Revista Chilena de Historia Natural
69: 413-424, 1996

Cuantificacion de la tolerancia al cobre y al
sulfato en dos especies lefiosas de Chile central

Quantification of tolerance to copper and sulphate in two woody species of central Chile

ROSANNA GINOCCHIO

Departamento de Ecologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile,
Casilla 1 14-D Santiago, Chile. E-mail: erginocc@genes.bio.puc.cl

RESUMEN

El aumento de elementos quimicos téxicos en los suelos de los ambientes terrestres debido a actividades humanas se estd
volviendo cada vez mds importante cn el mundo. En Chile, la industria minera del cobre ha liberado al ambiente grandes
volimenes de desechos sélidos (relaves), ricos en metales pesados y sales, entre las Regiones III y VII, generando problemas
muy importantes de contaminacion del suelo. Estos desechos, acumulados en grandes embalses, son altamente desfavorables
para la vida vegetal debido a las altas concentraciones de metales pesados, principalmente de cobre, y de sales sulfatadas.
Estudios realizados en diversas partes del mundo indican que algunas especies vegetales son capaces de colonizar y de
establecerse naturalmente en estas dreas, debido a su gran tolerancia al exceso de estos elementos en el ambiente. Como en
nuestro pafs no se dispone de informacién que permita determinar qué especies nativas podrian ser tolerantes a este tipo de
estrés ambiental, en este trabajo se cuantificé la capacidad de germinacién y sobrevivencia de pldntulas de dos especies lefiosas
colonizadoras nativas de Chile central (Senna candoliana y Trevoa trinervis), en sustratos con concentraciones crecientes de
iones cobre y sulfato, por medio de experimentos de laboratorio. Los resultados indican que S. candoliana seria una especie
lefiosa mads tolerante que 7. trinervis a concentraciones elevadas de iones cobre y sulfato en el sustrato, debido a que: (1) la
germinacion de T. trinervis se redujo 5 veces mds que la de S. candoliana con un aumento en la concentracién de tones cobre,
(2) la mortalidad de las pldntulas fue 2 veces mds alta en 7. trinervis que en §. candoliuna, al aumentar la dosis de iones cobre
y fue S veces mayor al aumentar la dosis de iones sulfato, sobreviviendo un porcentaje muy bajo de las plantulas de T. tri-
nervis, y (3) aunque el crecimiento radical se vio reducido en las plantulas de S. candoliana expuestas a concentraciones altas
de iones cobre, el vdstago fue capaz de crecer normalmente.
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ABSTRACT

Increase of toxic chemical compounds in soils due to human activities is becoming very important in the world. In Chile, mine
copper industry has released to the environment a big amount of solid wastes (tailings) containing high concentrations of
metals and salts from II1th to VIIth political Regions, generating important soil contamination problems. Copper mine tailings
are disposed in large dams and they are very unfavorable to plant life because of their high contents of heavy metals, mainly
copper, and sulphate salts. Studies done in several abandoned copper mine spoils through the world have shown that some
plant species are able to colonize and establish in this areas, because of their high tolerance to toxic levels of these elements in
the environment. As we do not have enough information about tolerance of Chilean native plant species to this environmental
stress, in this paper 1 quantified, through laboratory experiments, germination capacity and seedling survival of two native
pioner woody species from central Chile (Senna candoliana and Trevoa trinervis), in sustrates having increasing
concentrations of copper and sulphate ions. Results showed that S. candoliana may be more tolerant to high concentrations of
copper and sulphate ions than 7. frinervis, because: (1) in T. trinervis germination was reduced 5 times more than in S.
candoliana with increased copper ion concentrations, (2) scedling mortality was 2 times higher in T. trinervis than in S.
candoliana with increased copper ion concentrations and 5 times higher with increased sulphate ion concentrations, leading to
a low seedling survival percentage in T. trinervis, and (3) although root growth was reduced in seedlings of S. candoliana
grown in high copper ion concentrations, shoot growth did not show important effects.

Key words: stress, toxicity, revegetation, mine-spoils, matorral.

INTRODUCCION nicos), o un origen antrépico, representado

por diversas actividades industriales (Ban-

Aunque el exceso de elementos minerales  nister 1976), actualmente el aumento de ele-
en el suelo de un ambiente determinado pue-  mentos téxicos en los sustratos debido a ac-
de tener un origen natural, de tipo geolégico  tividades humanas se estd volviendo cada
o bidtico (acumulacién de desechos orgd-  vez mds importante, por la rapidez con que
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se liberan grandes volimenes de éstos al am-
biente.

