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BIODISPONIBILIDAD DE METALES EN SUELOS DE MINA:
CAMBIOS INDUCIDOS POR EL CRECIMIENTO DE alyssum serpylli-
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Abstract. The efficiency of Alyssum serpyllifolium ssp. lusitanicum (Brassicaceae), a Ni-hyperaccu-
mulator that grows in the Tras-os-Montes region of NE Portugal on serpentine soil, for use in phytoextrac-
tion of polymetallic contaminated soils was evaluated. Here we assess changes in the bioavailability of Co,
Cr, Cu, Mn, Ni, Pb and Zn, and the ability of A. serpyllifolium to access different soil metal pools. Alyssum
serpyllifolium was grown on two mine-spoil soils (MS1 and MS2). The MS1 soil is contaminated with Cr
(283 ug g-1) and has slightly elevated background concentrations (25-100 pg g-!) of the metals Ni, Zn and
Pb, while the MS2 soil is moderately contaminated with Cr (263 ug g-1), Cu (264 ug g-!), Pb (1433 ug
g-1) and Zn (377 pg g-1). Mine-soils were limed to about pHH,O 6.0 with calcium carbonate (MS1/Ca and
MS2/Ca) or limed and amended with NPK fertilisers (MS1/NPK and MS2/NPK). Mine-soils that were not
amended were lethal to A. serpyllifolium, plants died within 2-3 days. Biomass was reduced on MS2/Ca
due to phytotoxic effects of Cu, and plants did not grow on MS2/NPK soil. In contrast, amendment with
NPK fertilisers increased plant biomass by about 10-fold on MS1/NPK. However, in the same soil root
dry weight was reduced by about 7-fold compared with MS1/Ca. Alyssum serpyllifolium accumulated Mn,
Ni and Zn in its aerial parts (ShoOtmetar}/TOOtmeral; > 1) and both metal content and transportation were
generally greater in MS2 than MS1. However, metal yields were significantly increased in plants grown
on MS1/NPK, due to the increment in biomass. After plant growth, concentrations of EDTA-, NH,Cl-
and Mehlich 3 (M3)-extractable metals were generally lower. However, concentrations of extractable Mn
and Zn were frequently greater after growth. Concentrations of M3-extractable Cr, Ni, Pb and Zn were
often significantly increased in rhizosphere soils. In addition, sequential (BCR) extractions suggested
that A. serpyllifolium could potentially mobilise metals from soil pools normally considered to be non
plant-available, and provided that these metals are then absorbed by the plant this would increase total
metal extraction. These results suggest that A. serpyllifolium could be suitable for phytoextraction uses in
polymetallic-contaminated soils, and especially where the contaminants are Mn, Ni and Zn. However, its
small biomass production, even on NPK fertilised mine-spoil soils, continues to be a major limiting factor
for its use in phytoextraction.

Keywords: Alyssum serpyllifolium, metal bioavailability, mine-soils, phytoextraction, sequential
extractions.

Resumen. Se evalia la eficiencia de Serpyllifolium ssp. Lusitanicum (Brassicaceae), un hipera-
cumulador de Ni que crece en los suelos serpentiniticos de la regiéon de Tras Os Montes (NE Portugal),
para su uso en fitoextraccién de metales en suelos de mina. Para ello se hizo un ensayo de invernadero
con Alyssum serpyllifolium y dos suelos de mina (SM1 y SM2). Se estudi6 la capacidad de esta espe-
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cie para acceder a diferentes fracciones metalicas del suelo, asi como los cambios que inducia sobre la
biodisponibilidad de Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb y Zn. El suelo SM1 estaba contaminado con Cr (283 ug
g-1) y tenia concentraciones ligeramente elevadas (25-100 pg g-!) de Ni, Zn y Pb; el suelo SM2 estaba
moderadamente contaminado en Cr (263 pug g-1), Cu (264 ug g-1), Pb (1433 ug g-1) y Zn (377 ug g-1). Los
suelos fueron encalados hasta pH 6.0 con carbonato cdlcico (SM1/Ca y SM2/Ca) o encalados y fertiliza-
dos con NPK (SM1/ NPK y SM2/ NPK). Los suelos sin enmienda fueron letales para A. serpyllifolium,
las plantas se morian en 2 o 3 dias. En los sustratos SM2/Ca habia una reduccién de la biomasa debido
al efecto fitotéxico del Cu y las plantas no crecieron en SM2/NPK. Por el contrario, la fertilizacién con
NPK hizo aumentar en torno a 10 veces la biomasa en MS1/NPK. Sin embargo en el mismo suelo, el
peso seco de raiz era 7 veces menor que el de SM1/Ca. Alyssum serpyllifolium acumulaba Mn, Niy Zn en
sus partes a€reas ([metal]yoj./[metal]r,i, > 1) y, tanto la concentracion de metales, como su transporte eran
generalmente mayores en SM2 que en SM1. Sin embargo, las cantidades totales de metales extraidos (ren-
dimientos metdlicos) eran significativamente mayores en las plantas desarrolladas en MS1/NPK, debido
al aumento de la biomasa. Generalmente, la concentracion de los metales del suelo extraidos con EDTA,
NH4Cl y Mehlich 3(M3) era mds baja después del crecimiento de las plantas, aunque frecuentemente
ocurria lo contrario para Mn y Zn. Las concentraciones de Cr, Ni, Pb y Zn aumentaban significativamente
en el suelo de la rizosfera. Ademds, las extracciones secuenciales (BCR) sugerian que A. serpyllifolium
podria movilizar los metales de las fracciones consideradas no disponibles, permitiendo su absorcién
por la planta, lo que harfa aumentar la extraccion total de los metales. Esto sugiere que A. serpyllifolium
podria ser adecuada para fitoextraccién en suelos contaminados con varios metales, especialmente donde
los contaminantes son Mn, Ni y Zn. No obstante, su escasa produccién de biomasa, incluso en los suelos
de mine fertilizados, continda siendo el principal factor limitante para su uso en fitoextraccién.

