,0 | 1,0 | 230,0 | 14,8 | 49,0 | 3,2 | 323,0 | 20,8

Tabla 2.5.6: Contenido de Pb extraido en ESS por método de McGrath y Cegarra (1992). Se muestran
los porcentajes resultantes de la relacién entre las concentraciones halladas para cada fraccién y el

total exnerimental extraido.

Pb extraido (% relativizado)

Fraccion
I II III IV Total
Muestra
AH+SCo’ 1,5 23,1 60,3 15,1 100,0
Goe+SCo’ 8,7 5,0 71,2 15,2 100,0

Las concentraciones de Pb hallados en las fracciones II y III pueden

explicarse si se consideran los equilibrios en solucién del Pb(Il). En las

concentraciones experimentales, el Pb(II) podria precipitar como Pb(OH): en la

solucion de NaOH en el paso II, obteniéndose un bajo porcentaje de Pb en la

solucién de extraccion. Luego, en el paso III este precipitado podria redisolverse

por desplazamiento del equilibrio debido a la accién del EDTA, obteniendo un

alto porcentaje de recuperacion del Pb(II).
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Ensayo mediante Ma y Uren modificado

En la Tabla 2.5.7 se muestran los valores totales de extracciéon para las
muestras estudiadas con concentracion final de 155 mg kgl de Pb. Para la
muestra Goe+SCo los valores de extracciéon fueron muy bajos o no detectables
con la técnica utilizada. Para la muestra AH+SCo, el porcentaje de recuperacion
total fue satisfactorio en todas las fracciones. En la Tabla 2.5.8 se presentan los
porcentajes de Pb extraido en cada fraccion respecto del total extraido. Puede
observarse que si bien el porcentaje de Pb recuperado en la fracciéon III
(asociado a MO) es menor que el recuperado en la fracciéon IV (6xidos de hierro),
la diferencia entre estos valores es menor que con el otro método ensayado. El
alto valor de extraccion obtenido en la fraccién 1V, se vincula al fuerte poder
complejante del oxalato, ya que esta diferencia se presenta tanto en la muestra
con agregados de acidos humicos como en la muestra con agregados de 6xidos
de hierro. Los resultados de todos los ensayos muestran que existe
desplazamiento entre las distintas fracciones; no obstante, se utilizara este

ultimo método a los fines comparativos en el desarrollo posterior de esta tesis.

Tabla 2.5.7: Contenido de Pb extraido en ESS por método de Ma y Uren (1998) modificado. Se
muestran los resultados para cada fraccién (mg kg?) y el porcentaje de los mismos en funcién del
Pb agregado tedrico. Los valores totales corresponden a la suma algebraica de los resultados

obtenidos en cada paso de la ESS. ND: no detectado.

Pb extraido (mg kg-1)
Fraccion
I % II | % | III| % | IV | % \"% % |Total| %
Muestra
AH+SCo 24 115,5| 10 | 6,5| 67 |43,2| 83 |53,5| 46 [29,7| 230 | 1484
Goe+SCo ND|ND |INDIND| 6 | 3,9 | 30 |19,4|<10| ND 36 23,2
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Tabla 2.5.9: Contenido de Pb extraido por el método de Ma y Uren (1998) modificado, para el
andlisis de repetibilidad. Se muestran los resultados para cada fracciéon (mg kg1). Los valores
totales corresponden a la suma algebraica de los resultados obtenidos en cada paso de la ESS. ND:
no detectado.

Pb extraido (mg kg 1)
Fraccion
I 11 11 1\Y% \Y Total
Muestra

AH+SCo a 20,0 2,1 7,2 33,0 ND 62,3
AH+SCo b 25,0 2,0 7,7 39,0 ND 73,7
AH+SCo c 29,0 2,1 4,8 43,0 ND 78,9
Goe+SCo a 15,0 6,0 17,0 71,0 ND 109,0
Goe+SCo b 12,0 5,7 11,0 68,0 ND 96,7
Goe+SCo c 15,0 6,3 14,0 63,0 ND 98,3
Media AH 24,7 2,1 6,60 38,3 -- 71,6

Desvio AH 4,5 0,1 1,6 5,0 -- 8,5

ES AH 2,6 0,0 0,9 2,9 -- 4,9
Media Goe 14,0 6,0 14,0 67,3 - 101,3

Desvio Goe 1,7 0,3 3,0 4,0 -- 6,7

ES Goe 1,0 0,2 1,7 2,3 - 3,9

2.6. Conclusiones

El Argiudol Vértico estudiado posee una importante proporciéon de

plagioclasas y cuarzo, con un contenido relativamente alto de materia organica.

Mediante el ensayo sobre muestras sintéticas puede concluirse que el
método seleccionado (Ma y Uren modificado) permite una recuperacion
satisfactoria del contaminante dentro de los limites de este tipo de métodos,

consistente con la composicion de la muestra y la concentracion agregada de Pb.

46



ENSAYOS PRELIMINARES

Estudios de especiacién de Pb en suelos

El método de McGrath y Cegarra (1992) no resulté satisfactorio para el suelo
estudiado. Esta diferencia en la efectividad de los métodos ensayados verifica

las hipdtesis planteadas.

Ademas, para este método se encontré un alto porcentaje de extraccion
en la fraccién que estaria asociada a 6xidos de hierro y aluminio (F IV). Esto se
debe al poder complejante del oxalato, reactivo utilizado para la extraccion,

como se discute en el proximo capitulo.
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3.1. Introduccion
Biodisponibilidad y evolucion de Pb(Il) en suelo

Numerosos estudios muestran que la biodisponibilidad de los metales
traza depende de las caracteristicas del suelo y de la interacciéon del metal con
los componentes del mismo. El pH (Youssef and Chino 1989), el contenido de
materia organica (Yang et al. 2010), los 6xidos de hierro y aluminio, y el
contenido de arcillas (Magrisso, Belkin, and Erel 2009; Shahid, Pinelli, and
Dumat 2012) son parametros a tener en cuenta al momento de estudiar la

especiacion de un metal en un suelo determinado.

La especiacion del Pb en el suelo, es decir las distintas formas que toma
el i6n metalico desde su incorporaciéon en forma soluble hasta las formas mas
estables, ha sido estudiada en diversas condiciones y en comparacién con otros
metales traza, donde, mayormente, el primer estado y el mas 1abil es el catién
Pb2+ (Orrofio and Lavado 2009; Padmavathiamma and Li 2010). Es en este
estado que el Pb puede ser absorbido desde el suelo por las plantas, y luego ser
translocado a distintos 6rganos como raiz, tallo, hojas y granos (Liu et al. 2000;
Orrono, Schindler, and Lavado 2012; Salazar et al. 2012; Karak et al. 2013;
Rodriguez et al. 2014). Asi, se incorpora a los eslabones primarios de la cadena
alimentaria, habilitando su potencial incorporacién en animales y humanos
(Wierzbicka and Antosiewicz 1993). Es importante entonces estudiar la
evolucion del Pb en suelos pampeanos y su interaccion con los distintos

componentes de los mismos.

Efectos de la temperatura ambiente sobre la especiacién del Pb(Il) en suelo

Como queda antedicho, la mayoria de los estudios sobre el Pb se
focalizan en su origen, propiedades de la fuente e interaccién con componentes
del suelo. No ha sido estudiada la evolucion del Pb en funcién del tiempo que ha
permanecido en el suelo o por la influencia de las condiciones ambientales
(Jensen, Ottosen, and Pedersen 2006; Ndzangou, Richer-LaFLéche, and Houle 2006;
Kaplan and Yaman 2009; Yang et al. 2010; Malandrino et al. 2011). En la presente
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tesis se estudio, por lo tanto, la evolucién en invernaculo de la especiacién en
suelos contaminados con Pb, se considerd la variabilidad estacional de la
temperatura de la region noroeste de Buenos Aires (Tabla 3.1.1), y su relacién

con los resultados de especiacion del metal.

Tabla 3.1.1: Temperaturas minimas, medias y maximas (2C) correspondientes a los meses de
invierno (agosto-septiembre) y de verano (diciembre-febrero) del afio 2013 de la zona
noroeste de la provincia de Buenos Aires. Los datos se obtuvieron de la base de datos del
Centro de Informacidon Meteorolégica del Servicio Meteoroldgico Nacional.

Temperatura (2C)
Mes
Minima Media Maxima

Agosto 1,1 11,2 23,1
Septiembre 4,0 15,9 28,8
Diciembre 10,6 22,6 33,7
Enero 14,2 25,7 38,8
Febrero 13,6 24,5 35,4

3.2. Objetivos
Los objetivos de este estudio son:

i) Caracterizar el suelo luego del agregado de Pb(NO3)..

ii) Estudiar la especiacion del Pb(II) en el suelo en funcién del tiempo,

inmediatamente después de ocurrida la contaminacion.

iii) Estudiar la influencia de la temperatura ambiente en dicha

especiacion.
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3.3. Hipotesis

Las hipotesis planteadas para dichos objetivos son:

i) La asociacién del Pb con los componentes del suelo depende del

tiempo de interacciéon entre el suelo y el metal.

ii) La asociacién del Pb con los componentes del suelo es influenciada por

la temperatura ambiente.

3.4. Materiales y Métodos
Suelo

El suelo utilizado y sus caracteristicas se describieron en el Capitulo 2 de

la presente tesis.

Dispositivo experimental

Se realizaron dos experimentos de especiaciéon y sorciéon de Pb en suelo.
El primero se realiz6 entre los meses de agosto y septiembre, bajo condiciones
de bajas temperaturas (tipicas de invierno avanzado en nuestra regién); el
segundo se realiz6 entre los meses de diciembre y febrero, con las temperaturas

altas tipicas del verano.

Para ello se contamind el suelo con soluciéon de Pb(NO3)2 hasta llegar a
concentraciones de 200, 2000 o 10000 mg kg1 de suelo. Se dispusieron 2 kg del
mismo en macetas de 2 L. Las macetas se colocaron en un invernaculo y fueron
regadas cada 7 dias al 70% de su capacidad de campo. Las muestras se

colectaron a distintos tiempos durante los 60 dias del ensayo (Figura 3.4.1).
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Microscopio de Barrido Electronico y Espectroscopia de rayos X por dispersién de

energia

Sobre muestras del suelo contaminado con Pb se realizaron
observaciones mediante microscopio electrénico de barrido (MEB). Se utilizé un
microscopio Zeiss Supra 40 Gemini, equipado con detector de espectroscopia de
rayos X por dispersion de energia (EDE) para la determinacion del contenido
elemental del suelo. El montaje de las muestras se realiz6 colocando una

pequefia cantidad de la misma sobre una cinta adhesiva de carbon.

INVIERNO VERANO

Pb(NO,), Pb(NO,),

N

I
w

L 2000mgkg

Riego (R) R R R R R R R Fin
| I I I I I | |
0 1 15 1 30 45 1 60

} | |

Muestras tomadas por cuarteo

Figura 3.4.1: Disefo experimental del ensayo de especiacion de Pb en invernaculo.
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Espectroscopia Infrarroja

Se analizaron muestras del suelo contaminado con 0, 2000 y 10000 mg
kgl de Pb mediante espectroscopia infrarroja (IR). Se utiliz6 un
espectrofotometro FTIR Nicolet 8700, en el rango de 400-4000 cm'l La
preparacion de las muestras se realizé mezclando las mismas con KBr en
mortero en proporciéon 1:300 (en masa); luego se prensaron obteniendo

pastillas.

Extracciéon Secuencial Selectiva (ESS)

Las muestras de 200 mg kg1 de Pb (que corresponden a los valores
hallados tipicamente en ambientes contaminados) fueron analizadas mediante
ESS, segin el método seleccionado de (Ma and Uren 1998) con las
modificaciones descriptas en el Capitulo 2, donde se describen las fracciones
definidas operacionalmente. Las extracciones se realizaron por duplicado o

triplicado.

El andlisis sobre la especiacién quimica se estudié sobre los resultados
de la ESS, y se complementé con un andlisis computacional mediante el

programa Visual Minteq (Gustafsson 2011).

Determinacion de Pb

El contenido de Pb se determin6 mediante espectrometria de absorcion
atomica (EAA) en llama de aire/acetileno luego de digestion acida (Wright and

Stuczynski 1996) utilizando un equipo Shimadzu AA 6800.

Ademas, se realizaron estudios sobre la determinaciéon de Pb en solucién
de KNO3 0,2 M mediante la técnica de voltametria de redisolucién anddica. Se
ensayaron concentraciones entre 4 pg kgl y 2,0 mg kgl de Pb. Debido a
interferencias de componentes del agua con la determinacion electroanalitica,
no pudo extenderse el rango de concentraciones ni ensayar muestras de suelo

contaminadas.
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3.5. Resultados y discusion
Caracterizacion del suelo

Las micrografias obtenidas en el andlisis por MEB permiten observar la
estructura del suelo contaminado con 10000 mg kg! de Pb (Figura 3.5.1). Se
distinguen plagioclasas y minerales amorfos, cubiertos parcialmente con
materia organica. El espectro del EDE permite apreciar el contenido de Pb en la
muestra, con una sefial mayor respecto de otros elementos, como Ca y K.
También se observa el alto contenido de Si, Fe y Al ya descripto en la muestra

control.

D= 3.9 mm

EHT = 5.00 kV

Figura 3.5.1: Micrografias MEB (A: aumento de 2000X, C: aumento 5000X) y EDE (B) de
muestras de suelo con 10000 mg kg1 de Pb, luego de 60 dias de ocurrida la contaminacién.
Ensayo de verano.
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El espectro IR sobre muestras de suelo con 0, 2000 y 10000 mg kg1 de Pb se
presenta en la Figura 3.5.2. Se observan los picos correspondientes a las
interacciones entre el Pb (II) y los grupos carboxilatos de la materia organica
del suelo (1384 cm). En el detalle de dicha Figura puede distinguirse un
marcado incremento de la absorbancia que se corresponde con el aumento de la
concentracion del metal en la muestra. Esta interaccién de los grupos
carboxilatos con metales como Hg(Il) y Pb(ll) ya ha sido reportada
anteriormente por otros autores (Orsetti, Quiroga, and Andrade 2006; Zhang et
al. 2009). Las otras bandas que se observan en el espectro son tipicas de

estructuras de suelos, como se indic6 en la Figura 2.4.7.

Absorbanda

4000 3000 2000 1000
numero de onda/cm’

Figura 3.5.2: Espectro de IR de muestras de suelo con 0, 2000 y 10000 mg kg1 de Pb, luego
de 60 dias del agregado de la solucién de Pb(NOs3),. El detalle muestra la regién de 1300-
1500 cm'L. Se observan las bandas asociadas a carboxilatos a 1384 cm™ y su incremento
correspondiente con las concentraciones del metal.
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Extraccion Secuencial Selectiva

Los resultados de la ESS de Pb se muestran en la Figura 3.5.3, tanto para
la temporada de invierno como de verano. Los valores se expresan como
porcentajes del cociente entre el Pb extraido en una fracciéon dada (Fraccién I:
intercambiable, Fraccion II: asociado a 6xidos de Mn, Fraccion III: asociado a
MO, Fraccién IV: asociado a 6xidos de hierro y aluminio, Fraccién V: mineral) y
el total (sumatoria del Pb extraido en cada fraccidon). Las regresiones lineales
muestran la evolucion de la distribucion del metal en relacién a las fracciones

definidas.