De todas las actividades industriales, la
minerfa metdlica ha sido una de las mas con-
taminantes y una de las mas perjudiciales
para el medio ambiente (Bradshaw 1983), ya
que genera un gran volumen de desechos sé-
lidos (lamas y/o arenas de relave) a partir de
los procesos de concentracién del mineral
(Daubenmire 1974, Reith 1986), los cuales
son acumulados en forma permanente en
grandes embalses (Ellis 1989). Las lamas y/o
arenas de relave estdn constituidas por mate-
rial particulado rico en elementos téxicos,
como son los metales pesados (Cu, Pb, Zn,
Hg) y las sales (Benhnke 1976, Bradshaw
1983, Marshal 1982), lo que las hace alta-
mente contaminantes. Ademas, se caracteri-
zan por carecer de estructura, por poseer una
textura arenosa-limosa y por contener muy
poca materia organica {Benhke 1976, Bell &
Ungar 1981, Marshal 1982, Bradshaw 1983,
Reith 1986, Ashby 1987, Baig 1992).

La ausencia completa de suelo y el desba-
lance de nutrientes (altas concentraciones de
metales pesados y bajo contenido de materia
orgénica), a menudo combinado con un pH
muy bajo, hacen de las arenas de relave un
sustrato altamente desfavorable para la vida
vegetal (Dean et al. 1973, Daubenmire 1974,
Baudo 1987, Davies 1987, Eijsackers 1987,
Larcher 1995), limitando el establecimiento
de las plantulas y el crecimiento de la mayo-
ria de las especies vegetales (Bradshaw &
Chadwick 1980, Bradshaw 1983, Larcher
1995). Sin embargo, estudios realizados en
desechos sélidos generados por diversos ti-
pos de minerfa, en distintas partes del mun-
do, han descrito la ocurrencia de procesos
muy lentos de revegetacién natural, indican-
do que algunas especies vegetales son capa-
ces de colonizar y de establecerse en estas
areas (Antonovics 1975, Bradshaw 1975,
Jonescu 1979, Gibson 1982, Johnson et al.
1982, Baig 1992). La presencia de estas es-
pecies vegetales se explicaria por la toleran-
cia constitutiva a concentraciones altas de
metales pesados (McNaughton et al. 1974,
Fiedler 1985) o por la seleccién de ecotipos
tolerantes (Bradshaw 1975, Antonovics
1975, Bradshaw 1984, Baker 1987).

Chile es uno de los paises mineros mds
importantes del mundo, concentrandose esta

actividad en las zonas norte y central del pais
(Toledo & Zapater 1989). Estudios realiza-
dos por la Comisién Nacional de Medio Am-
biente (CONAMA) han determinado que los
problemas de contaminacién del suelo gene-
rados por los embalses de relaves de las acti-
vidades mineras constituyen variables muy
importantes, incluso a nivel regional, particu-
larmente entre la III y VII Regién del pais
(Espinoza et al. 1991a-f). En esta drea exis-
ten aproximadamente 655 embalses de rela-
ves, encontrdndose la mayoria de ellos en
desuso (Sernageomin 1989, 1990a, 1990b).
Aunque la superficie total ocupada por los
embalses es extremadamente pequeiia en re-
lacién a la superficie aproximada de estas 5
regiones (192.107 ha versus 186.887 Km?),
su impacto ambiental como focos de conta-
minacién de metales pesados y de algunas
sales ha sido muy grande, debido a los proce-
sos de erosion edlica, arrastre de material por
lluvias intensas, derrumbes provocados por
fuertes sismos y por su estabilidad estdtica
deficiente (Sernageomin 1989, 1990a,
1990b). La formacién de una cubierta vegetal
sobre estos sustratos, ya sea a través de la
revegetaciéon natural por procesos sucesio-
nales primarios o por la introduccién artifi-
cial de especies nativas, ayudaria en forma
efectiva a minimizar la potencialidad de los
problemas de contaminacién de los suelos, al
mejorar la estabilidad de los embalses y al
extraer los metales pesados concentrados en
el sustrato, acumuliandolos en su biomasa
(Leavitt et al. 1979, Baudo 1987).

En nuestro pafs, a pesar de que los proble-
mas de contaminacién del suelo generados
por los embalses de relaves de las activida-
des mineras constituyen variables muy im-
portantes en la mayor parte del territorio nor-
te-central, alin son muy escasos los estudios
en los que se ha intentado determinar el efec-
to que este tipo de contaminacidén tendria en
el crecimiento, sobrevivencia y reproduccién
de las especies vegetales nativas (ej: Gutié-
rrez & Hoffmann 1991). Por ello, el objetivo
de este trabajo fue determinar el efecto de
diferentes concentraciones de iones cobre y
sulfato en el sustrato sobre la capacidad de
germinacién, sobrevivencia y crecimiento
de tallos y raices de dos especies arbustivas
nativas colonizadoras del matorral de Chile
central (Senna candoliana y Trevoa
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trinervis), a través de experimentos de labo-
ratorio.

Los resultados de investigaciones de este
tipo permitirdn detectar especies nativas tole-
rantes a condiciones de estrés ambiental por
toxicidad de metales pesados y sales, las que,
al ser utilizadas en programas de revegeta-
cién, serdn capaces de establecerse, crecer y
reproducirse normalmente en los embalses
de desechos mineros abandonados de la zona
norte-central de nuestro pais, reduciendo en
el futuro los problemas de contaminacién del
suelo generados por la gran mineria.

