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RESUMEN

Oenothera picensis Phil. subsp. picensis puede crecer en suelos contaminados por cobre proveniente de una fundicion de
metal en Chile central, y presenta caracteristicas que la hacen candidata para procesos de fitorremediacion. Para conocer
la tolerancia real y capacidad de extraccion de cobre, y si ello ocurre solo en la poblacion expuesta, se realizaron ensayos
hidroponicos utilizando dos poblaciones de O. picensis, provenientes de los sectores Los Maitenes y Maitencillo, areas
con concentraciones altas y normales de Cu en el suelo, respectivamente. Las plantas fueron expuestas a concentraciones
de cobre entre 0 y 0,16 mM en la solucion, por un periodo de 1 mes. Las plantas mostraron sintomas de toxicidad a una
concentracion de 0,04 mM de Cu en la solucion, sin diferencias significativas en la tolerancia de ambas poblaciones. Las
concentraciones de cobre foliar observadas en O. picensis alcanzaron un maximo de 1660+£857 mg kg'!, en el tratamiento
de 0,16 mM de Cu en la solucion. Sin embargo, en este tratamiento, la planta presentd severos sintomas de toxicidad. Por
lo tanto, no es posible clasificarla como una especie hiperacumuladora.

PALABRAS cLAVE: Hidroponia, toxicidad, fundicion de cobre, pardmetros de crecimiento, especie sensible.

ABSTRACT

Oenothera picensis Phil. subsp. picensis can grow in soils that have been contaminated with copper from the metal smelting
industry in central Chile, presenting characteristics that make it a candidate for phytoremediation processes. In order to
know the real tolerance and capacity for copper extraction and to identify whether this characteristic is present solely
in the exposed population, a hydroponic test was carried out using two populations of O. picensis, originated from Los
Maitenes and Maitencillo, areas with high and normal Cu concentrations in the soil, respectively. The plants were exposed
to copper concentration in solution between 0 and 0.16 mM, for one month. The plants presented symptoms of toxicity
at 0.04 mM of Cu in the solution, without significant differences in the tolerance of both populations. The shoot copper
concentrations observed in O. picensis reached the maximum of 1660+857 mg kg™, in the treatment of 0.16 mM of Cu in
the solution. However, in this treatment, the plant presented severe toxicity symptoms. Thus, it is not possible to classify it
as a hyperaccumulating species.

Keyworbps: Hydroponic, toxicity, copper smelter, growth parameters, sensitive specie.

INTRODUCCION

Los suelos del Valle de Puchuncavi, en la zona costera
de Chile central, han sido expuestos a las emanaciones
provenientes del Complejo Industrial Ventanas desde
1964 (Folchi 2006). Actualmente, en los sitios aledafios al
complejo industrial, los suelos son dcidos, estan severamente
erosionados y contienen altas concentraciones de metales
(cobre, zinc, plomo y cadmio) y metaloides (arsénico)
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(Gonzalez & Berqvist 1986a, Gonzalez & Ite 1992,
Ginocchio et al. 2004). Estos sitios presentan baja riqueza
de especies, cobertura vegetal evidentemente disminuida
y pobre banco de semillas, en comparacion con sitios no
contaminados del Valle de Puchuncavi (Ginocchio 2000).
En los sitios acidos y metaliferos, solamente son capaces
de sobrevivir y reproducirse aquellas especies y poblaciones
vegetales que presentan resistencia a las condiciones adversas
del suelo (MacNair 1993, Whiting et al. 2002). Es probable
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por lo tanto, que dentro de la diversidad observada en sitios
metaliferos, algunas de estas especies pertenezcan al grupo
de las metaldfitas, es decir resisten la toxicidad mediante
diversos mecanismos celulares (Whiting ez al. 2004). Existen
tres categorias dentro de este grupo de plantas, las metalofitas
obligadas, endémicas de los sitios metaliferos (generalmente
vetas de mineral) con una distribucion geografica restringida
(Baker & Brooks 1989); las “metalofitas facultativas”
desarrolladas sélo en presencia de un metal especifico en el
suelo, y las pseudometalofitas, cuya tolerancia no depende
de la presencia del metal (Baker et al. 2010).