Sobre los resultados del ensayo de invierno se observo que la fraccion V
aumentd en tanto la fraccién III decrecid, las otras fracciones permanecieron
constantes. Sobre el ensayo de verano se observo un comportamiento distinto:
la fraccion I tuvo un decrecimiento, mientras que las fracciones III, IV y V
presentaron un leve incremento y la fraccién II permanecié constante en el

tiempo.

Sobre los graficos de ambos ensayos y realizando un recorrido temporal
se observé que la fraccion IV fue la mas importante, con valores de 50-60% del
total de Pb. En el punto de partida, la fraccién I fue la mas baja en invierno,
mientras que en verano fue la segunda con mayor contenido de Pb.
Transcurridos los 60 dias del experimento, la fracciéon V fue la segunda mas

importante en ambas temporadas, alcanzando un 20% de contenido de Pb.

Especiacion del Pb y componentes del suelo

Los resultados obtenidos muestran una alta proporcion de Pb en la
fraccion IV (extractable mediante el buffer de oxalato), originalmente descrita
como asociada a o6xidos de Fe y Al, aunque en el presente estudio se ha
encontrado una baja proporcién de estos minerales. Los resultados se atribuyen
entonces a Pb(II) adsorbido sobre cuarzos y aluminosilicatos, los cuales
constituyen la mayor proporciéon de los minerales (como revelaron los analisis

de DRX y MEB); también podria encontrarse una parte del metal adsorbida
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sobre materiales amorfos. Esto se basa en que el ion oxalato (C2042) es un

fuerte complejante que permite la remocién de las especies metdlicas

adsorbidas.
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Figura 3.5.3: Especiacion de Pb en invierno y verano, de acuerdo a las fracciones definidas por
la ESS ensayada. Se informan los valores medios. Nensayo=2-3. Contenido de Pb total: 200 mg kg-1.
Las lineas indican regresiones lineales.
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Las reacciones implicadas para la complejacién del Pb(II) son:

Pb2+ (ac) + C2042 (ac) = PbC204 (ac) (D

PbC204 (ac) + C2042- (ac) = Pb(C204)22 (ac) (2)

La precipitacion del oxalato de Pb podria alcanzarse, segtn:

PbC204 (ac) & PbC204 (s) (3)

Una estimacidn de la especiacion de Pb(II), utilizando el programa Visual
Minteq, de acuerdo a las reacciones (1)-(3) en presencia de acido oxalico y
oxalato de amonio (paso IV) muestra que la saturacién de PbC204(s) se alcanza
a una concentracion de Pb total de aproximadamente 0,8 mM,
consecuentemente no deberia ocurrir tal precipitacion en las condiciones
experimentales (0,965 mM si el Pb total inicial se disolviera totalmente en ese
paso). Mas aun: debido a que aproximadamente la mitad del total del Pb (100
mg kgl en suelo) se encuentra en la fracciéon 1V, deberia resultar de la
extraccion con oxalato una concentracion total de Pb(II) disuelto de
aproximadamente 5 x 10¢ M; la concentraciéon de equilibrio de Pb(II) libre
resulté aproximadamente ¢ = 1,9 x 10-8 M, para las condiciones mencionadas.
Dado este bajo valor, si el Pb esta adsorbido a minerales se esperaria que, bajo

estas condiciones, sea removido.
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Considerando la situaciéon con mayor nivel de detalle se observa que los
principales minerales hallados son feldespatos y cuarzo. Ambos poseen una baja
capacidad de adsorcion, siendo el cuarzo el que tiene la menor capacidad (Wu et
al. 2003). Los estudios de adsorcion del Pb (y metales traza en general) sobre
feldespatos son escasos. A continuacién se analizan los casos de algunos
aluminosilicatos con el fin de estimar la cantidad remanente de Pb adsorbido en
equilibrio con la concentraciéon c calculada arriba, en la fracciéon IV. En un
estudio de adsorciéon de metales sobre minerales del suelo, con tamafio de
particula y propiedades consistentes con la fraccion limosa (Frimmel and Huber
1996), la adsorcion de Pb sobre cuarzo, ortoclasas y albitas (entre otros

minerales) fue interpretada mediante la isoterma de Freundlich:
q= Kc (4)

donde g es la cantidad de Pb adsorbido, K es el coeficiente de adsorcién y n es
un parametro empirico; del ajuste de los parametros (a pH = 8,4 como el
empleado en el estudio citado) resulta que la cantidad de Pb adsorbido en
presencia de oxalato en la fraccion IV es: para cuarzo (K = 0,14 mmol kg1, n =
1.8) g = 0,01 mg kg1; para ortoclasas (K = 0,17 mmol kg1, n =1,2) g = 0,11 mg
kgl y para albita (K = 0,27 mmol kg1, n = 1,1) q = 0,26 mg kgl. En otra
investigacion, Sepehrian et al. (Sepehrian et al. 2011) estudiaron la adsorcién de
Pb sobre aluminosilicatos mesoporosos (con un area superficial A = 834 m? g-1)
interpretando los resultados en términos de la isoterma de Henry (ecuacion (4)
con n = 1); de varios aluminosilicatos estudiados, el mas adsorbente posee un K
= 763 L kgl Por lo tanto, para el valor de c hallado anteriormente, este
coeficiente predice una cantidad adsorbida g = 1,4 x 10-¢ mol kg1 ~ 0,1 mg kg1
(determinado para las condiciones experimentales del presente trabajo, pH =
3,5). En todos los casos, el nivel de Pb(II) adsorbido es muy bajo frente al valor
inicial (~ 100 mg kg1). Estas consideraciones apoyan la suposicién de que el
Pb(II) se encuentra mayormente desorbido en presencia del reactivo
oxalato/acido oxalico. Por lo tanto, puede concluirse que el contenido
relativamente alto de Pb(II) hallado en la fraccion IV proviene principalmente

de especies adsorbidas sobre silicatos y/o sobre otras fases s6lidas amorfas.
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Otro hecho a destacar es la diferencia observada en la fraccién II en las
temporadas estudiadas, siendo ésta mayor en el caso del experimento de
invierno; también, puede observarse que las sumas de las fracciones Il y IV en
ambos casos es similar. El reactivo utilizado en el paso II contiene acetato de
amonio 1 M, y el ion acetato puede coordinar iones Pb2+, aunque con menor
poder que el oxalato, por lo que puede remover las especies de Pb(II)
débilmente unidas. Las diferencias de los resultados entre los ensayos de
invierno y verano para la fraccion Il puede atribuirse al hecho de que, en verano,
las condiciones de sequedad del suelo favorecieron la evolucion desde formas
débilmente adsorbidas (complejos de esfera externa) a formas mas fuertemente
adsorbidas (complejos de esfera interna), lo que deja en verano menos Pb(II)
disponible para la complejacién con acetato. En este sentido, la mayor parte del
Pb se encuentra en formas relativamente estables y evolucionando a formas ain
mas estables, por lo que es de suponer que no se encontraran biodisponibles. Un
comportamiento similar al del Pb ha sido reportado para otros metales (Cajuste,
Cruz - Diaz, and Garcia - Osorio 2000; Shrivastava and Banerjee 2004; Zhao et al.

2009; Favas et al. 2011; Kabala et al. 2011).

Efecto de las condiciones ambientales

Las condiciones ambientales fueron diferentes entre los dos ensayos
debido a la variabilidad estacional de la regidon. El efecto de esta variabilidad se
consider6 en funciéon de dos parametros: precipitaciéon y temperatura. El uso de
agua de riego del invernaculo permitié independizarse de la primera variable,
pero la temperatura no fue controlada: entre los meses en que se realizaron
ambos experimentos su valor medio vari6 alrededor de 10 ¢C (Tabla 3.1.1). Esto
tuvo influencia en los procesos ciclicos de humedad-secado del suelo,
provocando que durante el invierno el suelo permaneciera predominantemente
himedo, y en verano sufriera periodos de sequia. Debido a que todos los
procesos quimicos son mas lentos e incluso pueden detenerse por la ausencia
de agua, puede inferirse que la evolucion de la especiacion del Pb fue

considerablemente mas lenta durante el ensayo de verano respecto del de
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invierno. Si se toma como referencia la fraccién I (forma mas labil del Pb) se
observa que en el experimento de verano decreci6, mientras que las otras
fracciones crecieron, indicando una progresiva incorporacion del metal en
formas minerales mas estables. Durante el experimento de invierno el
contenido de Pb en la fraccién I permaneci6 estable, y la fraccion III disminuyé
en relacion con el crecimiento de formas mas estables (fraccién V). Por lo tanto
se considera que la evolucion de la especiacién del Pb observada durante los
meses de verano corresponde a etapas iniciales del experimento de invierno, y
que, en éste ultimo, dicha evolucion se ha desarrollado a una velocidad mayor.
Estas evidencias se corroboran con el contenido de Pb determinado en la
fraccion I, donde el porcentaje observado en invierno es menor (casi en un

10%) que en el ensayo de verano, y se mantiene practicamente constante.

3.6. Conclusiones

La presencia de Pb en el suelo de estudio pudo observarse mediante EDE
y espectroscopia IR, pudiendo caracterizar también la interacciéon del cation

metalico con los grupos carboxilatos presentes en la materia organica del suelo.

La evolucién de la especiacion de Pb(II) en el tiempo estudiado muestra
que el Pb(Il) recientemente adicionado al suelo se adsorbe mayormente a la
fraccion mineral (con pequefias cantidades distribuidas en formas
soluble/intercambiable), pudiendo encontrarse asociado a formas reducibles,
fijado en formas estables y asociado a material organica; estas ultimas dos
fracciones varian complementariamente en el tiempo a favor de la fraccion
mineral. De hecho es posible que parte de la proporcién del metal hallada en la
fraccion extraible con oxalato pudiese ser desplazada desde fracciones
anteriores en el curso de la ESS, por adsorcion por parte del Pb(II) liberado en
los pasos Il y I1I; desafortunadamente, al momento de realizacion del estudio, no
hay informaciéon experimental que permita analizar este punto. Se verifica

entonces la hipétesis i.
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Comparando los resultados de los ensayos de invierno y de verano se
observé que la especiacion del Pb(II) es afectada por los procesos de
evaporaciéon de humedad del suelo. La temperatura ambiente es la variable que
juega un rol de mayor importancia en dichos procesos. En verano la especiacion
del Pb(II) en el tiempo es mas lenta, por lo que se considera que los resultados
obtenidos para esas condiciones de humedad y temperatura se corresponden
con la especiacion del Pb en suelo en invierno inmediatamente después la
incorporacion de la sal de Pb al medio. Por lo tanto, la hipdtesis ii resulta

verdadera.
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4.1. Introduccion
La rizosfera: interaccion entre la raiz y el suelo

La rizosfera, definida como el ecosistema del suelo que rodea la raiz y se
expande unos milimetros de ésta, posee caracteristicas fisicas y quimicas
distintas a las del volumen de suelo en el que no hay presencia de raices. Es de
amplio conocimiento que distintas funciones biologicas de las raices, como
absorcion de nutrientes, respiracion y exudacion, pueden alterar
considerablemente las propiedades quimicas de la rizosfera: concentracion de
nutrientes, concentracion de elementos tdéxicos, complejacion de compuestos,
pH y potencial redox, entre otros (Figura 4.1.1) (Hinsinger etal. 2005). En
diversos trabajos se estudiaron las variaciones en el pH, y se encontré un
gradiente (positivo o negativo) entre el suelo rizosférico y el no rizosférico
(Youssef y Chino 1989; Kim, Owens, y Kwon 2010; Orrofio, Schindler, y Lavado
2012; Azimzadeh, Shirvani, y Shariatmadari 2014). El carbono organico disuelto
(COD) present6 un gradiente negativo en funcién de la distancia desde la
rizosfera (Azimzadeh, Shirvani, y Shariatmadari 2014); esto ha sido atribuido a
que los acidos organicos de bajo peso molecular, exudados por las raices,
contribuyen en una alta proporciéon al COD (Wenzel et al. 2001; Wang, Shan, y
Zhang 2002). También se han descripto variaciones en la disponibilidad de
nutrientes, como P, N, Ca, Mg, Mn y Na. Numerosos estudios muestran una zona
de reduccion de la concentracidn del P cerca de la raiz, para luego recuperarse
con la distancia (Kuchenbuch y Jungk 1982), o gradientes dependientes de la
absorcion por las plantas y de la acidez del suelo para todos los nutrientes
(Hinsinger y Gilkes 1996; Schottelndreier y Falkengren-Grerup 1999). Estas
variaciones, se encuentran afectadas directamente por los equilibrios acido-
base y reacciones de 6xido-reduccion (Hinsinger y Gilkes 1996; Schottelndreier

y Falkengren-Grerup 1999; Hinsinger 2001).
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Figura 4.1.1: Representacion esquematica de las funciones de la raiz asociadas a cambios en las
propiedades quimicas y bioquimicas en la rizosfera. Se observan procesos de adsorcion-
desorcion de iones en el suelo, y absorcién de iones por la planta; reacciones acido base y redox
en la superficie del suelo debido a cambios en las concentraciones de protones, oxidrilos, diéxido
de carbono y oxigeno, asociados a la liberacién de iones y respiracion de la raiz; procesos de
intercambio y complejacién de ligandos y enzimas con particulas del suelo, producidos por la
excrecion y secrecion de laraiz (Figura adaptada de Hinsinger et al. 2005).

Accion de la rizosfera sobre la biodisponibilidad de metales pesados

Las concentraciones de metales biodisponibles en el suelo también son
afectadas por la rizosfera, debido a los cambios quimicos y bioldgicos
mencionados anteriormente. La cantidad de metal que se encuentre en la
fraccidon intercambiable, como parte de lo biodisponible, es de importancia al

momento de analizar la potencial acumulacion de metales en plantas, ademas,
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no todos los metales y especies vegetales interactiian del mismo modo (Lavado

2006; Lavado et al. 2007).

Se ha observado un decrecimiento en las solubilidades de Cu y Zn en
suelo rizosférico de cebada, mientras que las concentraciones de Mn y Fe
biodisponible aumentaron (Youssef y Chino 1989). Otros autores informaron
variaciones en las solubilidades de Cr, Ni, Zn, Cu, Pb y Cd (Wang, Shan, y Zhang
2002; Kim, Owens, y Kwon 2010; Azimzadeh, Shirvani, y Shariatmadari 2014).
Krishnamurti y colaboradores han estudiado ampliamente la relacion entre la
biodisponibilidad de Cu, Cd y Zn y las concentraciones de compuestos organicos
en la rizosfera, concluyendo que los complejos de acidos fulvicos y metales
aumentan la biodisponibilidad de estos ultimos para las plantas (Krishnamurti y

Naidu 2002; Krishnamurti et al. 2007).

En particular, la especiacion de Pb ha sido estudiada en suelos
rizosféricos de diversas especies de plantas. Yang et al. (Yang etal. 2010) han
estudiado la especiacién de Pb en la rizosfera de Elsholtzia splendens (familia
Lamiaceae). Sus resultados indicaron un enriquecimiento de la materia organica
en la rizosfera debido a la actividad microbiana y a los exudados de la planta, lo
cual produce un aumento en las concentraciones de Pb asociado a acidos
falvicos, acidos huimicos y compuestos organicos, con un potencial aumento en
las cantidades de Pb biodisponible a largo plazo. Resultados similares se han
observado en la rizosfera de trigo en suelos irrigados con agua con altas
concentraciones de Pb (Khan et al. 2006). Pocos autores han estudiado el efecto
de la rizosfera de Brassica napus en la especiacion de Pb, y no se han encontrado
antecedentes de estos estudios en suelos pampeanos. Azimzadeh et al
(Azimzadeh, Shirvani, y Shariatmadari 2014) estudiaron la especiacién de Pb en
suelos arcillosos en las rizosferas de B. napus, Zea mays y ambas especies
asociadas; encontraron que el agregado de abono organico aumenta la
concentracion de Pb en fracciones asociadas a carbonatos, materia organica e
intercambiable, debido al aumento de COD, aumentando asi su

biodisponibilidad para las plantas.
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Por todo lo dicho, es de importancia considerar el suelo rizosférico al
momento de estudiar la especiacion de un metal y su biodisponibilidad (Wang,

Shan, y Zhang 2002).