MATERIALES Y METODOS
Especies en estudio

Se eligié Senna candoliana (quebracho) y
Trevoa trinervis (tebo) por su uso potencial
en programas de recuperacién de embalses
de relaves, debido a que constituyen especies
sucesionales tempranas en los ambientes na-
turales de la zona central de Chile (Donoso
1978, Armesto & Pickett 1985), estian adap-
tadas a condiciones de sequia extrema (Hoff-
man 1989, Montenegro et al. 1989), son es-
pecies capaces de fijar nitrégeno (Donoso
1978, Rundel & Neel 1978) y S. candoliana
serfa capaz de mantener un porcentaje alto
de germinacién y de sobrevivir al ser planta-
da en tranques de relave de minas de cobre
(Gutiérrez & Hoffmann 1991).

Ensayos de germinacion

Semillas de ambas especies fueron sometidas
a tratamientos pregerminativos segin Cabe-
lto (1990), estimada su viabilidad por el mé-
todo del cloruro de 2, 3, 5 trifenil tetrazolio y
colocadas sobre un sustrato esterilizado de
vermiculita-arena (1:1), contenido en bolsas
negras de 22 x 22 cm. Se sembraron 20 semi-
llas de cada especie por bolsa, las que se co-
locaron aleatoriamente en un fitotrén con
condiciones controladas de fotoperiodo (14
horas luz) y temperatura (25° C). Se aplica-
ron tres tratamientos (iones cobre, iones sul-
fato y ambos), con cuatro dosis cada uno, por
triplicado, utilizando la solucién nutritiva
Hoagland completa (Hoagland 1948), suple-
mentada con Cu(NO,), como fuente de Cu**

y K,SO, como fuente de SO,* (Tabla 1),
cuidando de mantener el pH de las solucio-
nes en aproximadamente 6,5. Las dosis utili-
zadas reflejaron el rango de concentraciones
posibles de encontrar en los suelos de la zona
norte-central de Chile, desde niveles norma-
les (solucién nutritiva Hoagland completa) a
los niveles de toxicidad presentes en los re-
laves abandonados de minas de cobre, donde
se ha medido hasta 2.000 ppm de cobre
(Freedman & Hutchinson 1980, Humphreys
& Nicholls 1984, Borgegard 1989, Gutiérrez
& Hoffmann 1991) y 3.300 ppm de sulfatos
(Gutiérrez & Hoffmann 1991).

Las bolsas fueron regadas cada 2 dfas con
125 ml de las soluciones nutritivas experi-
mentales respectivas, lavando cada 7 dias
con agua destilada. Cada 2 dias se registré el
nimero de semillas germinadas por bolsa y
el nimero de plantulas que murid, hasta que
no se registré nuevas germinaciones (45
dias). Se calculd el nimero promedio de dias
para germinar como el promedio ponderado
de! nimero de semillas germinadas en cada
una de las fechas controladas, hasta que no
se observé mas germinaciones.

Debido a los bajos n experimentales utili-
zados (20 semillas por bolsa) existid una
gran complejidad en las variables respuestas

TABLA |

Contenido de iones cobre y sulfato en los
diferentes tratamientos experimentales utilizados.
SNHC: solucién nutritiva Hoagland completa
Copper and sulphate ionic contents in different

experimental treatments done. SNHC: Hoagland
complete nutritive solution

Tratamiento Contenido de iones
Cobre
1 SNHC
2 SNHC + 0,5 ppm Cu?*
3 SNHC + 50 ppm Cu?*
4 SNHC + 200 ppm Cu?*
Sulfato
i SNHC
2 SNHC + 800 ppm SO,
3 SNHC + 1.800 ppm SO,
4 SNHC + 2.800 ppm SO,*
Ambos
1 SNHC
2 SNHC + 0,5 ppm Cu®* + 800 ppm SO,*
3 SNHC + 50 ppm Cu?* + 1.800 ppm SO,?
4 SNHC + 200 ppm Cu?* + 2.800 ppm SO,?
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observadas dentro de cada tratamiento, por lo
que se realizaron pruebas estadisticas no para-
métricas utilizando el mimero total de semi-
llas germinadas como fraccién del total de se-
millas utilizadas en las tres réplicas (n = 60)
y el total de plantulas muertas como fraccién
del total de plantulas generadas por tratamien-
to. Se utilizé la prueba de los signos para de-
terminar diferencias en la magnitud de las
respuestas entre las dos especies estudiadas
para cada uno de los tratamientos, en cuanto
a frecuencia de germinacién y de mortalidad
y dias promedio para germinar (Steel &
Torrie 1985, Siegel & Castellan 1988). Se
calcularon coeficientes de correlacién de
Spearman para medir la correspondencia en-
tre la frecuencia de germinacién, el nimero
promedio de dias para germinar y la frecuen-
cia de mortalidad de las plantulas y las dis-
tintas dosis de iones cobre, sulfato y la com-
binacién de ellos (Siegel & Castellan 1988).