La fitorremediacion es una técnica que utiliza el
cultivo de plantas metalofitas in situ para remover los
metales del suelo (fitoextraccion) o estabilizarlos en éste
(fitoestabilizacion). Gonzalez et al. (2008) realizaron una
prospeccion de especies potencialmente metalofitas para ser
utilizadas en procesos de fitorremediacion de cobre en el
sector Los Maitenes, 3 km al oriente del Complejo Industrial
Ventanas, localidad identificada como una de las mas
afectadas por la actividad del Complejo Industrial (Bruno
1992, De Gregori et al. 2000). La prospeccion permitid
identificar 22 especies, entre ellas destacé Oenothera
picensis Phil. subsp. picensis (tratada como Oenothera
affinis por Gonzalez et al. 2008; en adelante referida como
Oenothera picensis) por la mayor concentracion de cobre
acumulado en su biomasa aérea, con un promedio de 614 +
4,6 mg kg'!'. La especie es una hierba perenne, nativa, con
alta produccion de biomasa, resistente a la sequia y muy facil
de propagar (Matthei 1995); debido a estas caracteristicas,
tiene potencial para ser usada en procesos a gran escala de
fitoextraccion de cobre desde el suelo. Para comprobar la
real tolerancia y capacidad de acumulacion de cobre en
condiciones controladas, los ensayos hidroponicos surgen
como una herramienta eficiente debido a que permiten un
control efectivo de la disponibilidad de metales, ademas de
resultados rapidos y precisos (Giri & Patel 2012).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la tolerancia
al cobre y la capacidad de acumulacion de Cu en dos
poblaciones de Oenothera picensis, la primera situada en
un sitio expuesto histoéricamente a contaminacion cuprica

del Complejo Industrial Ventanas y otra proveniente de
un sitio no expuesto a dicha contaminacion. Ademas, se
determinaron los limites de tolerancia y acumulacion de
cobre en tejidos aéreos, para evaluar la utilidad de la especie
para procesos de fitoextraccion.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Se obtuvieron semillas de Oenothera picensis en dos sitios
del valle de Puchuncavi: (1) Los Maitenes (32°51°54,7 S;
71°25°46,2” O) a 2 km al oriente del Complejo Industrial
Ventanas, un sitio altamente contaminado por cobre
(Gonzalez & Berqvist 1986b, Bruno 1992, De Gregori et
al. 2000) y (2) Maitencillo (32°40°27,1” S; 71°25°35,8” O),
a 11 km al norte del Complejo Industrial, no afectado por
contaminacion cuprica (Muena et al. 2010). Se recolectaron
semillas de 5 individuos por sitio, las cuales fueron
homogeneizadas.

Las semillas de ambas poblaciones fueron germinadas en
un sustrato de perlita/mulch 1:1 en bandejas de poliestireno,
bajo iluminacion natural a través de ventanales de vidrio
de exposicion norte, con temperaturas maxima/minima de
7/24 °C y una radiacion fotosintéticamente activa con un
maximo de 1.100 pmol m= s’

CARACTERIZACION DE LOS SUELOS DE ORIGEN

Para comprobar la diferencia en la contaminacion clprica
de cada sitio, se realizO una caracterizacion de suelos
(Tabla I), tomando 10 muestras de aproximadamente 0,6
kg compuestas de 3 submuestras de 0,2 kg, en cada uno
de los sitios de los cuales se recolectaron las semillas, en
transectos de aproximadamente 1 km en Maitencillo y
Los Maitenes. Se determind la concentracion total de Cu
mediante espectrofotometria de absorcion atomica (GBC,
model 902) luego de la digestion del suelo con acidos
nitrico y perclorico (Verlinden 1982). Para el aseguramiento
de calidad se utiliz6 una muestra de referencia certificada
(GRX-2) obtenida del United States Geological Survey.

TaBLa 1. Caracterizacion fisico-quimica de los suelos superficiales donde fueron recolectadas las poblaciones estudiadas de Oenothera

picensis.

TaBLE L. Physico-chemical characteristics of the topsoils where studied populations of Oenothera picensis were collected.