4.2. Objetivos
i) Estudiar el efecto de la rizosfera de Brassica napusn el contenido de Pb

en suelo, discriminando el medio rizosférico del no asociado a la rizosfera.

i1) Evaluar el contenido de Pb en el suelo rizosférico y no rizosférico de
Brassica napugn las fracciones: intercambiable/biodisponible, asociado a materia

orgénica, y mineral.

iii) Analizar ambos efectos en dos etapas ontogénicas de B. napus al inicio

de la fructificacién (IFr) y en la madurez fisioldgica (MF).

4.3. Hipotesis
Las hipotesis planteadas para los objetivos propuestos en este capitulo son:

i) El contenido de Pb en suelo en las fracciones intercambiable-
biodisponible, asociado a materia organica y mineral, es afectado por la

rizosfera de Brassica napus.

ii) El contenido de Pb en suelo rizosférico y no rizosférico de Brassica

napus varia entre las etapas ontogénicas [Fr y MF de la planta.

4.4. Materiales y Métodos
Suelo

Para el bioensayo de cultivo de Brassica napus se realizaron los

tratamientos que se describen a continuacion:

74



ESPECIACION DE Pb EN SUELO RIZOSFERICO Y NO RIZOSFERICO

Cultivo en invernaculo de Brassica napus

- Suelo control (CO): sin agregado de Pb, Argiudoll Vértico (Gonzalez,
Cruzate, y Panigatti 2013) proveniente de la localidad de Solis (ver Capitulo 2 de

esta tesis).

- Suelo contaminado recientemente (CR): al suelo control se lo dejo6 secar
a temperatura ambiente, luego se le agreg6 Pb(NO3)2 en solucién
inmediatamente antes del montaje de las macetas, de manera de obtener suelos

con concentraciones de 50, 100 y 200 mg kg1 de Pb.

- Suelo con contaminacion preestablecida de Pb (CP): la presencia de Pb
se debe a la disolucién de municiones de Pb provenientes de actividades de caza
furtiva; las muestras se colectaron en el centro-este de la Provincia de Santa Fe;
las concentraciones del metal en el suelo fueron 17 y 32 mg kg-1. El suelo es un
Natracualf Tipico y sus caracteristicas se presentan en la Tabla 4.4.1

(http://geointa.inta.gov.ar/visor/).

Previo a la disposicion de los suelos en macetas los mismos fueron

homogeneizados mediante cuarteo.

Tabla 4.4.1: Caracteristicas fisicoquimicas de un Natraqualf Tipico. CIC: Capacidad de
Intercambio Catidnico.

Caracteristicas del suelo .
(Clasificacion de USDA Soil taxonomy) Natraqualf Tipico
pH (agua 1:2.5) 10,2
CIC (cmol/kg) 12,6
CaCO3 % 1,1
Materia Organica % 0,82
Arcilla % 15,0
Limo % 50,5
Arena % 34,5
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Las semillas de Brassica napus utilizadas corresponden a la variedad

Legacy, cultivar primaveral, del semillero Don Atilio. Las mismas no recibieron

ningun tratamiento previo a la siembra. El desarrollo fenolégico y las etapas

ontogénicas de colza se describieron segin la escala indicada por Miralles

(Miralles, Windauer, y Goémez 2003), las cuales se representan en la Figura 4.4.1.

Para la estimacion de la fecha de siembra se tuvieron en cuenta los datos

informados por la Red de Colza (Coll 2011) campaiia 2011 (Tabla 4.4.2).
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Figura 4.4.1: Desarrollo fenolégico de la colza-canola. Se indican las distintas etapas
ontogénicas: (E) emergencia, (CA) cambio de &pice, (BFV) botén floral visible, (IF) inicio de
floracion, (PI) plena floracion, (IFr) inicio de fructificacidn, (LL) inicio de llenado de granos, (MF)
madurez fisioldgica. Las flechas rojas sefialan los momentos de muestreo. El recuadro sefiala la
ventana critica para la definicién del rendimiento. Extraido de Miralles, 2003.

Tabla 4.4.2: Informacién experimental sobre cultivar de primavera de Brassica napus (Colza) de las
estaciones experimentales Barrow y Parana de INTA, campafia 2011.

Evaluacion
Fecha fenoldgica
Estacion Fecha de d (dias desde) Rendimiento
experimental | siembra e (kg ha'1)
emergencid | g | IF- | Ciclo
-IF | MF | total
CEI Barrow 16/mayo 10/junio 103 | 59 162 2344
EEA Parana 12 /mayo Sin datos 103 | 45 148 2486
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Dispositivo experimental

El cultivo de Brassica napus se realizé en macetas en invernaculo, con
condiciones de temperatura, luz y humedad ambientales. Se utilizaron macetas
plasticas de 3 L de capacidad. Las mismas se acondicionaron con un dispositivo
denominado rizopot, que consté de una malla plastica revestida por una malla
de nylon (Figura 4.4.2), y cuyo fin fue separar el suelo rizosférico (Riz) del suelo
no rizosférico (NoR). Dentro de las macetas se colocaron 2 kg de suelo segun el

tratamiento correspondiente, dentro y fuera del rizopot (Figura 4.4.3).

En los tratamientos CO y CR se prepararon 10 réplicas, mientras que en
los tratamientos CP el volumen de suelo obtenido s6lo permitié preparar 4 y 6
réplicas para las concentraciones de 17 y 32 mg kg1 de Pb, respectivamente. El
diagrama de los tratamientos realizados y sus réplicas se muestran en la Tabla

4.4.3.

Luego se sembraron cuatro semillas de Brassica napus por maceta. Para
ello se colocaron pequefios tubos de papel en el suelo dentro del rizopot, se los
llen6 de suelo control y se colocaron las semillas a 1 cm de profundidad
aproximadamente. Todas las macetas se regaron con agua destilada al 30% de
la capacidad de campo del suelo inmediatamente después del montaje del
ensayo. Posteriormente, durante todo el cultivo, se regaron con 70 o 100 ml de
agua destilada, de acuerdo a la demanda hidrica de las plantas y manteniendo el

suelo con humedad aproximadamente constante.

Una vez que las plantulas adquirieron un nimero de cuatro hojas, se las

raled, dejando finalmente una planta por maceta.

Todas las herramientas utilizadas para el montaje del ensayo fueron de

plastico, para evitar contaminaciones del material.
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Tabla 4.4.3: Tratamientos realizados en el ensayo de especiacion de Pb en suelo en cultivo
de B. napus. Para cada tratamiento se indica el suelo utilizado y el nimero de réplicas.

Suelo utilizado Tratamiento Nro. de réplicas
Argiudol Vértico, Pcia. Bs. As.,
C0, 0 mg kg1 de Pb 10
sin Pb
Argiudol Vértico, Pcia. Bs. As.,
CR, 50 mg kg1 de Pb 10
con Pb
Argiudol Vértico, Pcia. Bs. As.,
CR, 100 mg kg1 de Pb 10
con Pb
Argiudol Vértico, Pcia. Bs. As.,
CR, 200 mg kg1 de Pb 10
con Pb
Natracualf Tipico, Pcia. Sta. Fe,
CP,17 mg kg1 de Pb 4
con Pb
Natracualf Tipico, Pcia. Sta. Fe,
CP, 32 mg kg1de Pb 6
con Pb
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o A — d"

A\

Figura 4.4.2: Rizopot, confeccionado con malla plastica y malla de nylon. Se muestran el
didmetro y la altura.

Figura 4.4.3: Maceta con suelo y rizopot. Las semillas se encuentran sembradas dentro del
rizopot.
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Siembra, cultivo y muestreo

Teniendo en cuenta la informacién agronémica sobre B. napus, las
semillas se sembraron el 31 de mayo. Posteriormente se realizaron dos
cosechas, tomando la mitad de las réplicas en cada una de ellas. La primera se
realizé entre el 4 y el 13 de septiembre (100 dias luego de la siembra, en
promedio), en la etapa ontogénica inicio de fructificacion (IFr), con las plantas
en un 50% florecidas; la segunda se realizé entre el 9 de octubre y el 1ro de
noviembre (140 dias luego de la siembra, en promedio), durante la etapa
ontogénica madurez fisiolégica (MF), con el 100% de llenado de granos. Las
fechas relacionadas con las etapas fenolégicas del cultivo se muestran en la

Tabla 4.4.4.

En todos los casos se recuperd y separd suelo rizosférico del no
rizosférico, asi como los distintos érganos de la planta para estudios posteriores
(Capfitulos 5 y 6). El suelo obtenido de cada maceta se sec6 en estufa a 70 2 C

durante 72 h. Se conservéd en contenedores plasticos.

Tabla 4.4.4: Informacién experimental sobre el cultivo de Brassica napus. Em: emergencia, IF:
Iniciacion de la floracién, MF: madurez fisiologica.

Evaluacion fenolégica
N Fecha
Localizacion de Fecha de (dias desde)
Invernaculo | . emergencia
siembra
Em - IF IF - MF | Ciclo total
Facultad de
Agronomia | 31/may 13/jun 79 60 139
UBA

Determinacién total de Pb en suelo Rizy NoR

Se determiné el contenido total de Pb en las etapas ontogénicas [Fr y MF

para los suelos CR-200.
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Del suelo rizosférico y no rizosférico obtenido de cada maceta, se
separaron submuestras de 1 g mediante el método del cuarteo. El contenido de
Pb se determin6 mediante espectrometria de absorcién atémica (EAA) en llama
de aire/acetileno luego de digestion acida (Wright y Stuczynski 1996) utilizando
un equipo Shimadzu AA 6800.

Extraccion Secuencial Selectiva

Se analizé la especiacion del Pb mediante ESS, segin el método
seleccionado (Ma y Uren 1998) con las modificaciones descriptas en el Capitulo
2. Para este ensayo el método fue acotado a tres fracciones, definidas
operacionalmente como: (IC) intercambiable, correspondiente a FI del método
descripto en la Tabla 2.5.2; (MO) asociado a materia organica, correspondiente a
FII y FIII del mismo método; (MI) mineral, correspondiente a FIV y FV del
mismo método. Estas tres fracciones son las de mayor relevancia para el

bioensayo disefiado y el posterior estudio sobre bioacumulacién.

Sobre las muestras de suelo CR-200 correspondientes a las etapas
ontogénicas IFr y MF, se realizaron las extracciones por sextuplicado. Ademas,
se realiz6 la extraccién sobre los suelos CP-17 y CP-32, por duplicado, al inicio
del ensayo a modo de caracterizacion. El contenido de Pb se determin6 como se

especifico en la seccidn anterior.

Reactivos

Para la preparacion de soluciones y lavados se utiliz6 agua ultra pura de

un sistema Millipore MilliQ. Las sales y soluciones son de grado analitico.
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Estadistica

Se utilizo el programa GraphPad Prism 5, con el que se obtuvieron los
datos estadisticos descriptivos y se realizaron pruebas de ANOVA de dos vias y

pruebas post hoc de Bonferroni.

4.5. Resultados y discusion
Efectividad del rizopot

El uso del rizopot no resulté 100% efectivo para la contencion de la raiz.
Raices laterales de didmetro muy pequefio lograron traspasar la barrera de
nylon y plastico. En la Figura 4.5.1 se muestra el desarrollo de la raiz, dentro y
fuera del rizopot, en la etapa ontogénica IFr (aproximadamente a los 90 dias de
la emergencia de los brotes). De todos modos, el efecto de la raiz sobre el suelo
NoR se considera despreciable frente al efecto de la raiz en el suelo Riz, dada la
relacién entre la superficie de la raiz y el volumen del suelo en cada

compartimento.

Figura 4.5.1: Imagenes del suelo fuera del rizopot, con la presencia de raices laterales. En la foto
de la derecha se muestra la raiz contenida dentro del rizopot.
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Contenido de Pb total

El contenido total de Pb en suelo se estudié en funcién de la etapa
ontogénica y de su relaciéon con la rizosfera (Figura 4.5.2). En la etapa IFr el
contenido medio de Pb en suelo rizosférico result6 de 233 + 17 mg kg1 (N = 3),
mientras que en suelo no rizosférico fue de 142 + 9 mg kg1 de Pb (N = 3). En la
etapa MF, el contenido de Pb determinado en suelo rizosférico fue de 159 * 11
mg kg1 (N = 4) y en suelo no rizosférico de 170 + 14 mg kg1 de Pb (N = 4). La
interacciéon entre el suelo Riz o NoR y las etapas IFr o MF, resulto
estadisticamente significativa (p < 0,005) para las diferencias halladas entre las
medias (Ntotal = 14). En la etapa IFr el contenido de Pb en suelo Riz fue
significativamente mayor que en suelo NoR (p < 0,01, prueba post hoc de

Bonferroni). En la etapa MF no se hallaron diferencias entre el suelo Riz y NoR.

Ademas, el contenido total de Pb en suelo Riz en la etapa IFr fue
significativamente mayor que el contenido hallado en suelo Riz en la etapa MF

(p < 0,01, prueba post hoc de Bonferroni).

300- ] Riz
ab 3 NoR
S
200 -
Y4 a** T
(@) c—y— e
e —h—
E 1001
0 T T
IFr MF

Etapa ontogénica

Figura 4.5.2: Contenido medio de Pb total y su error estandar en suelo Riz y NoR en las etapas
ontogénicas IFr (Ntotal = 6) y MF (Ntotal = 8). Letras iguales sefialan tratamientos con
diferencias estadisticamente significativas y ** sefiala p < 0,01.
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Extraccion Secuencial Selectiva

En la Figura 4.5.3 se muestran los resultados correspondientes a la etapa
[Fr del tratamiento con 200 mg kg! de Pb en suelo CR (Ntotal = 18). La
interaccion entre el suelo Riz/NoR y las fracciones del suelo no resulté

estadisticamente significativa.

En particular, en las fracciones IC y MO no se encontraron diferencias
significativas entre el suelo rizosférico y no rizosférico, mientras que en la
fraccion MIN el contenido de Pb en suelo Riz fue significativamente mayor que
en suelo NoR (p < 0,01). Ademas el contenido de Pb en las distintas fracciones
resulté en el siguiente orden: IC < MO < MIN. Los valores medios y su error
estandar junto a los resultados estadisticos de las comparaciones realizadas se
muestran en la Tabla 4.5.1. Es importante destacar que se determiné la
presencia de Pb en la fraccion IC, intercambiable; es decir que en esta etapa

inicial del bioensayo (IFr) aun se encontraba Pb biodisponible en el suelo

rizosférico.
IFr .
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Figura 4.5.3: Contenido medio de Pb, y su error estdndar, en suelo Riz y NoR en las fracciones
IC, MO y MIN. Etapa ontogénica IFr. Ntotal = 18. ** sefiala p < 0,01.
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Tabla 4.5.1: Resultados estadisticos de las comparaciones del contenido medio de Pb en suelo
(mg kg1) en fracciones de la ESS. Suelos CR-200, Riz y NoR. Etapa ontogénica IFr. Se informan
valores medios * error estandar (excepto en IC NoR donde se informa error instrumental).
Ntotal = 18. ns: diferencias no significativas.