El andlisis estadistico de los datos se rea-
liz6 con el paquete estadistico Statistica para
windows (StatSoft 1993).

Ensayos con pldntulas

Al cabo de 45 dias, cuando no se observé un
aumento en el ndmero de semillas germina-
das por bolsa, se dej6 sélo 4 plantulas de S.
candoliana por bolsa, siendo trasladadas y
colocadas aleatoriamente en un invernadero
con las mismas condiciones del fitotrén. No
se realizaron ensayos con plantulas de Tre-
voa trinervis por los bajos porcentajes de
germinacién obtenidos. Luego de ser trasla-
dadas a invernadero, se siguié regando las
bolsas cada 2 dias con 200 ml de las solucio-
nes de tratamiento correspondientes, con la-
vados de agua destilada cada 7 dias, durante
3 meses. Al cabo de este tiempo se removie-
ron todas las plantulas y las raices fueron la-
vadas con agua destilada para eliminar el
sustrato adherido a ellas. El follaje de una de
las plantulas fue utilizado para determinar el
contenido total de clorofila segiin el método
descrito por Harbone (1973). A las 3 plantu-
las restantes se les midié la longitud del tallo
y de la raiz principal, parimetros que perrni-
tieron calcular Indices de Tolerancia (IT) de
estas estructuras a distintas concentraciones
de cobre y de sulfato, calculados, segiin Ba-
ker (1984), como:

Longitud estructura Dosis X
IT = - - - 100
Longitud estructura Dosis 1

Luego de ser medido, cada individuo fue
separado en tallo y raiz, secado en estufa a
50° C por 72 h, con el fin de determinar la
biomasa (peso seco) de las distintas estructu-
ras. A partir de los datos de biomasa se cal-
culé la proporcién raiz/véstago para cada in-
dividuo.

Se realizaron andlisis estadisticos ANDE-
VA unifactoriales para probar, por separado,
las variables respuesta, contenido total de
clorofila y biomasa de los vastagos y de las
rafces (Steel & Torrie 1985). Los factores in-
cluidos en los modelos lineales aleatorios
fueron: cobre, con cuatro niveles o dosis, sul-
fato, con cuatro niveles y ambos iones, con
cuatro niveles. En ambos casos se utilizé la
prueba a posteriori de Tukey (Steel & Torrie,
1985). Se utilizé la prueba de x? de Bondad
de Ajuste para probar significancia en la to-
lerancia de los vastagos y de las raices a los
distintos tratamientos (Siegel & Castellan
1988).

RESULTADOS
Ensayos de germinacion

La frecuencia de germinacién fue mayor en
Senna candoliana que en Trevoa trinervis,
para todos los tratamientos (prueba de los
signos, z = 1,5; p = 0,133614, para los 3 trata-
mientos, Figura 1), a pesar de que la viabili-
dad de las semillas fue similar en ambas es-
pecies (52,5% y 57,5% para S. candoliana y
T. trinervis, respectivamente). Las frecuen-
cias de germinacién de S. candoliana para
las dosis 1 de todos los tratamientos (56%,
en todos los casos; ver Figura 1) se corres-
pondieron con el porcentaje de viabilidad de-
terminado para esta especies (52,5%), mien-
tras que éstas fueron menores en T. trinervis
(13% en todos los casos, segiin Figura 1,
versus 57,5%), lo que indicaria que existe al-
giin mecanismo de latencia en T. trinervis,
que no fue suprimido por el tratamiento pre-
germinativo aplicado a las semillas antes de
su siembra.

Al calcular las correlaciones ordenadas
por rango de Spearman, se observé una co-
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Fig. 1: Porcentaje total de germinacién acumula-
da para semillas de Senna candoliana y Trevoa
trinervis bajo distintos tratamientos experimen-
tales.

Total accumulated germination percentage for Senna

candoliana and Trevoa trinervis seeds under different exper-
imental treatments.

rrelacién negativa significativa entre la fre-
cuencia de germinacién y la dosis de iones
cobre tanto en S. candoliana como en T.
trinervis (rs = -0,95; p = 0,050317, ambas),
disminuyendo en un 77% en T. trinervis y en
un 21% en S. candoliana, al considerar s-
6lo las dosis 1 y 4 (Figura 1). También se
detecté una correlacidén negativa significati-
va entre la frecuencia de germinacién y la do-
sis de iones sulfato en T. trinervis (rs = -1,0,
p < 0,0001). No hubo correlaciones significa-
tivas entre la frecuencia de germinacién y la
dosis de iones sulfato en S. candoliana (rs =
-0,78; p = 0,2254) y entre el porcentaje de
germinacién y la dosis de ambos iones en
T. trinervis (rs = -0,63; p = 0,3675) y en S.
candoliana (rs = —0,80; p = 0,200), lo que

indica que la frecuencia de germinacién fue
independiente de la dosis.