Palabras clave. Alyssum serpyllifolium, biodisponibilidad de metales, suelos de mina, fitoextraccion,
extracciones secuenciales.

INTRODUCCION

El uso de plantas hiperacumuladoras de
metales para la limpieza de suelos contami-
nados es una de las principales estrategias
de fitoextraccién que actualmente se estin
desarrollando (fitoextraccion natural, Lombi
et al.,2001). Las plantas hiperacumuladoras
tienen la capacidad de absorber y translocar
a sus hojas grandes cantidades de meta-
les, alcanzando concentraciones de mas de
1000 mg kg1 de metal en hoja de Co, Cu,
Ni o Pb, 0 mds de 10000 mg kg-! de Zn y
Mn (Baker et al., 2000). La fitoextraccion
viene determinada por numerosos factores,
como resistencia de la planta a los metales,
proliferacién radicular, etc, y su eficiencia
puede ser calculado por el producto de una
ecuacion simple: (biomasa x concentracién
del elemento en la biomasa) (McGrath ez al.,
2002). La principal limitacién de la fitoex-

traccién natural es que la hiperacumulacion
de metales no es un fendmeno comtn en las
plantas superiores terrestres; estas plantas
son relativamente raras y frecuentemente
se encuentran en dreas geograficas remotas.
Ademas, los tamafios de las poblaciones
de estas plantas suelen ser extremadamente
pequeifias y la mayoria de las plantas hipera-
cumuladoras de Europa tienen escasa bioma-
sa y crecimiento lento (Baker et al., 2000).
El aumento de la concentracién metdlica en
la biomasa vegetal aérea y la optimizacion de
la produccién por medio de técnicas agricolas
(como fertilizacion, ajuste del pH, adicién
de acondicionadores del suelo,...) podria
ser, por tanto, una combinacion clave en el
desarrollo tltimo de esta técnica. En algunos
estudios se ha evaluado el uso de fertilizantes
para el incremento de la produccién vegetal
(Chiarucci et al., 1995; Robinson et al, 1997,
Bennett et al., 1998). Robinson et al, 1997
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consiguieron un incremento del 300% en la
biomasa de Alyssum bertolinii en 12 meses
con fertilizacién nitrogenada. Sin embargo,
con el aumento de la biomasa se producia
un ligero, pero significativo, descenso de la
absorcién de Ni.

Aunque las plantas hiperacumuladoras
tienen una extraordinaria capacidad de absor-
ber metales, su eficiencia puede ser reducida
significativamente por la baja biodisponibili-
dad de los metales en los suelos contamina-
dos (Knight et al., 1997). El equilibrio diné-
mico que se establece entre las principales
fracciones metdlicas del suelo (cambiable,
orgdnica, 6xidos de hierro y manganeso y
estructuras minerales) determina la dispo-
nibilidad de metales a la planta. Ademds,
la planta puede modificar las condiciones
de la rizosfera a través de procesos como
la produccién de exudados radiculares o la
alteracion del pH, favoreciendo la liberacién
de formas metalicas no labiles (Adamo et al,
2002; Adriano, 2001; Morel, 1997). Existe un
escaso conocimiento del efecto de la absor-
cién de las plantas hiperacumuladoras sobre
las fracciones de metales pesados del suelo y
aun es tema de debate si estas plantas tienen
acceso a las mismas o distintas fracciones
metdlicas que las plantas no hiperacumula-
doras. Son escasos los estudios que abordan
la relacion entre la extraccion de metales por
plantas hiperacumuladoras y la localizacién
de los metales en el suelo.

Thlaspi caerulescens es una de las espe-
cies mds estudiadas para propuestas de fito-
extraccion de metales (Brown et al., 1994,
Lasat, 1996; Knight et al., 1997; McGrath,
1997; Baker y Whiting, 2002). En este traba-
jo nosotros evaluamos el uso potencial de otra
planta hiperacumuladora, Alyssum serpyllifo-
lium ssp. Lusitanicum (Brassicaceae), una de
las tres subespecies ibéricas de Alyssum ser-
pyllifolium. Menezes de Sequeira (1969) fue
el primero en citar la hiperacumulacién de Ni
en Alyssum serpyllifolium ssp. Lusitanicum.
Brooks y Radford (1978) obtuvieron una

concentracién media de 5860 u Ni g-!, con
un intervalo entre 1949 y 9000 p g-1. Estos
valores son concordantes con los de Diez
et al. (2002), quienes obtuvieron un valor
medio de 6652 p g-! de Ni, con un intervalo
de 5850-7440 p g-!.

El presente estudio se planted con los
objetivos de: i) determinar los cambios en
la biodisponibilidad y el fraccionamiento
de Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb y Zn inducidos
en el suelo tras el crecimiento de Alyssum
serpyllifolium ssp. Lusitanicum y ii) evaluar
la capacidad de esta planta para acceder a
las fracciones metdlicas no biodisponibles.
Para ello se realizé un ensayo de maceta con
plantas de A. serpyllifolium procedentes de
la region de Tras Os Montes (NE Portugal) y
dos suelos de mina con diferentes niveles de
contaminacién metélica.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion del material vegetal

En julio de 2002 se recolectaron semillas
de Alyssum serpyllifolium ssp. Lusitanicum
Dudley y P.Silva (A. serpyllifolium a partir
de ahora) a partir de plantas que crecian en
suelos serpentinicos de la regién de Tras Os
Montes en el NE de Portugal (Samil; 41° 477
N 6° 45° W). Las dreas serpentiniticas del
NE de Portugal ocupan sobre 80 km?2 (entre
las latitudes 45° 25" y 41° 54” N) y el clima
de la zona es Mediterraneo, oscilando entre
Mediterrdneo himedo y variantes mads 4ri-
das (Menezes de Sequeira y Pinto da Silva,
1992). Los suelos (Litic Udorthents segin
Soil Survey Staff, 1999) eran ligeramente
4cidos (pHmpo 6.0-6.5), con elevadas concen-
traciones de metales pesados (especialmente
Co, Cr y Ni), una elevada relaciéon Mg/Ca y
bajos niveles de P y K disponibles. Alyssum
serpyllifolium, frecuentemente referido como
Alyssum pintodasilvae Dudlely, es el tnico
hiperacumulador en el NE de Portugal. Esta
especie aparece en todas las asociaciones
serpentinicolas tipicas, pero especialmen-
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te en Taeniathero-Alyssetum pintodasilvae
(Menezes de Sequeira y Pinto da Silva,
1992).