IC Riz MORiz  MIN Riz IC NoR MO NoR  MIN NoR
1,2+0,7 70+9  164+18 | 050+0,03 49+9 100 + 21
1,2+0,7 p<0,01 p<0,001 ns
. *kk k3kk
MO Riz 0,001 ns
70+ 9 p<0,01 p ,
MIN Riz o o **
164 + 18 p<0,001 p<0,001 p<0'01
IC NoR ’ N
o
0’5010’03 ns p<0’05 p<0,001
* *
MO NoR ns
48 +9 p<0,05 p <0,05
kk Kk k
MIN NoR
100 + 21 p<0,01 | P<0001 <005

En la Figura 4.5.4 se muestra el contenido de Pb en las distintas
fracciones de suelo CR-200, obtenida por ESS, para las muestras
correspondientes a la etapa ontogénica MF (Ntotal = 18). Las variaciones
encontradas entre las fracciones fueron estadisticamente iguales para el suelo
Riz y el NoR; las variaciones en el contenido de Pb entre el suelo Riz y NoR
fueron estadisticamente iguales en cada fraccion analizada. En el suelo Riz, las
comparaciones entre las fracciones IC, MO y MIN presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,001 en todos los casos). En el suelo NoR, la
fraccion IC tuvo diferencias estadisticamente significativas con las fracciones
MO y MIN (p < 0,001), mientras que el contraste entre las fracciones MO y MIN
también arrojo diferencias significativas (p < 0,01). La presencia y distribuciéon

del cation metalico en las fracciones analizadas se dispuso en el mismo orden
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que en la etapa ontogénica IFr, con excepcién de la fraccién intercambiable, que
resultdé no detectable. Los valores medios y su error estandar junto a los
resultados estadisticos de las comparaciones realizadas se muestran en la Tabla

4.5.2.

MF .
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Figura 4.5.4: Contenido medio de Pb, y su error estandar, en suelo rizosférico (Riz) y no
rizosférico (NoR) sobre las fracciones biodisponible e intercambiable (IC), asociada a
materia organica (MO) y mineral (MIN). Etapa ontogénica MF. N = 3.
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Tabla 4.5.2: Resultados estadisticos (prueba ANOVA y post hoc de Bonferroni) de las
comparaciones sobre el contenido de Pb en suelo (mg kg!) en las fracciones de la ESS. Suelos
CR-200, Riz y NoR. Etapa ontogénica MF. Se informan los valores medios * error estandar
(excepto en IC donde se informa error instrumental). Ntotal = 18. ns: diferencias no
significativas.

IC Riz MO Riz MIN Riz 15351\1)041-1 MO NoR MIN NoR
0,50+0,03 66 £ 15 140 + 14 (') 03_ 49+ 8 104 £ 7
IC Riz Kok
0,05 + ok
0,03 p<0,001 p<0,001 ns
MO Riz o ook
ns
66 £ 15 p<0’001 p<0,001
MIN Riz o ok
140+ 14 | p<0001 p<0,001 ns
IC NoR dkck s,k
Oésggi ns p< 0'001 p< 0’001
kkk skk
MO NoR ns
49 + 8 p<0,001 p<0,01
skokok Fk
MIN NoR ns
104+7 p<0001 ;<001

En la Figura 4.5.5 se muestran los valores medios obtenidos para las
fracciones de ESS estudiadas en suelo CR-200. Se compararon los contenidos
medios en suelo Riz y NoR entre ambas etapas. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los suelos rizosférico o no rizosféricos entre
ambas etapas, es decir que el contenido de Pb en los mismos no cambi6 entre
una etapa y otra. Tampoco se observaron diferencias significativas entre los
suelos Riz y NoR para cada fraccion y etapa estudiada, excepto para la fracciéon

MIN en IFr.

Los resultados obtenidos para la extraccion secuencial de los suelos CP-
17 y CP-32 no fueron consistentes con el método utilizado. Ademas, no son

comparables con los resultados obtenidos para el suelo pampeano, debido a la
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diferencia en las caracteristicas de cada uno de ellos. Aun asi se debe destacar
que el contenido de Pb en la fraccion IC no fue detectable, mientras que si se

detect6 presencia de Pb en las fracciones MO y MIN.

200- _
e RizlIFr
150 ®m  NoR IFr
o 4 Riz MF
2 100- E v NOR MF
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O g I I
IC MO MIN

Fraccion del suelo

Figura 4.5.5: Contenido medio de Pb, y su error estandar, en suelo Riz y NoR sobre las
fracciones IC, MO y MIN, para las etapas ontogénicas [Fr y MF. Ntotal = 36.

Numerosos trabajos describen los cambios en las caracteristicas
quimicas del suelo en funcion de la distancia a la zona rizosférica. Azimzadeh et
al. (Azimzadeh, Shirvani, y Shariatmadari 2014) observaron el incremento del
pH desde la zona rizosférica del suelo hacia la zona no rizosférica (a 8 mm, 16
mm y 60 mm de distancia) en cultivos de colza, de maiz y de la combinacion de
ambos con agregado de abono organico; ademas, determinaron la correlacion
entre: i) el incremento del pH y el decrecimiento de contenido de Pb en la
fraccion intercambiable, ii) el incremento del pH y el decrecimiento del carbono
organico disuelto en el suelo. Estos cambios se atribuyeron a los acidos
organicos liberados por la raiz y por los microorganismos presentes en la

rizosfera, y a la respiracion de ambos. En la presente tesis, el suelo determinado
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como Riz se ubic6 hasta una distancia de 35 mm de la raiz principal
(aproximadamente); por lo tanto, es posible que en el suelo Riz el pH haya sido
menor al del suelo NoR, posibilitando una mayor solubilidad del cation metalico
Pb(II). Esto explicaria el contenido de Pb determinado para la fraccién IC en la
etapa IFr. Otros autores han hallado que el pH aumenta en la rizosfera de
Brassica juncea cuando se la cultiva en suelos alcalinos o acidos con altas
concentraciones de metales traza (Kim, Owens, y Kwon 2010). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo contribuyen al conocimiento del
comportamiento del Pb en la rizosfera de B. napus, aunque deberian realizarse
estudios sobre los cambios en el pH del suelo para fortalecer la explicaciéon

propuesta.

El menor contenido de Pb en la fraccion MIN del suelo NoR, respecto del
suelo Riz, en la etapa IFr, puede deberse a la migracién del metal desde el suelo
no rizosférico y al rizosférico. Kim et al. (Kim, Owens, y Kwon 2010) observaron
una disminuciéon de Cd en solucién en cercanias de la rizosfera de B. juncea
respecto del suelo alejado de la misma. En su trabajo proponen que esta
disminucién se debe a la migracion del metal desde zonas no rizosféricas
cercanas a la raiz hacia la rizosfera, donde la concentracién de Cd en solucion
era baja debido al alto pH y a la absorciéon de especies solubles por la planta,
generandose un gradiente de concentraciéon del metal. Este comportamiento
también se observo para el Zn en suelo cultivado con Thlaspi caerulescens
(familia Brassicaceae); los autores registraron un aumento de Zn intercambiable
producto de la disolucion del Zn menos soluble, la cual adjudicaron al efecto de
las raices dispuestas en alta densidad en el suelo rizosférico debido al uso del
rizopot (Whiting et al. 2001). En la presente tesis se propone que la migracion
del Pb en solucion desde el suelo NoR hacia el suelo Riz durante el crecimiento
de la planta se debi6 a la incorporaciéon del metal por parte de la planta,
generando un gradiente de concentraciéon que resulté en una disminucién de la
concentracion de Pb en el suelo NoR. Consecuentemente, a largo plazo se
produjo una disminucién en las especies de Pb que se incorporaron a las formas
estables, es decir a la fracciéon mineral. El rol de la fraccién organica no pudo ser

clarificado en el experimento realizado, a pesar de los numerosos trabajos que
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informan sobre la interaccion entre los metales pesados y compuestos
organicos. No se han registrado diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de Pb entre el suelo Riz y NoR en la fraccién asociada a materia
organica, ni entre la etapa IFr y MF para dicha fraccién. En el Capitulo 3 de la
presente tesis, se informa una disminucién del contenido de Pb en la fraccién
organica del suelo a lo largo de 60 dias; por lo que es posible que en el ensayo
con B. napus no se hayan detectado estas variaciones debido a que se alcanzé
una situacion de relativa estabilidad, ya que el primer muestreo se realiz6 luego

de aproximadamente 100 dias de realizada la contaminacion.

Por ultimo, la disminucion del contenido de Pb en suelo Riz de la etapa
[Fr a la etapa MF podria sugerir que durante el crecimiento de la planta el metal

fue absorbido por la misma. En el Capitulo 5 se analiza esta posibilidad.

4.6. Conclusiones

En la etapa de iniciacion de la fructificacion, el contenido total de Pb
determinado en suelo rizosférico de Brassica napus fue mayor al registrado en el
suelo no rizosférico. Ademas, el contenido del metal en el suelo rizosférico
disminuy6 entre las etapas de iniciacion de la fructificacién y de madurez
fisiologica. Esto valida la hipotesis planteada sobre las variaciones en el
contenido de Pb en el suelo en las distintas etapas ontogénicas de la planta,

sugiriendo la incorporacion del metal en la biomasa de B. napus.

Ademas, es importante destacar que en el suelo con agregado de
Pb(NO3)2 inmediatamente antes del comienzo del ensayo, se han determinado
concentraciones de Pb biodisponible en el suelo rizosférico luego de 100 dias, y
que éste no se encontrd en suelo no rizosférico, lo cual puede deberse a un
efecto de la raiz sobre el entorno del suelo. En los suelos con contaminacion pre-
establecida no se hallé Pb biodisponible al inicio del ensayo ni en las etapas

ontogénicas estudiadas.

Por ultimo, se observo que en la fraccién mineral el contenido de Pb en la

etapa IFr fue menor en el suelo NoR que en el suelo Riz. Esto se adjudica a una
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migraciéon del metal en sus formas intercambiables, debido al gradiente
generado por la incorporacién del metal por parte de la planta, disminuyendo
asi la concentracién de Pb que luego se incorporaria a formas mas estables en la
zona NoR del suelo. El contenido de Pb en el suelo no rizosférico no present6
diferencias entre dichas etapas ontogénicas en ninguna de las fracciones del
suelo estudiadas. Por lo tanto, se concluye que la especiacion del Pb en suelo es
afectada por la rizosfera de Brassica napus, en las fracciones intercambiables y
mineral del suelo, pero no en la fraccion asociada a materia organica, entre las
etapas de inicio de fructificacion y de madurez fisiologica. Resulta asi que la
hipétesis que propone que el contenido de Pb en suelo Riz y NoR de Brassica

napus varia entre las etapas ontogénicas de la planta se verificd parcialmente.
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BIOABSORCION DE Pb POR BRASSICA NAPUS

Crecimiento, desarrollo y capacidad de bioacumulacion.

5.1. Introduccion

Las plantas poseen en sus tejidos 14 elementos esenciales; el C, H y O,
que proporcionan la mayor parte de la biomasa, no se consideran en este
aspecto. Los nutrientes esenciales permiten el crecimiento y la division celular.
Los macronutrientes son definidos por su gran contenido en las plantas (> 0,1 %
de la masa seca), mientras que los micronutrientes son mucho menos
abundante (< 0,01 % de la masa seca). N, P, K, S, Ca y Mg se consideran
macronutrientes. Los micronutrientes (Fe, Zn, Cu, Mn, B, Mo, Ni y Cl) son mucho
mas heterogéneos con respecto a sus caracteristicas quimicas y la funcién
bioldgica que cumplen. Los metales se encuentran en ambos grupos con
multiples funciones en las células (Hell y Mendel 2010). Algunos de estos
elementos metdlicos, como el zinc, el cobre y el molibdeno, son esenciales para
los sistemas biolégicos en determinado rango de concentracién, pero a altas
concentraciones pueden resultar fuertemente téxicos, provocando la activacién

de mecanismos oxidativos o incluso genotéxicos (Briat y Lebrun 1999).

Las plantas pueden absorber los elemento traza desde la rizosfera con
mediacion de los organismos del suelo o por pasaje al plasmalema en la
interface suelo-raiz (Iskandar y Kirkham 2001). Algunas especies del género
Brassica, como B. nigra L. y B. juncea, han sido ampliamente estudiadas como
acumuladoras de metales pesados en suelos con altas concentraciones de estos
elementos toxicos. Han sido reportadas como tolerantes a altas cantidades de
metales como Pb, Cr, Cd, entre otros, y como acumuladoras en raices, tallos y
hojas (Liu etal. 2000; Bharagava, Chandra, y Rai 2008; Karak etal. 2013).
Brassica napus ha sido estudiada en menor medida en cuanto a su capacidad de
acumulacion de metales (Solhi, Shareatmadari, y Hajabbasi 2005; Azimzadeh,
Shirvani, y Shariatmadari 2014; Bilal Shakoor etal. 2014), y no se han
registrado trabajos sobre remediacién utilizando esta especie en suelos

pampeanos.
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5.2. Objetivos
i) Estudiar el efecto del Pb sobre Brassica napugn dos etapas ontogénicas:

inicio de la fructificacién y madurez fisioldgica.

ii) Estudiar la absorcion y bioacumulacion de Pb en hojas de Brassica napus

en las dos etapas ontogénicas mencionadas.

iii) Analizar la relacion entre la acumulacion de Pb en la planta y el contenido
de Pb en los distintos tipos de suelo estudiados (control, recientemente contaminado

y con contaminacion consolidada).

5.3. Hipotesis
i) El crecimiento y desarrollo de Brassica napus es afectado

negativamente por su cultivo en suelo con Pb.

ii) Brassica napus posee la capacidad de incorporar y acumular Pb del

suelo, y ésta es distinta en las distintas etapas de desarrollo de la planta.

iii) La acumulacion de Pb en drganos de B. napus se incrementa con el

aumento de la concentracién de Pb en suelo en forma lineal.

5.4.Materiales y Métodos
Dispositivo experimental

El dispositivo experimental se describid en la seccion 4.4 de la presente

tesis; en la Tabla 4.4.3 se sintetiza el disefio experimental.
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Tabla 4.4.3: Tratamientos realizados en el ensayo de especiacién de Pb en suelo en cultivo de
B. napus. Para cada tratamiento se indica el suelo utilizado y el nimero de réplicas.

Tratamiento Suelo utilizado Nro. de réplicas

Argiudol Vértico,
CO, 0 mg kg1 de Pb 10
Pcia. Bs. As., sin Pb

Argiudol Vértico,
CR-50, 50 mg kg1 de Pb 10
Pcia. Bs. As., con Pb

Argiudol Vértico,
CR-100, 100 mg kgt de Pb 10
Pcia. Bs. As., con Pb

Argiudol Vértico,
CR-200, 200 mg kgt de Pb 10
Pcia. Bs. As., con Pb

Natracualf Tipico,
CP-17,17 mg kg1 de Pb 4
Pcia. Sta. Fe, con Pb

Natracualf Tipico,
CP-32,32 mgkg!dePb 6
Pcia. Sta. Fe, con Pb

Siembra, cultivo, muestreo
La siembra y cultivo de Brassica napus se describio en la seccion 4.4 de la

presente tesis.