No se encontraron correlaciones significa-
tivas entre el nimero promedio de dias para
germinar y la dosis, para ninguno de los tra-
tamientos, en ambas especies (cobre: rs =
0,40 y p = 0,60000 S. candoliana, rs = 0,74
y p = 0,26213 T. trinervis; sulfato: rs = 0,95
y p = 0,051317 S. candoliana, rs = 0,40 y p
0,60000 T. trinervis, ambos: 1s = -0,40 y p
0,60000 las dos especies; Figura 2). Sin
embargo, las semillas de T. trinervis demora-
ron mas tiempo en germinar que las de S.
candoliana (prueba de los signos, cobre y
ambos: z = 0,5 y p = 0,61708; sulfato: z =
1,5y p=0,133614).

Se observé una correlacién positiva signi-
ficativa entre la frecuencia de mortalidad y
la dosis de iones cobre en ambas especies
(rs = 1,0; p < 0,0001 en ambos casos; Figura
3), aumentando un 168% en T. trinervis y un
83% en S. candoliana, considerando sélo las
dosis 1 y 4. También se detectd una correla-
cién positiva significativa con la dosis de

Tiempo Promedio (dias)

Tiempo Promedio (dias)

‘ 1 Cobre

Fig. 2: Tiempo promedio para germinar de las
semillas de Senna candoliana (A) y Trevoa
trinervis (B) bajo los distintos tratamientos expe-
rimentales.

Mean time to germinate for Senna candoliana (A) and Tre-

voa trinervis (B) seeds under different experimental
treatments.



FS

Mortalidad Total (%)

Mortalidad Total (%)

Mortalidad Total (%)

Dosis

‘ {1 S. candoliana

Fig. 3: Porcentaje total de mortalidad acumulada
para plantulas recién generadas de Senna cando-
liana y Trevoa trinervis bajo diferentes trata-
mientos experimentales.

Total accumulated mortality percentage for recently generated
seedlings of Senna candoliana and Trevoa trinervis under
different experimental treatments.

sulfato en ambas especies (rs = 0,95, p < 0,05
en ambos casos), aumentando un 300% en T.
trinervis y en 61% en S. candoliana, conside-
rando sélo las dosis 1 y 4 (Figura 3). No se
encontraron correlaciones significativas entre
la frecuencia de mortalidad y la dosis de iones
sulfato en S. candoliana y entre la frecuencia
de mortalidad y la dosis de ambos iones en
las dos especies analizadas, aunque las fre-
cuencias de mortalidad fueron mayores en 7.
trinervis que en S. candoliana (prueba de los
signos, cobre: z = 0,5 y p = 0,617075; sulfato
y ambos: z= 1,5y p =0,133614; Figura 3).

Ensayos con pldntulas de Senna candoliana

No se detectaron diferencias significativas en
el contenido total de clorofila para ninguno

18 GINOCCHIO

de los factores (Tabla 2; Figura 4), sugirien-
do que el vistago de las plantulas sometidas
a los distintos tratamientos no vio alterada su
funcién fotosintética a nivel de los pigmen-
tos. No se observé clorosis en las hojas de
las plantulas de los distintos tratamientos, las
que presentaron una coloracién verde normal
en comparacién con la dosis 1 de los trata-
mientos.

La tolerancia de los vastagos, reflejada a
través de los indices de tolerancia, no fue
afectada significativamente por ninguno de
los tratamientos (> Bondad de ajuste, cobre:
X2(0,05; ) = 0,09; sulfato: X2(0,05;3) = 3,78; am-
bos: ¥ 0053 = 1,47), mientras que la de las
raices fue afectada significativamente por to-
dos los factores (y* Bondad de Ajuste, cobre:
X005z = 10,91; sulfato: x20cp = 8,49
ambos: x2(0 0s:3) = 9,07; Tabla 3). Aumentos
en la dosis de cobre disminuyeron los indices
de tolerancia de las raices, mientras que la
dosis de sulfato y ambos iones juntos, au-
mentaron los indices o se mantuvieron en el
100% (Tabla 3). En general, las concentra-
ciones intermedias de iones sulfato y de la
mezcla de ambos iones (dosis 2 y 3) mostra-

35
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Clorofila Total (mg/l)
o
[

10 +

Dosis
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Fig. 4: Concentracién de clorofila total en hojas
de plantulas de Senna candoliana sometidas a
distintos tratamientos experimentales (X + e.e.).

Total clorophyll concentration in seedlings leaves of Senna

candoliana under different experimental treatments (X +
s.e.).
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TABLA 2

Tabla ANDEVA para la variable respuesta contenido total de clorofila para los tratamientos en estudio

ANOVA table for response variable total chlorophyll content for the treatment variables under study

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F P
Variacién de libertad Cuadrados Medio
Cobre 3 132,66 44,22 2,63 0,0785
Sulfato 3 41,30 13,77 0,82 0,4992
Ambos lones 3 110,59 36,86 2,19 0,1209
Error 20 336,72 16,83

TABLA 3

Indices de tolerancia de las raices y de los vdstagos, biomasa radical (peso seco),
biomasa del véstago (peso seco) y proporcién rafz/vastago en plantulas de Senna candoliana
sometidas a los distintos tratamientos experimentales (X * EE). Letras diferentes dentro
de cada tratamiento indican diferencias significativas, segin prueba ANDEVA