Ensayos en maceta

Las semillas recogidas se esterilizaron
con NaClO al 2,5%, se lavaron con agua
desionizada, se sembraron en una mezcla de
turba y arena en bandejas y se dejaron crecer
durante un mes en invernadero con régimen
natural de luz (dia:noche).

Los suelos de mina (SM) utilizados pro-
ceden de As Pontes (SM1) y La Poderosa
(SM2). La mina de As Pontes (43° 27" N 7°
15 W) es una explotacién de lignito a cielo
abierto, situada al NE de la provincia de A
Corufia, que cubre un drea aproximada de
12 km?2. La mayor parte de los estériles de
esta mina son sedimentos terciarios, arcillas
carbonosas vy filitas, con presencia frecuente
de pirita. La Poderosa (37° 44" N 6° 39" W)
es una antigua explotacién de depdsitos de
sulfuros metalicos, situada en el S de la pro-
vincia de Huelva, en la que se han generado
estériles con una fuerte contaminacién en
metales como resultado de las actividades de
extraccion y procesado.

Las muestras de suelos fueron secadas
al aire, homogeneizadas y tamizadas (<5
mm). Cada una de las muestras se repartié
entre tres contenedores a los que se aplicaron
los siguientes tratamientos: 1) control (sin
enmiendas; SM1/Con y SM2/Con); 2) enca-
lado con dosis de caliza agricola equivalentes
a 2000 kg CaCOs3 ha't (SM1/Ca) y 15000 kg
CaCOs ha'! (SM2/Ca); 3) encalado (igual
que en el tratamiento 2) mds fertilizacién con
KH,PO4 y NH4NHj3, en dosis equivalentes
a 150 kg P ha-l, 200 kg K ha'ly 100 kg N
ha-! (SM1/NPK y SM2/NPK). Los suelos
se mezclaron bien con las enmiendas, se
humectaron hasta el 80% de su capacidad de
campo y se dejaron durante 4 semanas hasta
alcanzar su equilibrio. Los valores de pH en
este momento se encontraban entre 6.0 y 6.3
en los tratamientos 2) y 3).

Las plantulas de A. serpyllifolium, desa-
rrolladas durante 1 mes en sustrato no con-
taminado, se trasplantaron a macetas (11
cm de didmetro) rellenas con suelo himedo
(equivalente a 1 kg de suelo seco) procedente
de los distintos tratamientos. Se puso una
planta por maceta y se hicieron cinco réplicas
por tratamiento. Las plantas se dejaron crecer
durante 24 semanas en invernadero con régi-
men natural de luz (noche:dia), a temperatura
de 15-30° C y riego con agua desionizada sin
permitir el lixiviado de las macetas. Se hizo
una reposicion de las plantas muertas durante
las primeras dos semanas, asumiendo que la
mortandad se producia como resultado de su
manejo. La mortalidad de las plantas sé6lo se
produjo en los suelos SM1/Con, SM2/Con y
SM2/NPK.

Andlisis de los suelos

Todos los andlisis de suelo (fraccién <
2 mm) se realizaron en muestras represen-
tativas de los suelos iniciales, submuestras
de los suelos a tiempo cero del experimento
en maceta y después 24 semanas, cuando
las plantas fueron cosechadas. Todos los
andlisis se hicieron en las cinco réplicas.
Adicionalmente, tras la cosecha se separé el
suelo de la rizosfera de acuerdo con Chung y
Zazoski (1994).

Se determiné el pH en H,O y KCI 0.1N
usando una relacion suelo:disolucion de 1:2,5.
Carbono y azufre total se analizaron por com-
bustion con analizador LECO (Modelo SC-
144 DR, LECO Corp., St Joseph, MI) y el
C orgénico disuelto (COD) fue medido con
analizador TOC-5000 (Modelo FLOWSYS,
SYSTEA, Italia) en un extracto de agua
obtenido tras agitaciéon de 1 hora de una
suspensioén con relacién suelo:agua de 1:5.
Los cationes de cambio se extrajeron con
NH4CI 1M sin tamponar (Peech et el., 1947)
y se determinaron por espectrofotometria de
emisién (Na y K) y absorcién (Ca, Mg y Al)
atémica (Perkin-Elmer 2380, CT). Los H+
de cambio se determinaron por titulacién
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del extracto con NaOH (titulador Crison,
Modelo TT2022, Alella, Spain). La capaci-
dad de intercambio catidnico efectiva (CEC)
se estimé a partir de la suma de todos los
cationes de cambio. El P disponible se obtuvo
por extraccion con NaHCO3 y determinacién
colorimétrica (Olsen y Somers, 1982). La
concentracion total de Co, Cr, Cu, Mn, Ni,
Pb y Zn se determind por espectrofotometria
de absorcién atomica de llama, y cdmara de
grafito cuando fue necesario (Perkin-Elmer
4110 ZL Norwalk, CT) tras la digestién dcida
(HNO;3:HCI:HF, 2,7:1:1) de la muestra en
horno microondas. Los mismos metales se
determinaron en la disolucién del suelo obte-
nida tras la saturacion del suelo al 40% con
agua desionizada, agitacién durante 24 horas
y centrifugacién a 5000 x g.