En la etapa de inicio de la fructificacion (IFr) se cosech6 una parte de las
plantas crecidas en suelos CO y CR (N = 3). En la madurez fisiolégica (MF) se

cosech6 otra parte de las plantas crecidas en suelos CO y CR (N = 4) vy,
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adicionalmente, una parte de las plantas crecidas en suelo CP (Ncp17 = 1, N¢p32:

4).

Los 6rganos de las plantas cosechadas se conservaron en bolsas de papel.
Segun la etapa de desarrollo se obtuvieron:
- raiz, tallo, hojas, flores y silicuas, en IFr.

- raiz, tallo, hojas y fruto, en MF.

Determinacion de biomasa

El peso seco de los érganos cosechados fue determinado mediante el

secado en estufa a 70 2C hasta alcanzar peso constante.

Determinacién del contenido de Pb sobre hojas de Brassica napus

Se determiné en contenido de Pb sobre la totalidad de las hojas de cada
planta cosechada en cada muestreo. En IFr el nimero de réplicas fue de tres
plantas (N = 3), y en MF se conformaron pools de hojas de distintas plantas de la
misma concentracion, debido a que las hojas de una sola planta no alcanzaban la

masa necesaria para las determinaciones analiticas (N = 1).

Ademas se determin6 el contenido de Pb en hojas caidas, y luego
colectadas, de las plantas crecidas en suelo CR de 200 mg kg-1 de Pb. Las mismas

fueron colectadas durante todo el periodo de cultivo entre los muestreos (N =

2).

El protocolo de digestion se basé en el método 3050B de USEPA,

modificado para el material digerido (Figura 5.4.1).

El contenido de Pb se determindé por espectrometria de absorcién

atomica en llama de aire/acetileno, en equipo Perkin Elmer 3110.

Determinacién del contenido de Pb en granos de Brassica napus
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Los granos analizados correspondieron a las plantas cultivadas en el
suelo que recibié 200 mg kg1 de Pb, cosechadas en la etapa MF. El protocolo de
digestion utilizado fue el mismo que el descripto para la digestion de hojas,

exceptuando el paso de molienda.

El contenido de Pb se determindé por espectrometria de absorcién
atomica en llama de aire/acetileno, en equipo Perkin Elmer 3110.
Factor de Bioconcentracion

Se determiné el Factor de Bioconcentracién (FBC) de las hojas. El FBC se
define como la relacion entre la concentracion del metal en la planta respecto de

la concentracidn del metal en el suelo (Salazar et al. 2012).

Reactivos

Se utilizaron reactivos de calidad analitica y agua ultrapura.

Estadistica

La estadistica descriptiva y los andlisis estadisticos con el método de

ANOVA se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.
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1 g de hojas secas molidas

4

Agregar 20 ml de HNO3 conc.

4

Reposo 16 hs

d

Agregar 10 ml de H20: en frio

4

Calentar en plancha
calefactora, 100°C

4

Agregar 5 ml de H202 hasta
finalizar reaccion

.

Recuperar volumen con H20
ultrapura

4

Filtrar con membranas
PTFE, 1um de poro

Figura 5.4.1: Protocolo de digestién utilizado para hojas y granos. Adaptado del método
3050B (USEPA).
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5.5. Resultados y discusion
Peso seco en IFr

Los pesos secos de los 6rganos de las plantas cosechadas en la etapa
ontogénica IFr se muestran en la Figura 5.5.1 y en la Tabla 5.5.1. El peso seco
medio mas alto de las raices se registro en el tratamiento CO (1,51 * 0,17 g)
mientras que el peso seco medio mas bajo se registré en CR-200 (1,03 + 0,11 g).
Las diferencias entre los tratamientos no resultaron estadisticamente
significativas. El peso seco medio menor de los tallos también se encontroé en el
tratamiento CR-200 (1,72 + 0,12 g), mientras que el mayor se registro en el
tratamiento CR-50 (2,83 = 0,10 g); las diferencias entre todos los tratamientos
fueron estadisticamente significativas; en particular el peso seco de tallos en el
tratamiento CR-200 resulté menor que en CR-50 con la prueba post hoc de
Tukey (p < 0,025), pero no result6 significativamente menor al peso seco de las
plantas crecidas en CO. Los pesos secos de las hojas y de las silicuas no

presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Las variaciones observadas en tallos y en raices se analizaron con
regresion cubica y lineal (Figura 5.5.2). La distribucién de los pesos secos de los
tallos se ajusté a una funcién cubica (R? = 0,6316). Se observa un leve
incremento en el peso con el tratamiento de 50 mg kg! de Pb, luego una
disminucién en el tratamiento de 100 mg kg1, y los valores mas bajos en las
plantas crecidas en suelos con 200 mg kg1 de Pb. La distribucion de los pesos de
las raices no present6 un buen ajuste a la regresion lineal (R? = 0,24838). Estos
resultados muestran un efecto negativo en el crecimiento del tallo para las
plantas crecidas en suelo CR-200 respecto de las plantas que crecieron en suelos

con menores concentraciones de Pb.
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Figura 5.5.1: Peso seco medio + EEM (g) de 6rganos de las plantas crecidas en suelo con
distintas concentraciones de Pb, durante la etapa ontogénica IFr. N = 3. * sefiala diferencias
significativas con ANOVA y prueba de Tukey (p < 0,025).
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Figura 5.5.2: Peso seco (g) de tallos y raices de las plantas crecidas en suelos CR con 0, 50, 100
y 200 mg kg de Pb. Etapa ontogénica IFr. Las curvas corresponden a las distribuciones de
pesos secos de tallos con ajuste a una funcién ctbica (R? = 0,6316) y de pesos secos de raices
con ajuste a una funcién lineal (RZ = 0,24838). Cada punto corresponde a una planta
(Ntratamiento = 3).

Peso seco en MF

Los pesos secos medios de raices, tallos, hojas y granos de las plantas
crecidas en suelo CO o en suelo CR reciente se muestran en la Figura 5.5.3. Los
mismos no presentaron diferencias estadisticamente significativas y tampoco se
observé una tendencia definida en funcién de la concentraciéon de Pb en suelo.
En la Tabla 5.5.1 se muestran los valores medios + EEM, maximos y minimos de

los pesos secos de cada 6rgano.

Las plantas crecidas en suelo CP se analizaron sélo a modo descriptivo,
debido al nimero de réplicas insuficiente y a la falta de muestras control para el
mismo tipo de suelo. Los valores medios y el error estandar de la media se

presentan en la Tabla 5.5.2.
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Tabla 5.5.1: Valores medios + EEM, maximos y minimos del peso seco (g) de raices, tallos, hojas, silicuas y granos de las plantas crecidas en suelo CO y en

suelo CR con concentraciones de 50, 100 y 200 mg kg1. Etapas ontogénicas: [Fr y MF. PS: peso seco.

PS Raiz PS Tallo PS Hojas PS Silicuas 6 Granos
SUELO-Pb (8 (8) (8 (8
(mg kg™ Media * Media + Media * Media +
Min. | Max Min. Max. Min. | Max Min. Max.
ESM ESM ESM ESM
Co 1,5+0,2 1,24 1,84 25+04 1,84 3,05 2,7+0,3 2,22 3,16 0,05+0,01 0,03 0,06
CR-50 1,4+0,3 1,00 1,93 28+0,1 2,64 2,96 2,7+0,3 2,06 3,16 0,07 £0,01 0,04 0,08
g o CR-100 1,4+0,2 1,08 1,57 26+0,1 2,44 2,85 25+0,1 2,31 2,66 0,06 £ 0,01 0,05 0,09
:§‘° CR-200 1,0+0,1 0,80 1,16 1,7+0,1 1,48 1,88 29+0,2 2,58 3,14 0,07 £0,01 0,05 0,08
g Co 1,4+0,2 1,06 2,10 34+03 2,83 4,16 0,16 £ 0,08 0,03 0,32 22+04 1,03 3,05
o
§ E CR-50 1,6+0,1 1,30 1,78 38+0,3 3,07 4,39 0,19 £ 0,09 0,01 0,33 22+0,2 1,65 2,58
CR-100 1,4+0,3 1,18 1,77 3703 2,99 4,26 0,18 £ 0,05 0,08 0,23 22+04 1,35 3,10
CR-200 1,5+0,5 1,06 2,13 34+0,8 2,17 4,60 03+0,1 0,04 0,53 2,7+0,6 1,34 3,70

104




BIOABSORCION DE Pb POR BRASSICA NAPUS

Crecimiento, desarrollo y capacidad de bioacumulacion.

Raiz Tallo
2.0q 5+
4_
cE! by } s 3 I 1
) o 34
o o
¢ 107 )
o) o 21
0 (%]
) (&)
Q. 0.5- o 1
OC I ] ] 1 C ] ] ] ]
N} o N N Q o Q )
O Qjo Q:\,O D @ Q_fo N oy
Suelo - Pb (mg kg '1) Suelo - Pb (mg kg '1)
Hoja Grano
0.4+ - 54
4_
8 [ ) 8 34
8 02- { g i }
@) o 24
4 ¢
o 0.14 + o]
OC T T T T C T T 1 1
N N N N N o N N
) }) Q Q O $) Q O
s N v & N v
Suelo - Pb (mg kg '1) Suelo - Pb (mg kg '1)

Figura 5.5.3: Peso seco medio + EEM (g) de hojas, tallos, raices y granos de las plantas crecidas
en suelo CO y en suelo CR con 50, 100 y 200 mg kg'! de Pb. Etapa ontogénica MF. N = 4.
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Tabla 5.5.2: Valores medios y su desviacién estandar del peso seco (g) de raiz, tallo, hojas y

granos de las plantas crecidas en suelo CP-17 (N=1) y CP-32 (N = 2 - 4).

Media + EEM
SUELO-Pb
Raiz (g) Tallo (g) Hojas (g) Granos (g)
(mgkg?)
CP-17 1,69 2.54 0,16 0,38
CP-32 1,9+04 29+09 0,11+0,01 1,4+0,5

Evaluacion del crecimiento de raices y tallos

Las diferencias entre los crecimientos de las raices entre las etapas ontogénicas
estudiadas no resultaron significativas para los tratamientos realizados (ANOVA
de dos factores, p > 0,05). Contrariamente, el crecimiento de tallos entre IFr y
MF presentd diferencias estadisticamente significativas para las plantas
crecidas en suelos CR-200, mientras que no resultaron significativas para los
otros tratamientos estudiados (prueba post hoc de Bonferroni, p < 0,05). Este
resultado refuerza los andlisis ya descriptos, los cuales indicaron que el efecto
negativo en el crecimiento del tallo se encontré en las plantas cosechadas en la
etapa de inicio de fructificacién crecidas en suelo CR-200, y que luego las
mismas alcanzaron una masa igual a las crecidas en suelos con concentraciones

menores de Pb (Figura 5.5.4).
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Figura 5.5.4: Peso seco medio + EEM (g) de tallos de las plantas crecidas en suelo CO y en
suelo CR con 50, 100 y 200 mg kg de Pb. Etapas ontogénicas IFr y MF. * sefiala diferencias
significativas con ANOVA de dos factores y prueba post hoc de Bonferroni, p < 0,05.

Bilal Shakoor etal. (2014), obtuvieron resultados que indican una
disminucién en el peso seco de tallos y raices de Brassica napus crecidas en
solucion con altas concentraciones de Pb tras 45 dias de cultivo, también
encontraron diferencias similares en peso seco de hojas pero sélo respecto del
control. Ghani (2011) estudi6 el efecto de Cd en suelos sobre el crecimiento de
distintas variedades de Brassica napus; registr6 que el peso seco de tallos
aumenté a lo largo de 80 dias de cultivo, resultando menor para
concentraciones altas de Cd en suelo. Esto se corresponde con el efecto
determinado para el Pb en la presente tesis para los primeros 100 dias de
cultivo. Liu et al. (2000) investigaron el crecimiento de tallos y raices en
plantulas de Brassica juncea crecidas durante 15 dias en soluciones con
concentraciones crecientes de Pb, obteniendo evidencias de decrecimiento de
masa seca en tallos. No se han encontrado trabajos que analicen el efecto del Pb
en suelo sobre el crecimiento de Brassica napus en distintas etapas ontogénicas,

por lo que los resultados de la presente tesis son novedosos.
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Contenido de Pb en hojas de B. napus

En la Figura 5.5.5 se grafican los resultados de las determinaciones de Pb
en hojas de las plantas crecidas en suelos CO y CR cosechadas en las etapas
ontogénicas IFr y MF. En la etapa IFr se detectd Pb en los analisis
correspondientes al tratamiento control (2,50 + 0,47 mg kg1 de Pb), lo que se
adjudico a una contaminacién de la muestra en el momento de la digestion. El
contenido medio de Pb en hojas de plantas crecidas en suelo CR se contrast6 con
el contenido medio de Pb de las plantas control (crecidas en C0), presentando
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). La prueba post hoc de
Tukey mostr6 ademas diferencias significativas entre las plantas control y las
plantas crecidas en CR-100 (5,56 + 0,38 mg kg1 de Pb). En la etapa MF no se
encontré contenido de Pb en hojas de plantas crecidas en suelo CO. En las
plantas crecidas en suelos CR-50 y cosechadas en la etapa MF se encontr¢ el
contenido mas alto de Pb en hojas (8,58 mg kg1 de Pb), incluso considerando la
etapa IFr. Estos resultados no fueron analizados estadisticamente debido a la
ausencia de réplicas. Distintas especies de brasicdceas han sido identificadas
como potenciales incorporadoras de Pb, aunque la mayor parte de los
resultados reportados son sobre B. juncea y B. nigra (USEPA 2000). Karak et al.
(2013) han determinado la acumulacion de Pb en hojas de Brassica juncea tras
90 dias de cultivo de la planta en suelos con concentraciones entre 31 y 58 mg
kgl de Pb, alcanzando concentraciones de 6 mg kg1 aproximadamente, valor
similar a los hallados en el presente trabajo en hojas de B. napus para
concentraciones de 50 y 100 mg kgl de Pb en suelo. Los resultados de la
presente tesis aportan al conocimiento sobre la capacidad acumuladora de Pb
de Brassica napus, y muestran que posee potencialidad como remediadora de

suelos, comparable con la de B. juncea.