VARIABLE UNIDAD Los MAITENES MAITENCILLO
Cu total mg kg! 652+120 85+13
Cu soluble mg kg! 27+£18 0,01+0,04
pH 4,7+0,3 6,3+0,2
pCu* 4,7+0,9 8,0+0,6
Materia organica % 2,340,1 2,1+£0.4
Textura Arenoso franca Arenosa
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Las concentraciones de Cu soluble, pCu? y pH se
determinaron en soluciones de KNO, (relacion 1:2,5 suelo/
agua) (Stuckey et al. 2009). El valor de pCu™ (pCu*’=
-log[Cu™?], donde [Cu*?] es la actividad del i6n libre Cu*?)
se determind mediante un electrodo selectivo del i6on Cu™
(Orion 96-29 ionplus). El electrodo fue calibrado usando
soluciones tampoén de acido iminodiacético (Rachou et al.
2007). La concentracion de Cu soluble se determind por
espectrofotometria de absorcion atomica.

ENSAYO HIDROPONICO

Se realizd un ensayo hidropénico sometiendo las plantas
de las dos poblaciones de Oenothera picensis a crecientes
concentraciones de cobre. Para los ensayos se utilizo
agua potable por los grandes volimenes requeridos, que
superaban la capacidad del equipo de osmosis. Una vez que
las plantulas de O. picensis desarrollaron 4 hojas, fueron
lavadas cuidadosamente con agua potable para remover las
particulas del sustrato y transferidas a recipientes plasticos
de 6 L que contenian solucion Hoagland modificada para
evitar sobresaturacion y precipitacion del Cu. Para esto,
en primer lugar, se determinaron las concentraciones
macronutrientes y micronutrientes en agua potable segun
los métodos de Sadsawka (2006), posteriormente se
agregaron soluciones estandares de iones en cantidad tal
para alcanzar las concentraciones indicadas en la solucion
Hoagland tradicional. En segundo lugar, cada vez que se
cambid la solucion nutritiva, se adicion6 HNO, 0,6 M a cada
recipiente, para ajustar el pH a 5,0. La solucion Hoagland se
cambid en cada recipiente cada 3 dias y se mantuvo aireada
continuamente utilizando una bomba de aire para acuario
(con un flujo de aire de 1,8 m® h'!) y difusores de aire.

Luego del ajuste del pH, las concentraciones finales
de iones en los recipientes fueron: K* 2,13 mM; NO," 2,4
mM; NH," 0,88 mM; PO, 0,4 mM; Na*1,06 mM; Ca** 0,49
mM; Mg 0,36 mM; SO,” 0,4 mM; Fe™ 0,031 mM; Mn*
0,0033 mM; BO,” 0,012 mM; Zn** 0,002 mM; Cu* 0,0013
mM; MoO,?0,0002 mM. Segun Kopittke ez al. (2010), la
presencia de al menos Ca y B en la solucion es necesaria
para la legitimidad de los ensayos hidroponicos.

Luego de una semana de adaptacion, se aplicaron
diferentes concentraciones de solucion madre de CuSO,
(pentahidratado) 1 M. En este ensayo se utilizaron 5
niveles de concentracion: 0; 0,04; 0,08; 0,12; 0,16 mM de
Cu, agregando 0,24; 0,48; 0,72 y 0,96 mL de la solucién
madre a los recipientes de 6 L, respectivamente. Estas
concentraciones de Cu corresponden a valores de pCu*
de 6,1; 4,6; 4,3; 4,1 y 4,0, respectivamente (calculado por
Visual MINTEQ 3.0).

Una vez transcurridas 48 h desde la aplicacion de los
tratamientos, se tomaron muestras (25 mL) en los recipientes
con la mayor concentracion de cobre, se filtraron utilizando
papel filtro N° 2 y se determiné las concentraciones de Cu,
P, Fe y Ca en la solucion seglin los métodos de Sadsawka
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(2006), asegurando asi que la solucion no estuviera
sobresaturada.

El sistema hidroponico consistid de tres recipientes
para cada concentracion de cobre. En cada recipiente se
dispusieron tres individuos de cada poblacion, soportados
en planchas de poliestireno. Los recipientes, dispuestos al
azar, fueron cambiados de posicion una vez a la semana,
para eliminar el efecto de las variaciones de luz.