La fraccién metélica disponible a plantas
se estimé utilizando tres extracciones sim-
ples: NH4Cl IM (pH 4,6), reactivo Mehlich
3 (M3) y EDTA 0.05 M (pH 4,6). La com-
posicion del reactivo M3 es: NH4F 0,015 M
+ NH4NO;3 0,25 M + CH3COOH 0,2 M +
HNO; 0,013 M + EDTA 0,001 M (Mehlich,
1984). Las relaciones suelo:extracto utili-
zados fueron de 1:10 (NH4Cl y M3) or 1:5
(EDTA). La extracciéon M3 también se usé
para determinar la fraccién metdlica biodis-
ponible en los suelos de la rizosfera.

Por tltimo se aplic6 un esquema de
fraccionamiento metdlico siguiendo el pro-
cedimiento de extraccién secuencial BCR
propuesto por Standards, Measurements and
Testing Programme (originalmente BCR) of
the European Comision (Rauret et al., 1999).
Primero se hace una extraccién (1 g de suelo)
con CH;COOH 0,11 M durante 16 horas; asi
se extraen las formas solubles, cambiables
y ligadas débilmente a materia orgdnica y
carbonatos (fraccién extraible en 4cido). En
segundo lugar, se afiaden 20 ml de NH,OH.
HCI 0.10 M ajustado a pH 2 con HNOj3 al
residuo resultante y se agita 16 horas. En este
paso se extraen principalmente las formas
ligadas a 6xidos de hierro y manganeso (frac-

cion reducible). En el tercer paso se extraen
las formas ligadas a materia orgdnica y sulfu-
ros (fraccién oxidable). Para ello el residuo
resultante del paso anterior se ataca el con
H,0, 30% y se lleva a sequedad, tras lo cual
se hace una extracciéon con NH,OAC ajus-
tado a pH 5,0 con HOAC durante 16 h para
evitar la re-adsorcién de los metales extrai-
dos sobre el residuo oxidado. Finalmente, la
fraccion residual (metales ligados a silica-
tos) se extrajo usando agua regia (Shuman,
1979). Los metales se analizaron en todos los
extractos filtrados por esprectrofotometria
de absorcién atémica con cdmara de grafito.
Todos los andlisis de suelo se realizaron por
duplicado.

Acumulacion de metales en plantas

Las plantas, recogidas después de 24
semanas de crecimiento, se dividieron en
raiz, tallo y hojas, se lavaron, se secaron a
60 °C, se pesaron y molieron. Las muestras
vegetales se digirieron con HNO3;+HCl y se
determiné la concentracion de Cd, Co, Cu,
Cr, Mn, Ni, Pb y Zn, como antes.

Andlisis estadistico

Las diferencias de biomasa vegetal y
concentracién metdlica fueron evaluadas con
un andlisis ANOVA. Se hizo una transfor-
macién logaritmica de los datos, cuando fue
necesario, para obtener homogeneidad de la
varianza. Para detectar cambios significa-
tivos en el suelo antes y después de las 24
semanas de experimento se aplic el test t de
Student.

RESULTADOS

Caracterizacion de los suelos de mina

En la tabla 1 se recogen las caracteris-
ticas fisico-quimicas de los suelos de mina
(SM) utilizados para el ensayo. Los dos sue-
los son fuertemente 4cidos, el pHypo oscila
entre 3,7y 4,3 y el pHkcy entre 3,3 y 3,4. Sus
contenidos en materia orgédnica (%C<0,5),
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TABLA 1. Valores medios (+ error tipico) de distintas propiedades de los dos suelos de mina utilizados

en este estudio (SM1 y SM2).

SM1 SM2
pHof 3,7+0,0 43+0,2
pHkcr* 33+0,0 34+0,1
Polsen (Mg 1) 9,7+0,7 1,4+03
C orgénico (%) 0,29 + 0,01 0,29 + 0,05
S (%) 0,08 +0,01 0,67 +£0,01
CIC (cmol, kg-1) 33+0,1 7,5+02
Co total (ug g!) 20,3+ 1,1 18,7+ 1,3
Cr total (ug g!) 2828 + 1,1 2632 +1,5
Cu total (ug g1) 9,2+0,2 263,5 = 18,4
Mn total (ug g-1) 3283 +3,7 151,0 £4,9
Ni total (ug g1) 47,0 £0,7 33,7+0,7
Pb total (ug g-) 25,5+0,2 1433,3 + 33,3
Zn total (ug g-1) 93,7+ 1,6 376,5 + 16,5

T, suelo : agua 1:2,5; %, suelo : KC1 0,1M 1:2,5

capacidad de intercambio catiénico (CEC<10
cmo, kg-!) y fésforo disponible (Pysen<10
ug g!) son considerablemente bajos. Los
principales contaminantes metdlicos son Cu
(264 pug g! en SM2), Cr (263-283 pug gl en
SM1 y SM2), Pb (1433 ug g1 en SM2) y Zn
(377 ug g! en SM2). Las concentraciones
totales de Cr eran similares en los dos suelos,
mientras que las concentraciones de Cu, Pb
y Zn eran 29, 56 y 4 veces, respectivamente,
mayores en el suelo SM2 que en SM1 (Tabla
1). En concordancia, las cantidades de Cu, Pb
y Zn extraidos con los reactivos M3, NH4CI
y, generalmente, EDTA eran significativa-
mente mayores en SM2 que en SM1 (Tabla
2). Igualmente, Cu y Zn en la disolucién
del suelo eran significativamente mayores
en SM2 que en SM1: en SM2 se obtuvieron
concentraciones medias de 1200 uM de Cu
y 1100 uM de Zn, mientras que en la diso-
Iucién del suelo de SM1 eran < 5 M. En el
caso de Co, Cr, Cu y Pb, las concentraciones
biodisponibles (EDTA, M3 y NH4CI) eran
similares en los dos suelos. Los reactivos M3
y NH4CI extrajeron en el suelo SM2 hasta 4
y 5 veces mas Mn y Zn, respectivamente, que
el EDTA. Por el contrario, el EDTA extrajo
en el suelo SM1 hasta 4 y 9 veces mas Mn y

Ni, respectivamente que los otros dos extrac-
tantes simples (Tabla 2).