Tolerance indexes of root and shoot, root biomass (dry weight), shoot biomass (dry weight)
and root/shoot proportion in Senna candoliana seedlings under different experimental treatments (X £ SE.).
Different letter indicate significant differences inside each treatment, as ANOVA test indicated

Indice Tolerancia
Vistago (%)

Indice Tolerancia
Raices (%)

Tratamiento

Biomasa Radical

Proporcién
Rafz/Viastago

Biomasa Vastago
(g (&

Cobre
1 100 100 0.10£0.013a 0.46 £ 0.090 a 0.23£0.015a
2 79+ 118 102+6.8 0.10£0.012a 0.50+0.019 a 0.19+£0.023a
3 105 £15.6 99+ 6.5 0.08+0.013a 0.47+0.073a 0.18 £ 0.006 a
4 75+ 13.7 98+ 5.8 0.04+0.022 b 0.30+0.127 a 0.18+0.025a
Sulfato
1 100 100 0.10+£0.013a 0.46 + 0.090 a 0.23+0.015a
2 87+21.5 97+113 0.09+0.024a 0.43+0.115a 0.20£0.018a
3 126 £11.0 112£9.0 0.14+0.009 b 0.63+0.019b 0.23+£0.017a
4 98+ 17.9 85+9.1 0.10£0.009 a 0.42+0.043 a 0.24+0.038a
Ambos
I 100 100 0.10£0.013a 0.46 + 0.090 a 0.23+0.015a
2 1214132 107+7.9 0.13+£0.018 a 0.54+0.085a 0.25+0.013a
3 121+ 125 107+6.4 0.14+0.022a 0.55+0.078 a 0.26+0.019a
4 105+ 143 93+ 8.8 0.10+£0.015a 0.46 + 0.064 a 0.21+0.009 a
ron los valores de tolerancia mas altos en DISCUSION

ambas estructuras, sobre el 100% (Tabla 3).

La Tabla 3 muestra que la biomasa radical
s6lo disminuy6 significativamente con la do-
sis mds alta de iones cobre, dosis 4 (Tabla 4),
no siendo afectada la biomasa del vistago
por este factor (Tabla 5). La dosis 3 del fac-
tor sulfato aument$ significativamente la
biomasa de la raiz y vastago de las plantulas
(Tablas 4 y 5). La presencia de ambos iones
en forma simultdnea no afectd significativa-
mente la biomasa de la raiz ni del véstago de
las plantulas (Tablas 4 y 5).

La proporcién raiz/vastago no fue afectada
significativamente por los factores cobre,
sulfato y ambos iones (Tablas 2 y 6).

Tanto el cobre como el azufre constituyen
elementos esenciales para las plantas, pero
concentraciones elevadas de éstos se vuelven
téxicas para ellas (Marschner 1986, Baker
1987, Baker & Walker 1989, Ferniandez &
Henriques 1991, Davies 1992, Larcher
1995). En suelos normales, no contaminados,
el contenido total de cobre es usualmente
bajo, de 2 a 100 ppm y el de sulfato es de 50
ppm (Marschner 1986, Larcher 1995), ha-
biéndose detectado contenidos de hasta 2.000
ppm de cobre (Freedman & Hutchinson
1980, Humphreys & Nicholls 1984, Borge-
gard 1989, Gutiérrez & Hoffmann 1991) y de
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TABLA 4

Tabla ANDEVA para la variable respuesta biomasa radical para los tratamientos en estudio

ANOVA table for response variable root biomass for the treatment variables under study

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F P
Variacién de libertad Cuadrados Medio
Cobre 3 0,024 0,008 4,01 0,0103
Sulfato 3 0,048 0,016 8,03 0,0001
Ambos lones 3 0.008 0,003 1,28 0,2854
Error 80 0,159 0,002

TABLA 5

Tabla ANDEVA para la variable respuesta biomasa del vdstago para los tratamientos en estudio

ANOVA table for response variable shoot biomass for the treatment variables under study

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F P
Variacién de libertad Cuadrados Medio
Cobre 3 0,220 0,073 2,14 0,1020
Sulfato 3 0,328 0,109 3,19 0,0280
Ambos Iones 3 0,092 0,030 0,90 0,4454
Error 80 2,740 0,034

TABLA 6

Tabla ANDEVA para la variable respuesta proporcién raiz/vdstago para los tratamientos en estudio

ANOVA table for response variable root/shoot proportion for the treatment variables under study

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F P
Variacién de libertad Cuadrados Medio

Cobre 3 0,009 0,003 0,70 0,5536
Sulfato 3 0,032 0,011 2,61 0,0574
Ambos lones 3 0,030 0,010 2,46 0,0687
Error 80 0,329 0,004

hasta 3.300 ppm de sulfatos (Gutiérrez &
Hoffmann 1991) en relaves de minas de co-
bre. Todas las plantas responden a los aumen-
tos en las concentraciones de estos elementos
en su ambiente inmediato. Sin embargo, la
naturaleza, magnitud y direccién de estas
respuestas dependerdn de la sensibilidad del
individuo, la intensidad de la exposicién, el
elemento involucrado y la forma en la cual
esta presente (Baker & Walker 1989).