El contenido de Pb en hojas de las plantas crecidas en suelo CP-17 y CP-
32 no fue detectable con el método utilizado. Esto se vincula con la ausencia de
Pb biodisponible en el suelo (ver seccién III.1). En concordancia con lo
observado, Torri y Lavado (2009) han determinado que Lolium perenne L. no
acumul6 Pb en su biomasa aérea en suelos Argiudoles Tipicos en los que no se

encontro Pb en las fracciones intercambiable y unida a materia organica.
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En la Tabla 5.5.3 se muestra el contenido medio + EEM de Pb en hojas
colectadas y en hojas cosechadas de plantas crecidas en suelo CR-200. Los
valores determinados en las hojas colectadas en IFr resultaron
significativamente mayores que los determinados en hojas cosechadas en la
misma etapa ontogénica con prueba de t (p < 0,05). La pérdida de hojas es un
mecanismo de detoxificacién utilizado por diversas especies para reducir el
elemento toxico que la planta acumulé en sus tejidos (Dahmani-Muller et al.
2000), por lo que los valores de concentracion de Pb encontrados en las hojas
colectadas son consistentes con lo esperado como respuesta al estrés. Por otra
parte, estos resultados fueron consistentes con los obtenidos en el analisis de Pb
biodisponible en suelo CR determinado en la etapa IFr (ver seccién 4.1) lo que
permitié la absorcién y acumulacién de Pb en las hojas durante los primeros

estadios de desarrollo de la planta.
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Figura 5.5.5: Contenido de Pb en hojas (mg kg1) de plantas crecidas en suelos CO, CR-50,
CR-100 y CR-200. IFr: Se informan valores medios y desvio estandar (barras), N = 3. MF:
Se informan valores de pools de hojas de tres plantas del mismo tratamiento, N = 1. *
sefala diferencias significativas respecto del control, con ANOVA y prueba post hoc de
Tukey, p < 0,05. ND: no detectable.
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Tabla 5.5.3: Contenido medio + EEM de Pb (mg kg') en hojas colectadas y cosechadas de
plantas crecidas en suelo CR-200. *: Sefiala diferencias significativas con prueba de t (p < 0,05)

Pb (mg kg)
Hojas Colectadas Hojas Cosechadas
IFr 13 +2* 4,1+0,9*
MF 8x1 7

Factor de bioacumulacion en hojas

Los valores de FBC se presentan en la Tabla 5.5.4. Los mismos
decrecieron en funcion del aumento de la concentracion de Pb en suelo en las
etapas IFr y MF, presentando valores muy similares entre si: FBC50 > FBC100 >
FBC200. Los FBC en la etapa IFr presentaron diferencias significativas con
ANOVA (p < 0,0025), y entre el tratamiento CR-50 y los tratamientos CR-100 y
CR-200 (p < 0,05); no se analizaron estadisticamente los valores
correspondientes a MF debido a la ausencia de réplicas. Ademas se calcul6 el
FBC en relacion al Pb biodisponible del tratamiento de 200 mg kg1 de Pb; en la
etapa IFr el Pb biodisponible en el suelo habia resultado de 0.62 + 0.03 mg kg1
de Pb, y en la etapa MF 0.23 + 0.01 mg kg1 de Pb. El FBC biodisponible tuvo una
media y desvio estandar de 6.2 + 2.4 para la etapa [Fr y de 29 + 0 para la etapa
MF. En el estudio realizado por Karak et al. (2013) los resultados muestran una
acumulacion de Pb en hojas de 3, 4 y 6 mg kgl, aproximadamente, para
concentraciones de Pb en suelo de 58, 52 y 31 mg kg1, respectivamente, con
agregado de enmiendas organicas. Esta tendencia se corresponde con los

resultados observados en la presente tesis.
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Tabla 5.5.4: Contenido de Pb en hojas (mg kg!) en IFr (valor medio + EEM, N = 3) y en MF
(correspondiente al pool de hojas de tres plantas distintas, N = 1). Factor de bioconcentracion
(FBC) calculado en funcion del total de Pb inicial en suelo en IFr y MF. ND: no detectado. * y **
sefala diferencias significativas con ANOVA y prueba post hoc de Tukey (p < 0.05).

PbsueLo(mg kg1) Pbuojas(mg kg1) FBC
0 2,5+0,5 -
50 50+0,7 0,10 £ 0,01%*
IFr
S 100 56+0/4 0,056 + 0,004
‘=
‘g"o 200 41+0,9 0,020 + 0,004
]
& 0 ND -
«
2,
8 50 8,6 0,2
= MF
100 6,0 0,06
200 6,8 0,03

Contenido de Pb en granos en plantas cultivadas en suelo CR-200

El contenido de Pb en granos resulté por debajo del limite de
cuantificacion en dos de los cuatro casos estudiados (LC: 0,5 mg kg-1). Los otros
dos casos arrojaron un contenido de 3,71 y 1,59 mg kg de Pb en granos. Pocos
estudios han detectado acumulaciéon de Pb en granos en el género Brassica y no
se han hallado en literatura resultados previos para la acumulacién de Pb en B.
napus. Karak et al. (2013) detectaron concentraciones de Pb en granos de B.
juncea con un valor maximo aproximado de 3 mg kg! en plantas crecidas en
suelos con 31 mg kg1 de Pb y con agregado de enmiendas organicas. A partir de
esta informacion, puede inferirse que B. napus poseeria mayor capacidad de
acumulacidn en sus granos que B. juncea, aunque deberian estudiarse un mayor

numero de ejemplares para obtener informacién mas precisa.
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Los resultados de la presente muestran que el cultivo de B. napus en
suelos con altas concentraciones de Pb y bajo contenido organico puede resultar

en la acumulacion del metal en sus granos, producto utilizado comercialmente.

5.6. Conclusiones

El crecimiento de Brassica napus sélo fue afectado negativamente en los
tallos en la etapa ontogénica de inicio de la fructificacion, y sélo en suelo con
contaminacion reciente para la concentracion de 200 mg kg! de Pb. En raices y
hojas el crecimiento de B. napus no se vio afectado. A partir del analisis de masa
seca de granos relativa a la biomasa total, se concluy6 que el desarrollo de la
planta tampoco fue afectado por las distintas concentraciones de Pb en suelo.
Por lo tanto, la hipdtesis de un efecto negativo del Pb en suelo sobre el
crecimiento y desarrollo de Brassica napus sé6lo resulté validada para el

crecimiento de los tallos en la etapa de inicio de la fructificacion.

Brassica napus incorpor6 Pb del suelo luego de una contaminacion
reciente. Se detect6 Pb en hojas en las etapas IFr y MF para todas las
concentraciones de Pb en suelo estudiadas. Ademas en la etapa MF, se detectd
Pb en granos en el 50 % de los casos para la concentracidon de 200 mg kg de Pb
en suelo. Los valores de Pb en hojas escindidas por la planta previamente a la
etapa IFr resultaron mayores a los detectados en IFr en hojas no escindidas. Aun
asi, para verificar la hipdtesis de acumulacién diferencial de Pb en distintas
etapas de crecimiento, deberia analizarse el Pb biodisponible en suelo
periddicamente entre el momento de la siembra y la etapa IFr, y luego
establecer el FBC para cada periodo. Por otra parte, los valores determinados en
[Fr fueron menores a los detectados en MF en hojas no escindidas, pero esto no

pudo ser confirmado estadisticamente.

En las plantas crecidas en suelos con contaminacién prestablecida no se
detectd presencia de Pb en hojas, lo que se corresponde con la ausencia de Pb en

la fraccién biodisponible informada en el Capitulo 4 de la presente tesis.
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A partir del cdlculo del factor de bioconcentracién, se observé que la
capacidad de acumulacién en hojas de B. napus fue menor a concentraciones
mas altas de Pb en suelo, en la etapa de inicio de fructificacién. Por lo tanto, la
hipétesis sobre un incremento de acumulacién de Pb en 6rganos de B. napus
asociado al aumento de concentracién de Pb en suelos no fue validada, al menos
para las hojas en la etapa de inicio de fructificacion. Resultados similares se
determinaron para la etapa de madurez fisiolégica, pero estos no pudieron ser

analizados estadisticamente, por lo cual no se pudo concluir al respecto.

Estos resultados aportan informacion valiosa al estudio de Brassica
napus como especie fitorremediadora de Pb en suelos con contaminacién
reciente. La acumulacién de Pb en hojas respecto del Pb en suelo fue
equivalente al encontrado por otros autores para B. juncea (especie
ampliamente caracterizada para estrategias de remediacion), por lo tanto
altamente satisfactorio. De todos modos, es importante destacar que su
produccién en granos no podria utilizarse con fines alimenticios debido a la

acumulacion del metal en los mismos.
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Cambios en la ultraestructura celular y en el contenido de fitopigmentos

6.1. Introduccion

Distintos autores han informado efectos negativos sobre la tasa
fotosintética en plantas de diversas especies crecidas en soluciones con altas
concentraciones de Pb, Cd, y Cu, entre otros metales pesados (Briat y Lebrun
1998). Este efecto se asocia a la destruccién de la ultra estructura de los
cloroplastos, la disminuciéon en concentracion de clorofilas a y b, y a la
disminucién de la actividad antioxidativa de la catalasa (Islam etal. 2008, Ali
etal. 2013; Tian etal. 2014). Algunos de estos efectos se estudiaron en el

presente trabajo para Brassica napus cultivada en los suelos ya descriptos.

Estructura general de las hojas

La anatomia foliar de Brassica napus se esquematiza en la Figura 6.1.1,
con los tejidos tipicos de una dicotiledénea. Comenzando la descripcién por la
cara adaxial, se encuentra la epidermis con células de pared externa engrosada,
protegida por una fina cuticula que evita la pérdida de humedad. Luego, el
mesofilo en empalizada, con células cilindricas dispuestas adyacentemente
entre si y de modo perpendicular a la epidermis; estas células poseen un alto
contenido de cloroplastos. Debajo se encuentra el mesofilo esponjoso, con
células dispuestas al azar y separadas entre si por espacios de aire; poseen un
menor contenido de cloroplastos. Por ultimo se ubica la epidermis de la cara
abaxial, donde se encuentran los estomas. Ademas, entre los mesoéfilos, se
encuentran los hacecillos de xilema y floema, rodeados por las células de la

vaina (Cutler et al., 2008).
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Figura 6.1.1: Esquema de la anatomia foliar tipica de una dicotiledénea.

Ultraestructura de la célula vegetal y fotosintesis

Las células vegetales poseen pared celular, membrana celular y
citoplasma. En el citoplasma se wubican las organelas tipicas: nucleo,
mitocondrias, reticulo endoplasmatico (liso y rugoso), aparato de Golgi,
peroxisomas, vacuola y cloroplastos. En las plantas superiores, las células del
mesofilo son las fotosintéticamente mas activas; se caracterizan por poseer gran
cantidad de cloroplastos, los cuales contienen clorofila, el pigmento
especializado en la absorcién de la luz. La energia solar provoca la oxidacion del
agua y la reduccién de diéxido de carbono (con liberacion de oxigeno), lo que

permite luego la sintesis de compuestos carbonados, principalmente aztcares.
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Las reacciones por las cuales se obtienen compuestos de alta energia
(ATP y NADPH) suceden en los tilacoides, sacos membranosos aplanados que se
apilan conformando las grana. Estas reacciones son llevadas a cabo por
complejos fotoquimicos denominados fotosistemas. Las moléculas de NADPH y
ATP luego se utilizan en la sintesis de los compuestos carbonados, reacciones
que ocurren en el estroma de los cloroplastos (region acuosa que rodea los
tilacoides) (Taiz y Zeiger 2010). En la Figura 6.1.2 se presenta la estructura del
cloroplasto, donde se puede observar la organizacion de las membranas y

cuerpos membranosos, asi como la ubicacion de los fotosistemas [ y II.

Laminilla
estromatica Espacio intermembrana

(sitio del FSI)

Membrana

Tilacoide \ =
externa

Laminillas de
las granas

(sitio del FSII)

Tilacoide

Estroma Lumen del

tilacoide

. ' ) Laminilla

Membrana e estromatica

interna (tilacoides apilados)

Figura 6.1.2: Esquema de la organizaciéon de las membranas y cuerpos membranosos del
cloroplasto. Se muestra la ubicacién de los fotosistemas I y II (FSI y FSII). Figura extraida y
modificada de Taiz y Zeiger, (2010).

Fitopigmentos

Los pigmentos fotosintéticamente activos, ubicados en los cloroplastos,
absorben la luz solar en primera instancia. Las clorofilas a y b son abundantes
en las hojas de plantas superiores. Poseen una estructura de anillo

quimicamente compleja, con un atomo de Mg en el centro, y pertenecen al grupo

120



EFECTO DEL Pb SOBRE ORGANOS FOTOSINTETICOS DE BRASSICA NAPUS

Cambios en la ultraestructura celular y en el contenido de fitopigmentos

de las porfirinas. Ademas, poseen una larga cola de hidrocarbonada unida al
anillo (Figura 6.1.3), que ancla la molécula a la porcién hidrofébica de su
entorno, como son las membranas de los tilacoides. La estructura de anillo
contiene algunos electrones débilmente ligados, y es la parte de la molécula
involucrada en las transiciones de electrones y en las reacciones redox (Taiz y
Zeiger 2010). En los tilacoides también se encuentran presentes los carotenos,
los cuales absorben luz y transfieren esta energia a las clorofilas en el proceso
fotosintético, formando parte de los llamados complejos antena, asociados a los

fotosistemas.

(C|H213

HC—CH3
|
(C|Hz)3

HC— CH,
|
(CHy),
CH

boa
CH, CH,

Figura 6.1.3: Molécula de clorofila-a y clorofila-b; se muestra el cambio del metilo (clo-a) por el
aldehido (clo-b). Figura extraida de Taiz y Zeiger, (2010).
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Las antocianinas, del griego anthos (flor) y kyanos (azul oscuro) son
pigmentos que dan color a las flores (rojo, purpura y azul). Se encuentran en las
frutas, tallos y hojas, y no poseen actividad fotosintética. Su acumulaciéon en
hojas estd asociada a factores ontogenéticos (hojas en crecimiento y
senescentes), abidticos (deficiencia de nutrientes y luz UV) y bidticos

(herbivoria y agentes patdgenos) (Close y Beadle 2003).

6.2. Objetivos
i) Estudiar el efecto de la acumulacion de Pb en hojas de Brassica napus

en su ultraestructura celular.

ii) Estudiar el efecto del Pb sobre el contenido de pigmentos
fotosintéticos en hojas de Brassica napus, analizando las etapas ontogénicas IFr

y MF.

iii) Estudiar el efecto del Pb sobre el contenido de antocianinas en hojas

de Brassica napus, analizando las etapas ontogénicas [Fr y MF.

6.3. Hipotesis

i) La acumulacién de Pb en hojas de Brassica napus altera la organizacién

de las membranas de los cloroplastos.

ii) El cultivo de Brassica napus en suelos con Pb afecta negativamente su

produccion de pigmentos fotosintéticos, en las etapas ontogénicas [Fr y MF.

iii) El cultivo de Brassica napus en suelos con Pb provoca un aumento en

su produccion de antocianinas, en las etapas ontogénicas IFr y MF.
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6.4. Materiales y métodos

Disernio experimental

El disefio experimental se describié en la seccion 4.4 de la presente tesis.

El mismo se sintetiza en la siguiente tabla:

Tabla 4.4.3: Tratamientos realizados en el ensayo de especiacién de Pb en suelo en cultivo de B.
napus. Para cada tratamiento se indica el suelo utilizado y el nimero de réplicas.

Tratamiento Suelo utilizado Nro. de réplicas
Argiudol Vértico,
C0, 0 mg kg1 de Pb 10
Pcia. Bs. As., sin Pb
Argiudol Vértico,
CR-50, 50 mg kg1 de Pb 10
Pcia. Bs. As., con Pb
Argiudol Vértico,
CR-100, 100 mg kgt de Pb 10
Pcia. Bs. As., con Pb
Argiudol Vértico,
CR-200, 200 mg kgt de Pb 10
Pcia. Bs. As., con Pb
Natracualf Tipico,
CP-17,17 mg kg1 de Pb 4

Pcia. Sta. Fe, con Pb

Natracualf Tipico,
CP-32,32 mgkg!dePb 6
Pcia. Sta. Fe, con Pb

Como se describid en la seccion 4.4, las cosechas se realizaron acordes a
las etapas ontogénicas de B. napus: en IFr (luego de 100 dias de la siembra) y en

MF (luego de 140 dias de la siembra).
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Microscopia Electrénica de Transmision (MET)

Para el estudio del efecto del metal sobre la ultraestructura celular, se

realizaron observaciones mediante microscopia electrénica de transmision.