En la figura 1 se presenta el fracciona-
miento metdlico, obtenido por extraccion
secuencial, de ambos suelos. En los dos
suelos la fase geoquimica mayoritaria de Cr,
Mn, Ni, Pb y Zn era la fraccién residual, que
representaba mds del 90% en SM1 y entre
el 70 y el 90% del metal total en SM2. En
la fraccion oxidable se encontraban propor-
ciones importantes (10-30% del total) de Co
(SM1), Cu (SM1 y SM2), Mn (SM2) y Zn
(SM2). En los dos suelos la fraccion extraida
en dcido representaba < 5 % del total, con la
excepcion de Cu (12 % en SM1) y Mn (11 %
en SM2).

Produccion de biomasa en maceta

Sin enmienda, los dos suelos de mina
resultaban letales para A. serpyllifolium;
las plantas morian a los pocos dias de ser
transplantadas en los sustratos SM1/Con y
SM2/Con. Adicionalmente, A. serpyllifolium
tampoco sobrevivia en el suelo SM2/NPK,
por lo que sélo se presentan los resulta-
dos de los tres sustratos restantes: SM1/Ca,
SM1/NPK y SM2/Ca. En estos tres casos, el
peso seco de hoja oscilaba entre 34 mg y 611



TABLA 2. Valores medios de la concentracién de metales (xg g-!, + error tipico) extraidos con los reactivos
Mebhlich 3 (M3), NH4Cl y EDTA en los dos suelos de mina utilizados en este estudio (SM1 y SM2).

BIODISPONIBILIDAD DE METALES EN SUELOS DE MINA

SM1 SM2
Extraidos con M3 (ug g')
Co n.d. n.d.
Cr 40+0,2 3,0+£0,2
Cu 0,7+0,0 10,7 £ 0,2
Mn 7,8+0,2 10,1 +£0,1
Ni 0,3+0,0 0,4+0,0
Pb n.d. 116,7 £ 17,6
7n 0,7+0,0 11,3+03
Extraidos con NH,CI (ug g!)
Co 0,1 £0,0 0,2+0,0
Cr n.d. n.d.
Cu 0,5+0,0 22+00
Mn 3,7+0,2 8,2+0,2
Ni 0,6 +0,1 1,1 +£0,0
Pb 0,1 £0,0 55,819
7n 0,4+0,0 8,9+0,1
Extraidos con EDTA (ug g')
Co 0,7+0,1 0,8+0,0
Cr 0,7+0,1 0,6 0,0
Cu 1,8 +0,5 6,5+0,5
Mn 20,9 £ 6,8 28+0,2
Ni 1,9£0,2 nd.
Pb 3,6+0,1 161,3 + 10,5
7n 1,4 +0,5 1,9+04
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mg por maceta (Tabla 3), siendo las plantas
desarrolladas en SM2/Ca las que daban los
menores rendimientos. La fertilizacién con
NPK producia un aumento significativo de la
biomasa aérea en el suelo (Tabla 3): el peso
seco de hoja en las plantas de SM1/NPK era
hasta 10 veces mayor que el de las plantas
desarrolladas en SM1/Ca (P < 0.001). Por
el contrario, el crecimiento de las raices no
seguia el mismo patrdn; el peso de las raices
SMI/NPK era hasta 7 veces menor que en
SM1/Ca (P < 0.001). La relacién raiz/hoja
(en peso seco) de las plantas del sustrato
SM1/Ca era 10 veces mayor que en SM1/
NPK (P < 0.001).

Extraccion de metales por A. serpylli-
Sfolium desarrolladas en los suelos de mina

La concentracion total de Mn, Niy Zn en
las hojas de A. serpyllifolium descendia de la
siguiente forma: SM2/Ca > SM1/Ca > SM1/
NPK (Tabla 3). Se encontraron concentracio-
nes de hasta 360 g Mn g1, 187 ug Ni g1y

405 ug Zn g-! en ejemplares desarrollados en
SM2/Ca. Adicionalmente, A. serpyllifolium
transportaba de forma efectiva estos metales a
sus hojas en los tres sustratos. En las plantas
de SM2/Ca se obtuvieron relaciones Nigoya/
Nigarz de 13. Esta relacion descendia sustan-
cialmente en el suelo SM1 (Nigoja/Nigarz =
4 en SM1/Ca), y ain mds después de la fer-
tilizacién (NiHOJA/NiRAIZ =2en SMI/NPK)
En los tres sustratos también se encontraron
altas relaciones Mnyoja/Mngarz (2-4.3) y el
transporte era mds efectivo en SM1/Ca que
en SM1/NPK. La relacién hoja/raiz seguia
un patrén similar para el Zn (Znygoja/Zngaiz),
pero el transporte hacia las hojas era menos
eficiente que para el Ni o el Mn: SM2/Ca
(1.8) > SM1/Ca (1.1) > SM1/NPK (0.9). Los
factores de bioacumulacién de Ni y Zn (FB,
concentracién de metal en hojas/concentra-
cién extraida con NH4Cl en suelo) eran signi-
ficativamente mayores en SM2 que en SM1,
mientras que el FB del Mn era significativa-
mente mayor en SM1 (Tabla 4).

TABLA 3. Valores de materia seca (MS, g + error tipico) y concentraciéon (ug g-!) de metales en hoja y
raiz de A. serpyllifolium después de 24 semanas de crecimiento en las macetas.

Sustrato MS Co Cr Cu Mn Ni Pb Zn
g neg!
SM2/Ca  hojas  335+10,6 12,1 8,1 18,100 409458 2813493 1364342 1356+50,5 368,8 £27,7
raiz 52+13 4,0 +4,0 25,6 £0,0 569 +£7,1  940=+157 108493 6503 +138,5 208,9 +13,2
SMl1/Ca  hojas 69,8 11,8 1,3+0,8 14,7473 172442 2338 +483 106,01 £24,1 35339 79,0 +10,0
raiz 273446 304129 296406 252119  547=+l5 26,1 £5,7 25,1 £39 74,1 £9,3
SMI/NPK hojas  611,2+654 10,3 +4.2 124 #4.5 8,719  208,7+38,6 673160 17,9%55 31,745
raiz 3,9 0,8 102+8,1  943+588 178482 100,7+359 30,0 £2,5 15,5 2,7 35,8 +6,0

TABLA 4. Factores de bioacumulacién (FB) para Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb y Zn en Alyssum serpyllifolium.
FB = [metal]yoja/[metal]sygLo), siendo [metal]yoya la concentracion media del metal en las hojas de A.
serpyllifolium y [metal]sygLo la concentracion de metal extraido con NH4Cl en el suelo a tiempo cero.