El ensayo se realizo durante el mes de junio de 2011, con
un fotoperiodo de 10 h y una temperatura minima/maxima
de 17/25 °C, desarrollandose en una sala con iluminacion
natural a través de ventanales de vidrio con exposicion norte
con un maximo de radiacion fotosintéticamente activa con
un maximo de 1100 umol m?s™'. La duracion del ensayo fue
de un mes. Antes de desmontar el ensayo, en cada hoja se
determind el porcentaje de su superficie con clorosis (0, 25,
50, 75 y 100%), en base a un examen visual.

ANALISIS DE TEJIDOS

Al finalizar el ensayo se determind la concentracion de cobre
en los tejidos aéreos y en raices de las plantas, asi como la
biomasa de estos tejidos, separando los tejidos aéreos de
las raices. El material vegetal fue cuidadosamente lavado
en el siguiente orden: agua potable, HCl 0,01 M, agua
desionizada, EDTA 0,05 M, agua desionizada (Steubing
1982). El material vegetal fue secado en una estufa a 60 °C
por 48 h y triturado en un molino de acero inoxidable (IKA,
modelo A1l Basic), previa determinacion de su biomasa.
El material vegetal fue calcinado en una mufla (Vulcan,
modelo A-550) a 500 °C para posteriormente agregar acido
clorhidrico, calentar en placa hasta ebullicion, enfriar
y filtrar (Sadzawka et al. 2007). El cobre en la solucion
obtenida fue determinado mediante espectrofotometria
de absorcion atomica. En el caso de que un individuo
no presentara suficiente biomasa para ser analizado
independientemente, se hizo una muestra compuesta con
los individuos de un mismo recipiente.

Para comprobar la exactitud y precision del método,
se llevaron a cabo analisis de dos muestras de referencia:
1570a (espinaca) y 1573a (tomate) del National Institute of
Standards and Technology. La diferencia entre los valores
obtenidos y los de referencia fue menor al 5% en ambas
muestras.

ANALISIS DE DATOS

Al concluir el ensayo se realizaron los siguientes calculos:
(1) La relacion concentracion de Cu en tejidos aéreos/
concentracion de Cu en raiz (en adelante Cu, /Cu). Este
valor permite evaluar la tasa de translocacion de cobre
desde la raiz hacia los tejidos aéreos y con ello vislumbrar
si la tolerancia se basa en la exclusion o en la acumulacion.
(2) Extraccion total de cobre por la planta, se calculd
multiplicando la concentracion de cobre en los tejidos
aéreos por la biomasa aérea producida, en cada individuo.
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Se aplico analisis ANDEVA (Analisis de Varianza)
y prueba de Tukey al 95% de confianza para determinar
diferencias significativas entre las poblaciones y entre los
tratamientos (ANDEVA de dos vias) con respecto a las
variables respuesta: porcentaje de clorosis, biomasa aérea,
biomasa radical, concentracion de cobre en tejidos aéreos,
concentracion de cobre en raices y extraccion total de cobre
por la planta. Se utilizé el programa Software Minitab 15
para Windows.

RESULTADOS

EFECTOS DE LAS CONCENTRACIONES DE COBRE EN LA SOLUCION
SOBRE EL DESARROLLO DE LA PLANTA

La concentracién de cobre en la solucion tuvo efecto
significativo sobre el porcentaje de clorosis, la biomasa
aérea y la biomasa radical (P< 0,001 en los tres casos,
Tabla II). La concentracion menor de cobre en solucion

(0,04 mM) indujo clorosis y disminuy6 significativamente
la biomasa aérea y radical, en relacion al control (Fig. 1
A, B y C). Sin embargo, a mayores concentraciones de
cobre en la solucion, no hubo diferencias significativas
entre las concentraciones respecto a estas tres variables
respuesta. Tampoco hubo diferencias significativas entre
las poblaciones de ambos sitios respecto al porcentaje de
clorosis y la biomasa aérea o radical (Tabla II).