En general, las plantas son mas sensibles a
la toxicidad por cobre que por sulfato, mos-
trando una sensibilidad diferencial al incre-
mento en las concentraciones de distintos
elementos en el sustrato, reflejada a través
de alteraciones en la germinacién y sobrevi-
vencia de las plantulas y en el crecimiento,
morfologia y coloracién de los vastagos y de

las raices (Ferndndez & Henriques 1991). De
acuerdo con Sandmann & Boger (1980) y
Lindon & Henriques (1991), el estrés por to-
xicidad de cobre provoca una disminucién
de la clorofila, por una disminucién en su
biosintesis lo que se traduce en una colora-
cién amarilla, distribuida uniformemente a
nivel de la hoja (Woolhouse 1983, Fernandez
& Henriques 1991). Experimentos con plan-
tulas de diversas especies vegetales, en los
que se ha adicionado concentraciones cre-
cientes de iones cobre, han resultado en clo-
rosis cada vez mds marcada en las hojas de
las especies sensibles (Heale & Ormrod
1983, Ouzounidou 1994). Sin embargo, mis
resultados no muestran diferencias stgnifi-
cativas en el contenido total de clorofila en
las hojas de S. candoliana con incrementos
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en la concentracién de cobre, lo que sugiere
que esta especie seria capaz de tolerar nive-
les elevados de este metal en el sustrato, sin
ver alterados los pigmentos del aparato
fotosintetizador. Sin embargo, este es un sin-
toma de caracter secundario, que ocurre en
una etapa tardia de la alteracion de la planta,
cuando las barreras primarias de exclusién o
de compartimentalizacién del cobre en otros
6rganos han sido destruidas (Marschner
1986).

Los tratamientos con dosis experimenta-
les crecientes de sulfatos, desde 515 ppm a
3.315 ppm, aumentaron la productividad de
las plantulas de S. candolinana, tanto del
véstago como de la raiz, indicando que los
niveles elevados de sulfato tendrian un efecto
fertilizante al estimular el crecimiento vege-
tativo. Las dosis de sulfato aumentaron o no
afectaron la productividad de las plantulas,
por lo que las concentraciones experimenta-
les utilizadas en este trabajo no pueden ser
consideradas como téxicas. Un ion es consi-
derado t6xico sélo cuando es capaz de inhibir
el crecimiento vegetativo (Bannister 1976).

Concentraciones crecientes de cobre afec-
tan rapidamente la productividad de las plén-
tulas, disminuyendo el peso seco y la altura
de éstas, siendo esta respuesta mucho mas
marcada en las especies sensibles que en las
tolerantes (Baker et al. 1983, Chambers &
Sidle 1991, Ferndndez & Henriques 1991).
Por ejemplo, plantulas de maiz, tomate, le-
chuga, rabano y repollo tratadas con concen-
traciones de cobre menores de 5 ppm ya
muestran una inhibicién severa del creci-
miento radical (Dhillon et al. 1983, Heale &
Ormrod 1983) y plantulas de algunas espe-
cies lefiosas ven disminuido su peso seco al
incrementar las concentraciones de este ele-
mento (Heale & Ormrod 1983), mientras que
Haumaniastrum katangese y Silene cobalti-
cola, las “flores de cobre” de Zaire, son ca-
paces de crecer normalmente cuando la con-
centracién de cobre en los tejidos alcanza a
1.000 ppm (Malaisse & Brooks 1982, Baker
et al. 1983). En el caso de las plantulas de S.
candoliana, el crecimiento radical sélo se vio
reducido en forma importante con dosis ex-
perimentales de 200 ppm de cobre (60% en
comparacién con la dosis 1 que contenia sélo
0,000025 ppm de cobre), no siendo afectada
la productividad del vastago, lo que indicaria

que esta especie serfa capaz de tolerar nive-
les bastante elevados de cobre en el sustrato.
La respuesta diferencial detectada en el cre-
cimiento de las estructuras vegetativas de S.
candoliana, siendo siempre las raices inhi-
bidas en forma méas marcada que el vastago,
ha sido descrita ampliamente en la literatu-
ra (ej.: Heale & Ormrod 1983, Woolhouse
1983, Baker 1987, Borgegard & Rydin
1989). Este fenémeno se deberia a que las
raices son las estructuras vegetales que estin
en contacto directo con el exceso de cobre en
el sustrato, siendo este ion incorporado y re-
tenido en las raices, con una translocacion
muy restringida hacia las estructuras vegeta-
les aéreas (Bajer et al. 1994),

Cuando los iones cobre y sulfato se en-
cuentran simultineamente en concentracio-
nes crecientes en las soluciones experimenta-
les, el efecto inhibitorio de los iones cobre
sobre la productividad de las raices de las
plantulas de §. candoliana serfa compensado
por el efecto positivo de los iones sulfato so-
bre este pardmetro, de forma tal que la pro-
ductividad de estas estructuras vegetativas
no resulta afectada significativamente. Esta
compensacién permitiria una mayor toleran-
cia de las pldntulas de esta especie en aque-
llos ambientes con concentraciones elevadas
de ambos sustratos en el suelo, como se ha
descrito en algunos tranques de relaves aban-
donados de minas de cobre (Gutiérrez &
Hoffmann 1991).