Sustrato Co Cr Cu Mn Ni Pb Zn
SM2/Ca 666 28 125 38 743 1003 132
SM1/Ca 40 26 38 132 130 2062 8
SM1/NPK 279 16 45 186 219 1788 3
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TABLA 5. Extraccién total media de metales por Alyssum serpyllifolium (xg planta-!) para Co, Cr, Cu,

Mn, Ni, Pb y Zn en los diferentes sustratos.

Sustrato Co Cr Cu Mn Ni Pb Zn
SM2/Ca 0,6 0,6 1,7 8,7 6,0 33 12,3
SM1/Ca 0,1 0,8 1,1 12,2 6,9 2,5 53
SM1/NPK 6,4 7,6 9,7 129,6 41,1 11,1 27,5

A. serpyllifolium también transportaba
Co a su parte aérea en SM2/Ca: el valor
medio de la relacion Cogoja/Corarz era de
3 en estas plantas. Aunque la concentracién
de Co en hoja era baja en todos los casos (=<
20 pug g'1), las mayores concentraciones se
encontraron en las plantas desarrolladas en
este sustrato. Por el contrario, en los suelos
SM1 la concentracién de Co en raiz tendia a
ser mayor que en hojas, hecho particularmen-
te marcado en el tratamiento SM1/Ca, donde
la concentracién de Co en raiz era 30 veces
mayor que en hoja (Tabla 3). Los valores de
FB en SM2/Ca eran entre 2 y 16 veces mayo-
res que en SM1/Ca o SM1/NPF (Tabla 4).

El transporte de Cr, Cu o Pb hacia la
biomasa aérea estaba restringido en Alyssum
serpyllifolium. En SM2/Ca la concentracién
de estos metales en hoja era mds baja que en
raiz y, por tanto, la relacién hoja/raiz corres-
pondiente era siempre <1 (Tabla 3). A pesar
de la gran desviacion de la media, la mayor
concentraciéon de Cr en raiz tendia a encon-
trarse en plantas desarrolladas en SM2/NPK
(en un individuo se obtuvo 158 ug Cr g-l).
Sin embargo, no habia diferencias significa-
tivas entre suelos para la concentracién de
Cr en hoja (15 — 20 ug g!). Las mayores
concentraciones de Cu y Pb en hoja (hasta
47 ug Cu g-ly 190 ug Pb g-1) se encontraron
en las plantas desarrolladas en SM2/Ca y, en
este suelo, los valores de FB de Cu era hasta
3 veces mayores que en SM1 (Tabla 4). En
un ejemplar de A. serpyllifolium desarrollado
en SM2/Ca se encontrd una concentracion de
187 ug Cu g-! en hojas. Aunque la concentra-
cion total era muy baja (siempre < 40 ug g-1),
en las plantas desarrolladas en SM1 (SM1/Ca
y SM1/NPK) la concentracién de Pb en hoja

era mayor que en raiz (Tabla 3) y el FB de
Pb era el doble del obtenido en las plantas
desarrolladas en SM2 (Tabla 4).

La cantidad total de metal extraido del
suelo por la planta (rendimiento metdlico de
la planta), calculada a partir del producto bio-
masa (g) x concentracién metdlica (ug g!),
descendia en el orden SM1/NPK > SM2/Ca >
SM1/Ca, con la excepcién de Mn y Ni, para
los que las plantas desarrolladas en SM1/Ca
tenfan un mayor rendimiento que en SM2/Ca
(Tabla 5). El rendimiento metdlico (ug) era
hasta 60 veces (Co), 13 veces (Cr), 9 veces
(Cu), 15 veces (Mn), 7 veces (Ni), 4 veces
(Pb) y 5 veces (Zn) mayor para las plantas
desarrolladas en el suelo SM1/NPK que para
las de los suelos SM1/Ca 'y SM2/Ca.

Biodisponibilidas y fraccionamiento
metalico en suelo después del crecimiento
de A. sepyllifolium

En las Tablas 6, 7 and 8 se presentan las
concentraciones de metales extraidos con
EDTA, M3 y NH4CI en el suelo (suelo no
rizosférico, NR) antes (ty) y después (tp4) del
crecimiento de A. serpyllifolium. En la tabla 7
también se muestra la concentracion de meta-
les extraidos con M3 en el suelo de la rizos-
fera (R) después de la cosecha de las plantas.
La concentracién de los metales biodisponi-
bles (particularmente los extraidos con EDTA
y NH4Cl) era, generalmente, mds baja des-
pués del crecimiento de A. serpyllifolium, y
esto era mas marcado en los suelos SM1. Por
ejemplo, el valor medio de Mn extraido por
EDTA, M3 y NH4Cl descendia entre el 3 y el
98 % en SM1/Cay entre el 13 y el 96 % en
SM1/NPK, encontrandose los menores des-
censos con el extractante M3. Por el contra-
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TABLA 6. Concentracién media (xg g-!) de metales extraidos con EDTA en el suelo antes (ty) y después
(t.24) del crecimiento de A. serpyllifolium. También se da el valor medio relativo (%) de descenso/aumento
(-/+) de las concentraciones metdlicas. Cuando el descenso/aumento (-/+) es significativo se indica con

un asterisco (¥, P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001).