CONCENTRACION DE COBRE EN TEJIDOS AEREOS Y EN RAICES

La concentracion de cobre en la solucion afectd
significativamente la concentracion de cobre en los
tejidos aéreos y en las raices (P< 0,001, Tabla II). A mayor
concentracion de cobre en la solucion, se observo una mayor
concentracion de cobre en los tejidos aéreos y en las raices,
en ambas poblaciones (Fig. 1D y 1E). No hubo diferencias
entre las poblaciones respecto de estas variables (Tabla II).
Frente a la mayor concentracion de cobre en la solucion
evaluada (0,16 mM), se determind una concentracion de

TaBra II. ANDEVA para las variables clorosis, biomasa, concentracion de cobre en tejidos aéreos y raices de Oenothera picensis, y

extraccion total de Cu por la especie.

TaBLE II. ANOVA for variables of chlorosis, biomass, copper concentration in aboveground tissues and roots of Oenothera picensis, and

total Cu extraction by the species.

GRADOS DE LIBERTAD F PROBABILIDAD (p)
Clorosis
Concentracion de Cu (A) 4 17,93 <0,05
Origen plantulas (B) 1 2,83 0,96
A*B 4 0,16 0,10
Biomasa aérea
Concentracion de Cu (A) 4 17,53 <0,05
Origen plantulas (B) 1 0,67 0,41
A*B 4 0,70 0,59
Biomasa radical
Concentracion de Cu (A) 4 23,64 <0,05
Origen plantulas (B) 1 0,21 0,65
A*B 4 0,05 0,97
Concentracion de Cu en tejidos aéreos
Concentracion de Cu (A) 4 9,02 <0,05
Origen plantulas (B) 1 1,17 0,29
A*B 4 2,57 0,06
Concentracion de Cu en raices
Concentracion de Cu (A) 4 62,99 <0,05
Origen plantulas (B) 1 2,97 0,1
A*B 4 0,84 0,51
Extraccion total
Concentracion de Cu (A) 4 5,19 <0,05
Origen plantulas (B) 1 0,73 0,40
A*B 4 1,48 0,23
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cobre en los tejidos aéreos de 1660+857 mg kg™! y en raices
de 14.082+4.050 mg kg, sin embargo en las plantas se
evidenci6 signos de toxicidad.

La relacion Cu, /Cu_vari6 en el intervalo de 0,1 a 0,14,
siendo estadisticamente similar entre las poblaciones
provenientes de ambos sitios y entre las concentraciones de
cobre en la solucion (P>0,05, datos no mostrados).

EXTRACCION TOTAL DE COBRE

La concentracion de cobre en la solucion afectd
significativamente la extraccion total de Cu (P< 0,005,
Tabla II). A mayor concentracion de cobre en la solucion, se
observo una mayor extraccion total de cobre por las plantas
(Fig. 1F). No hubo diferencias significativas (P>0,05) entre
ambos sitios respecto de la extraccion total de cobre por las
plantas (Tabla II). Para la mayor concentracion de cobre en
la solucion evaluada (0,16 mM), la extraccion total de cobre
por O. picensis fue de 34+23 mg planta™'.

DISCUSION

Ensayos HIDROPONICOS

El ajuste de pH a la solucion Hoagland se realizé para evitar
la precipitacion de compuestos que ocurria con el pH neutro
de la solucion, principalmente al adicionar las soluciones de
CuSO,. Al observar esta situacion, se realizo el calculo de los
indices de saturacion de compuestos, utilizando el software
Visual MINTEQ 3.0 (Gustafsson 2013). El software
demostro que el pH de la solucion debe ser <5,0 para evitar
la sobresaturacion de la solucion respecto a los compuestos
de Cu, Fe, Mn y P. El pH 5,0 es similar al reportado en los
suelos de Los Maitenes (Muena et al. 2010, Goecke et al.
2011), asemejandose al escenario real para el desarrollo de
la plantas. Segtin Kopittke et al. (2010), el control del pH
en la solucion, tal como se realizoé en el presente ensayo, se
considera un factor relevante para la correcta interpretacion
de los resultados de los ensayos hidroponicos.