Para ello se tomaron muestras de aproximadamente 5 mm?2 de: hojas,
tallos y vainas en la etapa ontogénica de madurez fisiolégica. Las mismas se
extrajeron de la planta con bisturi, previamente a su cosecha, luego se
seccionaron en muestras de 1 mm? y se lavaron con agua destilada.
Inmediatamente se colocaron en solucion fijadora (2,5 % paraformaldehido y 2
% glutaraldehido, en buffer fosfato 0,1 M, pH = 7,4). Se dej6 reposar por 48 hs.
Luego se lavaron con buffer fosfato 0,1 M, pH = 7,4, y se preservaron en el
mismo hasta su posterior tratamiento con osmio, inclusion en resina y corte con
micrétomo, trabajo realizado por el Laboratorio Nacional de Investigacién de
Servicios y Microscopia Electronica (LANAIS-MIE). Las muestras se observaron
con microscopio electrénico de transmisién Zeiss EM 109T, equipado con

camara digital Gatan ES1000W.

Espectrometria UV

Para el estudio de las variaciones en el contenido de pigmentos, se utiliz6

una técnica de cuantificaciéon no destructiva mediante espectrometria UV.

Para ello se cosecharon las hojas de una planta por cada concentracién
de Pb en suelo CO y CR en las dos etapas ontogénicas estudiadas (IFr y MF) y de
las plantas crecidas en suelo CP en la etapa MF. Las mismas se lavaron con agua
destilada y se conservaron en bolsas plasticas en freezer. Para al analisis con
espectrometro UV las hojas se sacaron del freezer con 20 minutos de
anticipacion, se lavaron con agua destilada, se secaron con papel tissue sin

afectar a los tejidos y se mantuvieron en oscuridad hasta la deteccion.

La determinacién se realizé en un espectrometro Shimadzu UV3101PC
utilizando una esfera integradora Shimadzu ISR-3100 (Figura 6.4.1) (Gabriela

Beatriz Cordon 2009). Se obtuvieron los espectros de reflectancia difusa en
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funcién de la longitud de onda para las hojas montadas en colchén, resultando
de este modo transmitancia igual a cero. La esfera integradora permite
determinar la componente difusa de la reflectancia debido a que el angulo del
haz incidente sobre la muestra es de cero grados, por lo que la luz reflejada en

forma especular es eliminada por la ventana de entrada.

Para ajustar el 100% de reflectancia se utilizd como estandar de
referencia sulfato de bario. La linea de base se realizd colocando los
portamuestras con sulfato de bario en la posicion de referencia y en la posicién
de muestra. Luego, se intercambié el portamuestras de la posiciéon de muestra
por el colch6n de hojas y se determinaron los espectros. La reflectancia se midio

como funcion de la longitud de onda, entre 300 y 2500 nm.

Rayo de referencia

Fotcmultiplicador
{en zl fonda)

Portamuestra con BaSo,
{Posicion de muestra) .

\

Ventana de entrada

,,,,,,,,,,,,,,, Ravo de muestra

Portamuestra cor BaSQO,
{Posicion de reterencia)

Hoja o colcadn de hojas

Figura 6.4.1: Esquema de la esfera integradora Shimadzu ISR-3100. Figura adaptada de Cordon
(2009).
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Funcion de remision y concentracion de pigmentos

Los resultados obtenidos en %R (porcentaje de reflectancia) se

transformaron a F(R) (funcién de remisiéon) mediante la siguiente ecuacién:

F(R) = (1 - Rw)2/ 2 * Roo (1)

donde R es la reflectancia difusa en condiciones de transmitancia nula, de
acuerdo a la aplicacion de la teoria de Kubelka-Munk y del modelo de Pila de
Placas en el estudio de reflectancia de hojas vegetales (Gabriela B. Cordon y

Lagorio 2007, Cordon etal., 2010).

La determinacién de las concentraciones de clorofila-a, clorofila-b y
clorofila total en hojas (mmol cm2) se realiz6 a partir del uso de las siguientes
ecuaciones, de acuerdo a las correlaciones estudiadas y parametros obtenidos

por (Gabriela Beatriz Cordon 2009):

Clorofila-a=8,3x 107+ 1,1 x 10-> * F(R)700nm (R2=0,972) (2)
Clorofila-b = 1,8 x 10¢ + 4,3 x 10-¢ * F(R)700nm (R2=0,965) (3)
Clorofila total = 2,6 x 10-¢ + 1,5 x 10> * F(R)700nm (R2=0,976) (4)

Ademas, sobre las mismas muestras se determiné el contenido de agua,
con el fin de analizar un posible efecto de dilucién o de concentracién en la
evaluacion del contenido de pigmentos. Se utilizé la correlacién y parametros

obtenidos por Cordon (2009):

Agua = 2,0 x 104 + 3,0 x 104 * F(R)14560m (R2 = 0,938) (5)
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6.5. Resultados y discusion
Efectos en la ultraestructura celular

En la Figura 6.5.1 se muestran ejemplos de las micrografias obtenidas
con microscopio electréonico de barrido de las hojas de plantas crecidas en suelo
CO (A) y de las crecidas en suelo CR-200 (B). En (A) puede observarse un
cloroplasto intacto, con su doble membrana, tilacoides apilados en grana, y
granulos de almidon de gran tamafio; no se observa la membrana celular ni la
pared celular con claridad. En (B) se observa la pared celular, pero no se
observa la membrana celular asociada a ésta; ademas se ve el cloroplasto
desorganizado; dentro del cloroplasto se observan: tilacoides y grana
desorganizados, no se distinguen granulos de almidon pero se observa la
presencia de cuerpos osmeofilicos (lo que puede adjudicarse a cuerpos lipidicos
o a deposiciones de Pb). Estos cuerpos se observan también alrededor del
cloroplasto, pero no se observa claramente si corresponde a la vacuola

deformada o al citoplasma celular igualmente deformado. (Yaryura et al. 2009).

Tian y colaboradores (2014) han reportado dafio total en células del
mesofilo de hojas de B. napus luego de 15 dias de cultivo en soluciones con altas
concentraciones de Pb; por microscopia electrénica de transmisiéon han
observado pared y membrana celular fusionadas, dafios en membranas de los
tilacoides, ausencia de granulos de almidon, entre otros. En un estudio con el
mismo disefio experimental pero con Cd, Ali y colaboradores (2013) informaron
desorganizacion del cloroplasto, asi como el deterioro celular y presencia de
deposiciones metalicas en células del mesofilo de hojas de B. napus; a diferencia
del efecto de Pb, ellos han observado en los cloroplastos un incremento de

granulos de almidon en las células de las plantas crecidas en soluciones con Cd.
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Figura 6.5.1: Micrografias de transmision electrénica. Corte de hojas de B. napus crecidas en CO
(A) y en CR-200 (B). Aumento 50 K X. Se observa la ultraestructura del cloroplasto y
parcialmente el resto de la célula. Cl: cloroplasto, Ti: tilacoides, GA: granulo de almiddn, PC:
pared celular, CO: cuerpo osmeofilico.
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Efectos en el contenido de fotopigmentos
Inicio de la Fructificacion

El espectro de F(R) en funciéon de la longitud de onda de las hojas de
plantas crecidas en suelo CO y en suelos CR se muestra en la Figura 6.5.2, y
detalles de algunas zonas se presentan en las Figuras 6.5.3 y 6.5.4. Estos

resultados corresponden a la etapa ontogénica IFr.

Entre los 500 y 600 nm de longitud de onda los valores de F(R)
correspondientes al tratamiento CO resultaron menores que los
correspondientes a los tratamientos CR (Figura 6.5.3); estas diferencias son
significativas entre los 530 y 570 nm. Dado que las antocianinas absorben
aproximadamente a los 530 nm, estas diferencias sugieren un aumento de
contenido de este pigmento en las plantas crecidas en suelos CR-50, CR-100 y
CR-200 en la etapa ontogénica inicio de la fructificacién. Otros autores ya han
observado en Brassica napus el aumento de la concentracién de antocianinas en

situacion de estrés por deficiencia de P (Yaryura et al. 2009).

Entre los 600 y 700 nm de longitud de onda se observa un aumento
significativo de la sefial de las plantas crecidas en CR-100 respecto de las
crecidas en CO. Esta region del espectro (Figura 6.5.4) se encuentra asociada a la
absorbancia de clorofilas y se analiz6 detalladamente mediante la cuantificacion

de los pigmentos.

Madurez Fisiolégica

El espectro de F(R) en funcion de la longitud de onda de las hojas de
plantas crecidas en suelos C0O, CR-50, CR-200, CP-17 y CP-32, correspondiente a
la etapa ontogénica madurez fisioldgica se muestra en la Figura 6.5.5, con

detalles en algunos rangos mas acotados en las Figuras 6.5.6 y 6.5.7.

Entre los 500 y 600 nm de longitud de onda se observan valores de F(R)
altos para la planta crecida en suelo CP-17, mientras que los valores obtenidos

para las plantas crecidas en CP-32 fueron los mas bajos (Figura 6.5.6). Estos
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resultados se muestran con fines informativos, ya que no son comparables con

las plantas cultivadas en suelo CO o CR debido a las diferencias estructurales y
fisicoquimicas de los suelos utilizados.

En la zona entre los 600 y 700 nm de longitud de onda se observan
valores menores de F(R) para las plantas crecidas en suelos CR-50 y CR-200
respecto del tratamiento control. Ademas la planta crecida en suelo CP-32
presenté valores bajos, mientras que la planta correspondiente al tratamiento
CP-17 presentd los valores mas altos (Figura 6.5.7). Estos resultados se
analizaron detalladamente mediante la cuantificacion de los pigmentos. Los
resultados obtenidos para las plantas cultivadas en suelos CR y CO no son

comparables con los obtenidos para las cultivadas en suelos CP, debido a las

diferencias estructurales y fisicoquimicas de los mismos.
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Figura 6.5.2: Espectro UV entre 300 y 800 nm de hojas de plantas crecidas en suelo CO y en

suelo CR con concentraciones de 50, 100 y 200 mg kg! de Pb. Etapa ontogénica IFr. Se
muestran los valores medios de las determinaciones realizadas sobre colchén de hojas.
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Figura 6.5.3: Espectro UV entre 500 y 600 nm de hojas de plantas crecidas en suelo CO y en
suelo CR con concentraciones de 50, 100 y 200 mg kg! de Pb. Etapa ontogénica IFr. Se

muestran los valores medios (también en el inserto) y su EEM, de las determinaciones
realizadas sobre colchdn de hoias.
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Figura 6.5.4: Espectro UV entre 580 y 720 nm de hojas de plantas crecidas en suelo CO y en
suelo CR con concentraciones de 50, 100 y 200 mg kg! de Pb. Etapa ontogénica IFr. Se

muestran los valores medios (también en el inserto) y su EEM, de las determinaciones
realizadas sobre colchén de hojas.
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Figura 6.5.5: Espectro UV entre 300 y 800 nm de hojas de plantas crecidas en suelos C0, CR-50,
CR-200, CP-17 y CP-32. Etapa ontogénica MF. Se muestran los valores medios de las
determinaciones realizadas sobre colchén de hojas.
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Figura 6.5.6: Espectro UV entre 500 y 600 nm de hojas de plantas crecidas en suelos C0O, CR-50,
CR-200, CP-17 y CP-32. Etapa ontogénica MF. Se muestran los valores medios (también en el
inserto) de las determinaciones realizadas sobre colchén de hojas y su EEM.
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Figura 6.5.7: Espectro UV entre 580 y 720 nm de hojas de plantas crecidas en suelos C0, CR-50,
CR-200, CP-17 y CP-32. Etapa ontogénica MF. Se muestran los valores medios (también en el
inserto) de las determinaciones realizadas sobre colchén de hojas y su EEM.

Cuantificacion del contenido de clorofilas

Luego de obtenidos los espectros se calcularon los contenidos de
clorofila-a, clorofila-b y clorofila total, segiun las ecuaciones (2 - 4). Los

resultados se muestran en la Tabla 6.5.1 y en la Figura 6.5.8.

En la etapa de inicio de la fructificacién el contenido de clorofila-a y de
clorofila-b resulté significativamente mayor en la planta crecida en suelo CR-
100 respecto de las plantas crecidas con los otros tratamientos. Ademas, en la
planta crecida en suelo CR-200, el contenido de clorofila-a resulté mayor al de la
planta control. En la etapa de madurez fisiolégica los contenidos de clorofila-a,
clorofila-b y clorofila total resultaron mayores en la planta control que en las
plantas crecidas en suelos CR-50 y CR-200, siendo estos ultimos equivalentes.

Ademas, el contenido de clorofila a y b disminuy6 para las plantas crecidas en
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suelo CO entre la etapa IFr y la etapa MF, pero esta disminucién no fue drastica

(Tabla 6.5.1).

Los resultados de contenido de agua, calculados segin la ecuacién (5), se
muestran en la Figura 6.5.9. No se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos en cada etapa ontogénica, excepto para CR-200. Las hojas
correspondientes a este tratamiento presentaron un contenido de agua
levemente mayor respecto del resto de las plantas estudiadas. Por lo tanto: i) el
contenido de agua en las hojas no afect6 la determinacién de la concentracion
de pigmentos en los tratamientos C0, CR-50 y CR-100; ii) la disminucién en el
contenido de clorofilas observado para la planta crecida en el tratamiento CR-

200 pudo ser un efecto del mayor contenido de agua en las hojas estudiadas.

Los resultados obtenidos se corresponden con los determinados por
otros autores. En Brassica juncea Karak et al. (2013) determinaron que luego de
60 dias de cultivo (etapa de pleno crecimiento) en suelos con Pb, Cu y Cd, el
contenido de clorofila a y b en hojas, fue mayor al determinado en las plantas
cultivadas en suelos control; mientras que a los 90 dias los mismos
disminuyeron drasticamente en todas las plantas excepto en las control. En
dicho trabajo, el aumento en el contenido de clorofilas se explica por el
incremento en la concentracion de antioxidantes, lo que permitiria que la planta
tolere las concentraciones de Pb acumuladas en sus hojas. Mientras que la
disminucién del contenido de clorofilas, luego de 90 dias de cultivo, se explica
por el aumento de radicales libres en las células estresadas vy,
consecuentemente, la disminuciéon de la sintesis de clorofilas. Para Brassica
napus se reportaron resultados en plantas crecidas en soluciones con altas
concentraciones de Pb, registrando una reducciéon en la concentracién de
clorofila a, b y total respecto de las plantas control, luego de 15 dias de
tratamiento (Tian et al, 2014). Shakoor etal. (2014) obtuvieron resultados
similares en plantas de Brassica napus crecidas en soluciones con altas
concentraciones de Pb durante 40 dias, observaron una disminucion en el
contenido de clorofila a, b y total en las plantas con el incremento de la

concentracion de Pb en solucién. En los dos ultimos trabajos mencionados los
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autores concluyen que el efecto observado en la concentraciéon de pigmentos y
en la ultraestructura celular se debe al estrés causado por el Pb en las hojas, ya
que observaron un menor efecto en estos parametros en presencia de
antioxidantes como el acido aminolevulinico o el 4cido citrico, los cuales entre

otros efectos pueden complejar al Pb y disminuir su toxicidad.
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Figura 6.5.8: Contenido medio y su error estandar de clorofila-a, clorofila-b y clorofila total (mmol cm-2)
en hojas de plantas crecidas en suelos CO, CR-50, CR-100, CR-200, CP-17 y CP-32. N = 1. Etapas
ontogénicas IFr (izquierda) y MF (derecha).
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Figura 6.5.9: Contenido de agua medio y su error estandar (mmol cm2) en hojas de plantas
crecidas en suelos C0, CR-50, CR-100, CR-200, CP-17 y CP-32. N = 1. Etapas ontogénicas IFry
MF.
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cosechadas en las etapas ontogénicas [Fr y MF. Letras distintas identifican diferencias significativas de acuerdo al error estandar de la media. Los valores obtenidos

para suelos CP no fueron comparados estadisticamente.