SM2/Ca SM 1/Ca SMI1/NPK
Concentracion ~ Concentracion +- (%) Concentracién ~ Concentracion - (%) Concentracion ~Concentraciona +- (%)
aty aty aty Aty aty tog

Co 08+00 0,7+0,1 -3 0,7+0,1 0,6 0,0 -18 0,8+0,1 0,6 0,0 -29*
Cr 0,6 0,0 0,7 0,0 +17 0,7 20,1 0,7 20,0 0 0,6 +0,1 0,7 0,0 +17
Cu 6505 58=+0.2 -11 18+0,5 0,6 0,0 - 67" 1,806 0,7+0,0 - 61*
Mn 28+0.2 33+0,1 +18 20,9 +6,8 1,2+0,1 - 94* 17071 20+0.2 - 88*
Ni# <10 <10 n.d. 1,9+02 <10 -<47 1,8+00 <10 -<44
Pb  161,3+105 1108 4,7 - 31 3,6+0,1 2900 - 19 3,0+0,0 25+00 - 17
Zn 19+04 22+0,5 +16 14+04 0,6 +0,1 - 57* 1,3+0,5 0,9 +0,2 -31

¥, limite de deteccion para el Ni, 1,0 g g-1; n.d., no hay dato disponible.

rio, el Mn biodisponible era mayor después
del crecimiento vegetal en el suelo SM2/Ca,
aunque las diferencias no eran siempre esta-
disticamente significativas. En el caso del
Zn se observaba un patrén similar; después
del crecimiento de las plantas el Zngpra
descendia SM1/Ca y SMI/NPK, y tendia a
aumentar en SM2/Ca (Tabla 6). Mientras, la
concentracion de Znyz aumentaba en los tres
suelos y era hasta 2,5 veces mayor después
del crecimiento de las plantas (Tabla 7). Las
concentraciones de Co, Cr, Cu, Ni y Pb bio-
disponible eran significativamente menores
(P < 0.05) en los tres sustratos después del
crecimiento de las plantas (Tablas 6 a 8). Las
reducciones de Co, Cr y Cu eran mayores en
suelo SM1 (18-88 % de Co, 45-67 % de Cry
61-69 % de Cu) que en el suelo SM2 (3 % de
Co, 29 % de Cry 11-15 % de Cu), mientras
que ocurria lo contrario para el Pb (Tabla 6).
La concentracién de Nigpta en el suelo SM1
oscilaba entre 1,8 y 1,9 ug g-! antes del creci-
miento de las plantas, y descendia a valores <
1 pg g-'(minimo detectable) después del cre-
cimiento de A. serpyllifolium, lo que repre-
senta una reduccion de al menos un 44-47 %.
En los tres sustratos se encontraron severas
reducciones de Ninnyac (94-98 %), mientras
que no se observaron cambios para Nip3.

Por otra parte, en el suelo rizosférico se
aprecié un incremento significativo de Ni,
Pb y Zn extraidos con M3, tanto en SMl1
como en SM2 (sélo Ni y Pb)(Tabla 7). La
concentraciéon de Znysz y Niys era mayor
en la rizosfera de SM1/NPK que en la de
SM1/Ca (aproximadamente 80 y 30 %, res-
pectivamente). En los extractos M3 del suelo
no rizosférico de SM1/Ca y SM1/NPK no
se detectaba Pb, mientras que se obtuvieron
valores de hasta 5 pg g-! en el suelo de la
rizosfera. Ademads, se encontré un aumento
de hasta 40 ug Pb g-! en la rizosfera de las
plantas desarrolladas en SM2/Ca.

Los cambios observados en el fraccio-
namiento metdlico tras el crecimiento de A.
serpyllifolium se muestran en la Tabla 9. En
SM1/Ca y SMI1/NPK, habia una reduccién
de la fraccion extraible en acido de Cr (P <
0.001), Cu (no significantivamente), Mn (P
< 0.001), Ni (P < 0.001, s6lo en SM1/Ca) y
Zn (P < 0.001). En SM2/Ca se reducia el Pb
extraible en dcido (P < 0.05), pero la concen-
tracién de Co, Mn, Ni y Zn de esta fraccién
aumentaba tras el crecimiento de las plantas
(aunque este incremento no era significativo
para el Ni). En este suelo también se observa-
ba un incremento en la fracciéon reducible de
Co, Cu, Mn, Ni y Zn después del crecimiento
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TABLA 7. Concentracion media (ug g-!) de los metales extraidos con el reactivo Mehlich 3 (M3) en el
suelo no rizosférico (NR) antes (ty) y después (tp4) del crecimiento de A. serpyllifolium y concentracion
de los metales extraidos con M3 en la rizosfera (R, a ty4). También se da el valor medio relativo (%) de
aumento/descenso (-/+) de la concentrcién metélica del suelo NR a ty4 comparado con ty y del suelo
R comparado con el suelo NR a tp4. Cuando el descenso/aumento (-/+) es significativo se indica con un
asterisco (*, P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001).

Cr Cu Mn Ni Pb# Zn
Concentracion a t, 3300 54+0,1 42+02 02+00 633+6,7 40+00
Concentracion a ty, 0,700 6,1+£03 59+01 02+00 548+23 51x0,6
SM2/Ca +/- (t24 comparado con ty, %) - 79 +13 + 41" 0 -13 +28
Concentracion en rizosfera (a tpg) 0,9 £0,1 60+£02 58+00 0300 925+49 49+04
+/- (R comparado con NR a ty4, %) + 29* -2 -2 + 50%** + 69* -4

Concentracién a to 32200 05£00 35+02 02£00 <10  07+00

Concentracion a ty, 0,600 09+02 34+02 0200 <10 14+0,1
SM1/Ca +/- (t24 comparado con ty, %) - 817 + 80** -3 0 n.d. + 100**
Concentracién en rizosfera (a tyg) 0,6 £0,0 n.d. 28+05 04+0,1 24+02 2403
+/- (R comparado con NR a ty4, %) 0 n.d. - 18* + 100 +2140 + 71
Concentracion a t, 4,0 £0,1 06+00 38+0,1 0200 <10 0,8+0,0
Concentracion a tyy 0,9 +0,1 0,6 +0,1 33+0,1 0,2+0,0 <1,0 1,9+0,3
SMI/NPK  +4/- (tz4 comparado con ty, %) - 78 0 -13 0 n.d. + 138*
Concentracion en rizosfera (a tpq) 0,9 £0,1 n.d. 25+£00 06+02 32+02 145+54
+/- (R comparado con NR a ty4, %) 0 n.d. - 24 +200 +2220 + 663*

+, limite de deteccién de Pb, 1,0 ug g-1; n.d., no hay dato.