En relacion a los niveles de concentraciones de Cu
utilizadas, Kopittke et al. (2010), indica que un ensayo
hidroponico debe contener al menos 4 concentraciones
del metal a evaluar, incluyendo el testigo, por lo que se
considera que el numero (5) de niveles utilizado en este
ensayo fue adecuado. Los valores maximos y minimos de
concentraciones utilizados para los ensayos hidroponicos
se establecieron tomando como base investigaciones
internacionales (Tabla III), pero considerando que en la
investigacion se postula que Oenothera picensis es una
especie tolerante. Por esto, se usaron concentraciones
relativamente altas y levemente mayores a las encontradas
en terreno, con el objeto de testear la tolerancia maxima de
la especie. El rango de pCu' encontrado en terreno va de
5 a9, mientras que el rango utilizado en este ensayo va de
4 a 6 (el valor de pCu™ es inversamente proporcional a la
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actividad del ion Cu* en la solucién).

Respecto a los intervalos de concentraciones de Cu
utilizadas, un analisis de las concentraciones de Cu utilizadas
por varios autores (Tabla III) permitié concluir que no
existe un consenso respecto al intervalo de concentraciones
de cobre que se debe utilizar en ensayos hidroponicos,
existiendo una alta variabilidad. El intervalo (0,04 mM)
utilizado entre las concentraciones se establecid en base a
investigaciones en otras especies (Ali et al. 2002, Borghi et
al. 2007).

La duracioén del ensayo se decidio considerando que el
objetivo fue determinar la tolerancia al cobre de la especie y
su maxima capacidad de acumulacion. Si bien la tolerancia
puede determinarse en pocos dias (7-12 dias) evaluando
los sintomas de toxicidad, la evaluacion de la acumulacion
requiere mas tiempo. Al respecto, Ebbs & Kochian (1998),
Kuzovkina et al. (2004) y Lou et al. (2004) realizaron
ensayos hidroponicos de aproximadamente un mes, para
determinar la tolerancia al Cu, Cd y/o Zn y extraccion de
estos metales por diferentes especies vegetales (Tabla III).
Asimismo los autores (Gonzalez et al. 2008) identifican
el fin del estado vegetativo como el punto de mayor
extraccion de Cu.

CARACTERISTICAS DE LOS SUELOS DE ORIGEN DE LAS POBLACIONES
Las caracteristicas quimicas de los suclos de Los Maitenes,
principalmente las concentraciones de cobre total y soluble,
pCu'? y pH (Tabla I), evidencian el impacto del complejo
industrial. La concentraciéon de cobre soluble es alta en
comparacion con otros suelos contaminados con cobre de
la region (0,47 mg kg en el valle de Catemu) (Avila et al.
2007, Avila et al. 2009) y con el suelo de Maitencillo (Tabla
I). El valor de pCu*en el suelo de Los Maitenes es bajo, es
decir, la actividad del ion Cu*? es alta, en relacion a otros
lugares contaminados por cobre de la region (por ejemplo
pCu'2de 7,9 en el valle de Catemu, Avila et al. 2007, Avila
et al. 2009) y al suelo de Maitencillo (Tabla I). El Cu™
corresponde a la fraccidn mas toxica de cobre en el suelo
(Sauvé et al. 1997); por lo tanto, una alta actividad implica
mayor toxicidad. En consecuencia, puede afirmarse que la
disponibilidad de Cu en Los Maitenes es alta.

Para los fines de la presente investigacion, los suelos de
ambos sectores son comparables debido a que tienen textura
y contenido similar de materia organica (Tabla I). Ambos
suelos corresponden a paleodunas estabilizadas (Cosio et
al. 2007) y fueron clasificados como Entisoles (Soil Survey
Staff 2003).

TOLERANCIA AL COBRE DE LAS POBLACIONES DE OENOTHERA
PICENSIS

La concentracion de Cu*? 0,04 mM causoé efectos negativos
sobre las plantas de O. picensis (Tabla II). El analisis de
diversos ensayos hidropénicos de tolerancia al cobre
por plantas no ha permitido llegar a un consenso para
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determinar en qué circunstancias una especie o poblacion
es considerada tolerante al cobre o no. Sin embargo, en
investigaciones previas (ver Tabla III) se indica que aquellas
plantas consideradas tolerantes o indicadoras son capaces
de soportar al menos concentraciones de 0,1 mM de Cu. En
consecuencia O. picensis corresponde a una especie sensible
ya que a los 0,04 mM presentd sintomas de toxicidad. Si
bien la relacion Cu /Cu_fue muy inferior a 1 en ambas
poblaciones, lo que demuestra que la planta se comporta
como excluyente (Chipeng et al. 2010), restringiendo la
translocacion desde las raices a los tejidos aéreos, la especie
no fue capaz de tolerar las altas concentraciones de cobre
en el medio.