Etapa ratamiento Pigmento (mmol cm-2)
Ontogénica Clorofila a Clorofila b Clorofila total
Co (3,1%0,3)x 1053 (1,4%0,1)x 1052 (4,4 +0,4)x 1052
E'; :§ CR-50 (3,6 £ 0,3) x 10-5ac (1,6 £ 0,1) x 1052 (5,1+0,4)x 1052
g ‘% CR-100 (4,7 +0,1) x 105D (2,0 £0,5) x 106D (6,5+0,2) x 105D
= E CR-200 (4,0 £ 0,4) x 105 ¢ (1,7+0,2) x 1052 (5,7 + 0,6) x 10-5ab
j Co (2,6+0,1)x 1052 (1,2+0,5)x 1062 (3,7+0,2)x 1052
ED CP-17 (3,5+0,6) x 105 (1,5+0,2) x 105 (4,9 +0,9)x 105
3§ CP-32 (1,2+0,1)x 105 (0,6 + 0,3) x 106 (1,8+0,1)x 105
g CR-50 (1,3+0,5)x 105D (0,6 +0,2) x 105D (1,9 +0,7) x 105D
é CR-200 (1,6 £ 0,2) x 105D (0,8+0,1)x 105b (2,3+0,3)x105b
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Por todo lo dicho, es evidente que los efectos observados se deben a la
acumulacién de Pb en las hojas de Brassica napus. El incremento en antioxidantes
durante la etapa de crecimiento y el aumento de radicales libres en la etapa de
madurez, pueden ser una explicacion a los resultados observados. Para corroborar
esto, deberian realizarse estudios sobre las actividades enzimaticas y
concentraciones de antioxidantes en hojas de Brassica napus sometidas a

tratamientos equivalentes a los realizados en el presente trabajo.

El contenido de clorofila a, b y total resultaron bajos en la planta crecida en
CP-32, mientras que en la planta crecida en suelo CP-17 se obtuvieron los mayores
valores de contenido de pigmentos de todas las plantas estudiadas. Estos
resultados se atribuyen a las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de los
suelos utilizados (CP). No se adjudican al efecto del Pb ya que éste no fue detectado
en las determinaciones de Pb en hojas por espectrometria de absorciéon atémica

(ver Capitulo 5).

6.6. Conclusiones

La acumulacion de Pb en hojas de Brassica napus alteré su ultraestructura
celular. Esto se evidenci6 en las micrografias TEM de las hojas de plantas crecidas
en suelo con 200 mg kg1 de Pb, observandose un efecto directo en los tilacoides de

los cloroplastos.

El analisis mediante espectroscopia UV permitié analizar cualitativamente
las variaciones en el contenido de pigmentos en las hojas. Contrariamente a lo
esperado, en la etapa de inicio de la fructificacion se observé un aumento en el
contenido de clorofilas, y el efecto negativo se registré sélo en la etapa de madurez
fisiologica para todas las plantas estudiadas. Por lo tanto, la segunda hipodtesis
planteada result6 validada para la etapa ontogénica MF. Ademas, el método
utilizado permitié realizar la cuantificacién de clorofila-a, clorofila-b y clorofila

total, utilizando correlaciones publicadas en la literatura.

También, a partir de los espectros UV, pudo evaluarse cualitativamente el

contenido de antocianinas. En la etapa de inicio de la fructificaciéon el contenido
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resulté mayor en las plantas tratadas, lo que valida la hipdtesis planteada. Sin
embargo, en la etapa de madurez fisiolégica, se observé una disminucién en el
contenido de antocianinas en las plantas crecidas en suelos con Pb, por lo que la

hipétesis planteada no es valida en esta etapa ontogénica.

Los resultados obtenidos sugieren que en la etapa de inicio de fructificacion
B. napus se encuentra en un estado de respuestas antioxidativas al estrés causado
por la acumulacion de Pb en las hojas. Parte de estas respuestas son el aumento en
la sintesis de pigmentos, tanto los involucrados en la actividad fotosintética
(clorofilas) como los involucrados directamente en la respuesta antioxidativa
(antocianinas). Luego, en la etapa de madurez fisioldgica, el efecto ya llega al nivel
de la ultraestructura celular, por lo que la sintesis de pigmentos en su conjunto

disminuye.
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7.1. Conclusiones

El trabajo realizado en la presente Tesis permitié cumplir con los

objetivos generales propuestos:

i) establecer la interaccion y evolucion del Pb con las distintas fracciones de un
tipico suelo pampeano, estudiando el efecto de los componentes del suelo y del

clima sobre estas interacciones;

ii) analizar comparativamente el efecto de la rizosfera en la interaccion del Pb

con las distintas fracciones del suelo, mediante el cultivo de Brassica napus;

iii) estudiar la capacidad extractora y acumuladora de B. napus y analizar los

posibles efectos del contaminante sobre este cultivo.

Para el estudio de la interacciéon y evolucién del Pb con las distintas
fracciones del suelo, se utiliz6 el horizonte superficial de un Argiudol Vértico de
la Provincia de Buenos Aires en dos ensayos, uno en invierno y otro en verano.
En su caracterizacién se encontré6 que posee una importante proporcion de
plagioclasas y cuarzo, con un contenido relativamente alto de materia organica
(2,9 %). El método de Extraccion Secuencial Selectiva definido para el estudio
de especiacion, fue el método de Ma y Uren (1998), con modificaciones
realizadas en forma previa especificamente para el suelo estudiado. Se observé
que, a lo largo de 60 dias, el Pb(II) recientemente adicionado al suelo se adsorbe
mayormente a la fraccion mineral (con pequeias cantidades en la forma
soluble/intercambiable), pudiendo en esta fraccién encontrarse asociado a
formas reducibles, fijado en formas estables y/o asociado a materia organica;
estas ultimas dos fracciones varian complementariamente en el tiempo a favor
de la fracciéon mineral. Comparando los ensayos de invierno y de verano, se
observd que la especiacion del Pb(II) es afectada por los procesos de
evaporacion de la humedad del suelo. La temperatura ambiente es la variable
que juega el rol de mayor importancia en dichos procesos, por lo que en verano

la especiacion del Pb(II) es mas lenta en el tiempo.

A partir del cultivo en invernaculo de Brassica napus en los distintos

suelos ensayados, y considerando las etapas ontogénicas inicio de la
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fructificaciéon y madurez fisiolégica de la planta, se cumplieron los objetivos ii y

1il.

En la etapa de inicio de la fructificaciéon, el contenido total de Pb
determinado en suelo rizosférico (Riz) de Brassica napus fue mayor al
registrado en el suelo no rizosférico (NoR). Ademas, en el suelo con agregado de
Pb(NO3): inmediatamente antes del comienzo del ensayo, se han determinado
concentraciones de Pb biodisponible en el suelo rizosférico luego de 100 dias.
En el mismo sentido, se observo que en la fraccion mineral el contenido de Pb
en la etapa IFr fue mayor en el suelo Riz que en el suelo NoR. Esto se adjudica a
una migracion del metal en sus formas intercambiables desde el suelo NoR hacia
la rizosfera, debido al gradiente generado por la incorporacién del metal por
parte de la planta, disminuyendo asi la concentracién de Pb que luego se
incorporaria a formas mas estables en la zona NoR del suelo. Por otra parte, el
contenido del metal disminuy6 entre las etapas IFr y MF, en el suelo rizosférico,
lo que resulté consistente con la incorporacion del metal en la biomasa de B.
napus. En los suelos con contaminacion pre-establecida no se hall6 Pb
biodisponible al inicio del ensayo ni en las etapas ontogénicas estudiadas. Por lo
tanto, se concluye que la especiacion del Pb en un suelo recientemente
contaminado, es afectada por la rizosfera de Brassica napus, en las fracciones
intercambiables y mineral del suelo, entre las etapas de inicio de fructificaciéon y

de madurez fisioldgica.

Se detectd Pb en hojas de las cosechas realizadas en las etapas IFr y MF,
para las plantas cultivadas en suelos con contaminacién reciente por Pb en
todas las concentraciones estudiadas. Ademas en la etapa MF, se detecté Pb en
granos en el 50 % de los casos para la concentracion de 200 mg kg1 de Pb en
suelo. Los valores de Pb en hojas senescentes por la planta previamente a la
etapa IFr resultaron mayores a los detectados en IFr en hojas no escindidas, lo
que se corresponde con estrategias de tolerancia a elementos téxicos (Dahmani-
Muller et al. 2000). Para concluir sobre una acumulacién diferencial de Pb en las
distintas etapas de crecimiento, deberian analizarse los cambios en las
concentraciones biodisponibles de Pb entre la siembra y la etapa IFr. En las

plantas cultivadas en suelos con contaminaciéon prestablecida no se detect6
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presencia de Pb en hojas, lo que se corresponde con la ausencia de Pb en la

fraccion biodisponible en dichos suelos.

El factor de bioconcentracién (Salazar et al. 2012) permitié observar que
la capacidad de acumulacién en hojas de B. napus fue menor a concentraciones
mas altas de Pb en suelo, en la etapa de inicio de fructificacion. En dicha etapa, el
crecimiento de los tallos de Brassica napus fue afectado negativamente, sélo en

suelo con contaminacion reciente con 200 mg kg1 de Pb.

En la etapa MF se analizé la masa de los granos relativa a la biomasa
total, concluyendo que el desarrollo de la planta no fue afectado por las distintas

concentraciones de Pb en suelo en los que se cultivé B. napus.

La acumulaciéon de Pb en hojas de Brassica napus alter6 su
ultraestructura celular. Esto se evidencié en las micrografias TEM de las hojas
de plantas crecidas en suelo con 200 mg kg1 de Pb, observandose un efecto
directo en los tilacoides de los cloroplastos. El analisis mediante espectroscopia
UV permiti6 analizar cualitativamente las variaciones en el contenido de
pigmentos en las hojas. Ademas, el método utilizado permitié realizar la
cuantificacion de clorofila-a, clorofila-b y clorofila total, utilizando las
correlaciones propuestas por Cordon (2009). Contrariamente a lo esperado, en
la etapa de inicio de la fructificacién se observé un aumento en el contenido de
clorofilas, y el efecto negativo se registr6 sélo en la etapa de madurez fisiolégica

para todas las plantas estudiadas.

También, a partir de los espectros UV, pudo evaluarse cualitativamente el
contenido de antocianinas. En la etapa de inicio de la fructificacién el contenido
resultdé mayor en las plantas tratadas, lo que era esperable en respuesta al
estrés. Sin embargo, en la etapa de madurez fisiologica, se observd una
disminucién en el contenido de antocianinas en las plantas crecidas en suelos

con Pb.

Los resultados obtenidos sugieren que en la etapa de inicio de
fructificacion B. napus se encuentra en un estado de respuestas antioxidativas al

estrés causado por la acumulacién de Pb en las hojas. Parte de estas respuestas
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son el aumento en la sintesis de pigmentos, tanto los involucrados en la
actividad fotosintética (clorofilas) como los involucrados directamente en la
respuesta antioxidativa (antocianinas). Luego, en la etapa de madurez
fisiologica, el efecto llega al nivel de la ultraestructura celular, por lo que la

sintesis de pigmentos en su conjunto, disminuye.

Los resultados presentados en esta tesis aportan informacién valiosa al
estudio de Brassica napus como especie fitorremediadora de Pb en suelos con
contaminacion reciente. La acumulacion de Pb en hojas respecto del Pb en suelo
fue equivalente al encontrado por otros autores para B. juncea (especie
ampliamente caracterizada para estrategias de remediacién), por lo tanto
altamente satisfactorio. Ademads, se han detectado estrategias de tolerancia
frente a la toxicidad del Pb, y se observé un desarrollo de las plantas cultivadas
en suelos con Pb equivalente a las cultivadas en suelos sin adicién de Pb
(control). De acuerdo a las -caracteristicas propuestas por Garbisu vy
colaboradores (2002) (i- ser tolerantes a altos niveles del metal contaminante,
ii- acumular concentraciones medianamente altas o altas del metal, iii- poseer
una tasa rapida de crecimiento, iv- producir una biomasa medianamente alta o
alta en condiciones naturales, v- poseer un sistema de raices profuso), B. napus
cumple satisfactoriamente con las primeras dos, y en el caso de un sistema de
cultivo, también con las dltimas tres. De todos modos, es importante destacar
que su produccién en granos no podria utilizarse con fines alimenticios cuando
se cultive en suelos con este tipo de contaminacién, debido a la acumulacion del

metal en los mismos.
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7.2. Perspectivas

Para continuar con el desarrollo de esta linea de investigacion, las

perspectivas son:

1. Estudiar los efectos del Pb sobre la planta cuando el suelo se

contamina en distintas etapas ontogénicas del cultivo.

2. Profundizar el estudio del efecto del Pb en la planta, identificando las
formas bioquimicas en que se acumula en la misma, considerando todos los

organos (raiz, tallo, hojas y granos).

3. Extender el estudio en invernaculo a otros cultivos, y analizar el
posible efecto sinérgico de absorcion del metal debido al ensamble de las

rizosferas de los cultivos.

4. Realizar el estudio a campo con B. napus, estudiando Ila

bioacumulacidn con agregado de fertilizantes.

148



CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

7.3. Bibliografia

Cordon, G. B. 2009. «Métodos Opticos no destructivos para monitoreo de salud
vegetal». Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_4575_Cordon.pdf.

Dahmani-Muller, H., F. Van Oort, B. Gelie, y M. Balabane. 2000. «Strategies of
heavy metal uptake by three plant species growing near a metal smelter».
Environmental pollutiori09 (2): 231-38.

Garbisu, Carlos, J. H. Allica, Oihana Barrutia, Itziar Alkorta, y José M. Becerril.
2002. «Phytoremediation: a technology using green plants to remove
contaminants from polluted areas». Reviews on environmental healih (3):
173-88.

Ma, Y. B.,, y N. C. Uren. 1998. «Transformations of heavy metals added to soil --
application of a new sequential extraction procedure». Geoderma 84 (1-3):
157-68. doi:16/S0016-7061(97)00126-2.

Salazar, M.J., J.H. Rodriguez, G.L. Nieto, y M.L. Pignata. 2012. «Effects of Heavy
Metal Concentrations (Cd, Zn and Pb) in Agricultural Soils near Different
Emission Sources on Quality, Accumulation and Food Safety in Soybean
[Glycine Max (L.) Merrill]». Journal of Hazardous Material233-234: 244-
53. doi:10.1016/j.jhazmat.2012.07.026.

149



	Portada
	Índice
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Capítulo 1. Introducción general
	Capítulo 2. Ensayos preliminares
	Capítulo 3. Interacción de Pb con los componentes del suelo
	Capítulo 4. Especiación de Pb en suelo rizosférico y no rizosférico en cultivo de Brassica napus
	Capítulo 5. Bioabsorción de Pb por Brassica napus
	Capítulo 6. Efectos del Pb sobre órganos fotosintéticos de Brassica napus
	Capítulo 7. Conclusiones generales y perspectivas