 Las semillas de algunas especies, tales
como el tomate, lechuga, rdbano y repollo,
expuestas a concentraciones elevadas de al-
gunos elementos muestran germinaciones
adecuadas dentro de un periodo de tiempo
aceptable (Whitby & Hutchinson 1974, Jor-
dan 1975), mientras que las de otras espe-
cies, tales como Pinus banksiana, Acer gin-
nala, Betula papyrifera, Picea abies y espe-
cies del género Silene, entre otras, presentan
retrasos o inhibicién de la germinacién, lo
que depende del grado de sensibilidad de la
especie (Fessenden et al. 1973, Nielson &
Poterson 1973, Baker et al. 1983, Heale &
Ormrod 1983). Esta misma variacién de res-
puestas en la frecuencia de germinacién la
observé en las dos especies lefiosas analiza-
das, siendo la germinacién de T. trinervis re-
ducida 5 veces mds que la de S. candoliana,
con el aumento en la concentracién de iones
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cobre, aunque la potencialidad de germina-
cién de ambas especies es similar, segin lo
indicado por los porcentajes de viabilidad de
las semillas.

El retraso en la germinacién no necesaria-
mente es un indicio de carencia de tolerancia
a algin elemento, pero la mortalidad de las
plantulas tendrfa mayor importancia cuando
se considera el éxito en el establecimiento de
las plantulas en ambientes con concentracio-
nes elevadas de ciertos elementos. Aunque se
ha detectado diferencias en la tolerancia indi-
vidual a partir de ensayos de germinacién, se
ha encontrado que el porcentaje de sobrevi-
vencia es una medida mads ttil del rendimien-
to, dado que muchas plantulas que germinan
exitosamente no son capaces de sobrevivir
(Baker 1989, Baker & Walker 1989). Sin
embargo, este no fue el caso de S. cando-
liana, ya que tanto el porcentaje de germi-
nacién y el de sobrevivencia de las plantulas
no disminuyé significativamente. En el caso
de T. trinervis, dado que la mortalidad de las
plantulas generadas fue dos veces mas alta
que en S. candoliana al aumentar la dosis de
iones cobre y cinco veces mayor al aumentar
la dosis de iones sulfato, sobreviviendo un
porcentaje muy bajo de las plantulas, no
pude determinar si las pocas plantulas gene-
radas eran capaces de tolerar niveles eleva-
dos de estos elementos durante un perfodo de
tiempo prolongado.

La extrapolacién de los experimentos de
laboratorio a la naturaleza involucra muchas
incertezas. Sin embargo, resulta interesante
destacar las diferencias interespecificas e
intraespecifica frente a tratamientos experi-
mentales, como un primer paso para com-
prender las respuestas de las plantas a la con-
taminacién en ambientes naturales. En este
trabajo encontré no sélo diferencias en las
respuestas interespecificas a incrementos en
las concentraciones de iones cobre y sulfato,
sino que también fue evidente la gran varia-
bilidad intraespecifica de respuesta mostrada
por ambas especies lefiosas (datos no mostra-
dos). Otros autores también han detectado
una gran variabilidad dentro de cada trata-
miento (Jowett 1964, Gregory & Bradshaw
1965, Hill 1983). Aunque la gran variabili-
dad detectada en las respuestas a un mismo
tratamiento entre las semillas y las plantu-
las individuales indica que se requiere una

replicacién adecuada en los disefios experi-
mentales. Hill (1983) encontré que, a pesar
de utilizar una replicabilidad adecuada, la
alta variabilidad atin permanecia, probable-
mente por las diferencias en el estatus de
crecimiento fisiolégico de las plantas indivi-
duales. Este alto grado de variabilidad intra-
especifica detectado en las especies vegetales
seria, sin embargo, la base sobre la cual nive-
les elevados de metales pesados y de otras
sustancias en el ambiente, podrian actuar
como una fuerza poderosa de seleccién en las
poblaciones naturales, llevando a una selec-
cién direccional de los genotipos tolerantes
(Bradshaw 1983, Baker 1987, Baker &
Walker 1989).

Es claro, entonces, que existen excepcio-
nes a los efectos generales de reduccién en la
germinacidn, crecimiento y desarrollo de las
semillas y pldntulas con niveles téxicos de
cobre en el sustrato, tanto a nivel especifico
como individual, siendo estas especies e in-
dividuos de mucha importancia para la recu-
peracién de dreas altamente contaminadas,
tales como los embalses de relaves.
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