Segun los resultados obtenidos y la definicion de Baker
et al. (2010), Oenothera picensis deberia ser considerada
como una especie ‘“acompafante no tolerante”. Estas
especies, al estar en suelos metaliferos presentan poco
vigor, son comunmente anuales y persisten poco tiempo en
el sitio (a largo plazo). Sin embargo, Gonzalez et al. (2008)

sefialan que la poblacion de O. picensis presente en Los
Maitenes es al menos bianual —dado que se pudo observar
vestigios de temporadas anteriores en los individuos— con
una considerable produccion de biomasa (30 a 170 g de
masa seca en estado de inicio de floracion) en relacion a
otras especies encontradas en el sitio, y ha sido registrada en
el sitio desde el afio 1997 (Ginocchio 1997).

Una probable explicacion de este comportamiento
podria deberse a que el cobre no es el principal factor
limitante que afecta la composicion de la comunidad vegetal
en Los Maitenes. En efecto, Ginocchio (2000) indica que
el nitrogeno presente en el suelo explica un 13% de la
variacion en la abundancia de las comunidades vegetales
evaluadas a lo largo de un transecto de 5,5 km hacia el SSE
desde el complejo industrial. Mientras que el pH del suelo
explicaria un 10% de la variacion en la abundancia y el Cu
extractable solo un 7%.

Por otro lado, los sitios donde se obtuvieron las

Tasra III. Sintesis de resultados de ensayos hidroponicos que evaluan el efecto del cobre sobre el desarrollo de especies. Cu* = concentracion
de Cu en la solucion a la cual se observan los primeros sintomas de toxicidad (mM), Cu** = intervalo de concentraciones evaluadas en el
ensayo (mM). 'Proveniente de sitio contaminado; *Proveniente de sitio no contaminado; *En comparacion a otra poblacion de la misma

especie.

TaBLe III. Summary of results of hydroponic tests that evaluate the effect of copper on the development of species. Cu* = copper
concentration in the solution that produces the first toxicity symptoms (mM), Cu** = concentration range evaluated in the test (mM). 'From
a contaminated site; 2From a non-contaminated site; *In comparison with other population of the same species.

DURACION DEL )
CATEGORIA DE

AUTOR EspEcIE VARIABLE Cu* Cu** EXPERIMENTO

) TOLERANCIA

(pias)
Lou et al. (2004) Elsholtzia haichowensis 0,3 0,01-0,5 6 Tolerante
. Populus xeuramericana clone Biomasa
Borghi et al. (2007) Adda radical 0,1 0,004-0,1 15-35 Tolerante
Quian et al. (2005) Elsholtzia haichowensis 0,1 0,0032-0,1 14 Tolerante
Wenshan et al. (2007)  Rumex japonicus' 0,1 0,025-0,1 14 Tolerante *
Borghi et al. (2007) ZZZ‘I”S xeuramericana clone 0,1  0,025-0,075 80 Tolerante
Lou et al. (2004) Elsholtzia haichowensis 0,5 0,01-0,5 6 Tolerante
Biomasa aérea

Ali et al. (2002) Phragmites australis 0,08  0,008-0,16 15 Tolerante
Ali et al. (2002) Zea mays 0,008  0,008-0,16 15 No tolerante
Wenshan et al. (2007)  Rumex japonicus* 0,025  0,025-0,1 14 No tolerante *
Ali et al. (2002) Phragmites australis >0,16  0,008-0,16 15 Tolerante
Ali et al. (2002) Zea mays Clorosis 0,08  0,008-0,16 15 No tolerante
Schiavon et al. (2007) Arabidopsis thaliana 0,04  0,04-0,05 14 No tolerante

accesions Columbia
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poblaciones de Oenothera picensis son zonas aridas, con
un régimen historico anual de precipitaciones de 300 mm y
que ha disminuido significativamente en la Gltima década,
llegando a valores de 140-180 mm en las zonas costeras en

los afios 2011-2012 (SEREMI de Agricultura, 2013), con

una disponibilidad real de metales en el suelo reducida vy,

por lo tanto, una baja exposicion a los efectos toxicos.
Ademas, se debe considerar que en condiciones reales
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Ficura 1. Efecto de la concentracion de cobre en la solucion sobre la clorosis (A), produccion de biomasa aérea (B), produccion de biomasa
radical (C), concentracion de cobre en tejidos aérea (D), concentracion de cobre en raices (E), y extraccion total de cobre (F), en dos
poblaciones de Oenothera picensis. Se indica la media y la desviacion estandar para cada concentracion de Cu. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las distintas concentraciones de Cu. No hubo diferencias significativas entre las poblaciones (P>0,05).

FiGure 1. Effect of copper concentration in the solution on the chlorosis (A), aboveground biomass production (B), root biomass production
(C), copper concentration in aboveground biomass (D), copper concentration in roots (E) and total copper extraction (F), in two populations
of Oenothera picensis. The mean and standard deviation are indicated for each concentration of Cu. Different letters indicate significant
differences between different concentrations of Cu. There were no significant differences between populations (P>0.05).
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las plantas cuentan con una diversidad microbiologica
en el suelo, que no se reproduce en los ensayos
hidroponicos. Si bien en sitios contaminados es esperable
que la diversidad de microorganismos del suelo esté
disminuida respecto a un suelo normal (De Val et al.,
1999), en estos sitios se ha comprobado que son capaces
de sobrevivir ciertos tipos de hongos arbusculares
micorrizicos (HAM). Se ha comprobado que ciertos HAM
pueden interactuar con plantas en ambientes extremos,
mejorando su sobrevivencia (Carlvalho et al., 2006). En
la zona de Los Maitenes, Cornejo et al. (2008) estudiaron
la presencia de HAM en 4 especies; si bien la presencia
de hongos micorrizicos fue escasa en la mayoria de
las especies estudiadas (entre 100 y 200 esporas/g), en
Oenothera affinis la presencia fue significativamente
mayor (600 esporas/g de suelo) predominando el género
Glomus. Ensayos posteriores realizados por Meier et al.
(2011), adicionando estas micorrizas nativas a suelos
contaminados, demostraron que las plantas micorrizadas
sobrevivieron a concentraciones de Cu total de 500 mg
kg! en comparacion a las plantas sin micorrizas o con
micorrizas de suelos no contaminados, las cuales no
sobrevivieron a estas concentraciones de cobre.

DIFERENCIAS ENTRE LAS POBLACIONES

Las poblaciones de Oenothera picensis provenientes de
Los Maitenes y Maitencillo no mostraron diferencias
significativas respecto a las variables de clorosis, produccion
de biomasa aérea o radical, tampoco sus relaciones Cu,/
Cu, fueron diferentes (Tabla III). Esto indica que no hubo
diferencias en el grado de tolerancia a la concentracion
de Cu entre ambas poblaciones, de esta forma el Cu no
es el principal elemento limitante para el crecimiento de
las plantas en el sector de Los Maitenes. La aparicion de
posibles adaptaciones en esta poblacion debe ser evaluada
mediante un estudio especializado.

ACUMULACION DE COBRE EN BIOMASA AEREA

Las maximas concentraciones de cobre en tejidos aéreos
determinadas en esta investigacion superaron los 1.000
mg kg'! (Fig. 1D). Sin embargo la planta presentd severos
sintomas de toxicidad, inhibiéndose en mas de un 50% la
producciéon de biomasa aérea y radical (Fig. 1By 1C) y
causando clorosis en mas del 50% de la superficie foliar
(Fig. 1A). Una planta hiperacumuladora es aquella capaz de
acumular mas de 1.000 mg kg de Cu, Cd, Cr, Pb, Ni o Co,
sin mostrar sintomas de toxicidad (Lasat 2000; Whiting et
al. 2002). En consecuencia, esto reafirma la conclusion de
que Oenothera picensis no se puede considerar una planta
tolerante/hiperacumuladora, sino que es mas bien una
especie sensible.
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