TABLA 8. Concentraciéon media de metales extraidos con NH4ClI (ug g-!) en el suelo antes (tp) y después
(t24) del crecimiento de A. serpyllifolium. También se da el valor medio relativo (%) de descenso/aumento
(-/+) de las concentraciones metdlicas. Cuando el descenso/aumento (-/+) es significativo se indica con
un asterisco (*, P < 0,05; **, P<0,01; *** P <0,001).

SM2/Ca SM1/Ca SMI1/NPK
Concentracion  Concentracion +- (%) Concentracion  Concentracion - (%) Concentracién ~ Concentracién +- (%)
aty aty aty aty aty aty
Co  0,03+0,00 0,04 £0,01 +33 0,08 £0,02 0,01 0,00 - 88* 0,05 0,02 0,02 0,01 - 60
Cr 0344020 0,24 +0,11 -29 0,31 £0,08 0,17 0,04 - 45* 0,36 0,10 0,12 +0,03 -67*
Cu 0,62 0,00 0,53 0,20 - 15 0,65 +0,30 0,20 £0,01 -69 0,53 0,21 0,18 0,05 - 66
Mn# 0,30 0,09 0,81+0,22  +170* 1,79 £0,06 <0,03 -<98 1,15 £0,09 0,05 +0,05 - 96**
Nit 1,10 £0,00 <0,03 -<97 0,80 £0,10 0,04 0,00 - 98+ 0,48 +0,20 <0,03 - 94*
Pb 0,14 40,03 0,11 £0,04 -21 0,02 £0,01 0,01 0,00 - 50 0,14 0,02 0,11 +0,04 -21

I, limite de deteccidn, 0,03 ug g-1; n.d., no hay dato
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TABLA 9. Valor medio relativo (%) del descenso/aumento (-/+) de la concentracion de metales (ug g-1)
en extracciones secuenciales de los sustratos SM2/Ca, SM1/Ca y SM1/NPK después de 24 semanas de
crecimiento de A. serpyllifolium. El descenso/aumento (-/+) fue calculado por diferencia entre la cantidad
de metales en las distintas fracciones del suelo antes de la plantacion y después de la cosecha (ty - trg).
Cuando el descenso/aumento (-/+) es significativo se indica con un asterisco (*, P < 0,05; **, P < 0,01;

P <0,001).

Fraccion Media relativa de descenso (-)/ aumento (+)

Co Cr Cu Mn Ni Pb Zn
MS2/Ca
Extraible en acido + 637 -17 -3 + 37 + 18 - 18* + 417
Reducible + 39* -36* + 31 + 68* + 23* -6 + 40**
Oxidable -42 - 70 - 57 n.c. -19 - 28* - 23
Residual -9 n.c. n.c. - 18 - 21 - 4* -9
MS1/Ca
Extraible en dcido - 85* - 79 - 69 - 100 B2 G n.c. - 81
Reducible - 78 - 42 - 87 - 57 - 97 - 85 -100***
Oxidable n.c. + 37 - 78 - 397 - 96 - 100*** - 95
Residual -6 -12 - 22% -13 -1 n.c. - 16*
MS1/NPK
Extraible en dcido n.c. - 74 - 66 - 96 =75 n.c. - 88
Reducible - 86™** - 16" -9 - Q7 - 97 - 83 - 100
Oxidable n.c. - 35% - 18 - 39* - 96*** n.c. - Q3
Residual n.c - 8% - 10** n.c. - 2% - 23* - Q8%

n.c., no hay cambio.

de A. serpyllifolium (P < 0.05), mientras que
el Pb reducible tendia a descender. En SM1/
Ca y SMI/NPK se encontré una reduccién
significativa (P < 0.01) de la fraccion reduci-
ble de todos los metales y en los tres sustratos
eran frecuentes también las reducciones en
las fracciones oxidable y residual (P < 0.05).
Las mayores reducciones en la fraccién resi-
dual fueron encontradas para el Cu (SM1/Ca
y SM1/NPK), Cr (SM1/NPK), Mn (SM1/Ca
y SM2/Ca), Ni (SM2/Ca), Pb (SM1/NPK) y
Zn (SM1/Ca, SM1/NPK y SM2/Ca).

Cambios en el pH del suelo y carbono
organico disuelto después del crecimiento
de A. sepyllifolium

Después del crecimiento de A. serpylli-
Sfolium se encontré un aumento significativo
(P < 0.05) del pH del suelo en SM1/Ca (el
valor medio de pHppo aumentaba de 6.0 a
6.9) y SM2/Ca (de 6.3 a 6.6), pero no habia
diferencias significativas en SM1/NPK (el
valor medio de pH era 6.3).

El carbono orgénico disuelto (COD) era
bajo en los dos suelos de mina, con concen-
traciones entre 4 y 12 mg L-!, pero habia un
incremento significativo en SM2/Ca y SM1/
NPK después del crecimiento de A. serpylli-
folium (Figura 2).

FIGURA 2. Carbono orgénico disuelto (COD en
mg L-1) en los suelos de mina antes y después del
crecimiento de Alyssum serpyllifolium.
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DISCUSION

Los contenidos totales de Ni, Pb y Zn
del suelo MS1 son préximos a los maximos
recomendados en la legislacion espafiola para
suelos agricolas que pueden ser enmendados
con lodos de depuradora (30 pg Ni g-1, 50 ug
Pb gty 150 ug Zn g1 para suelos con pH
<7,R.D. 1310, 1990) y estan por debajo de
los limites establecidos por la UE para suelos
agricolas (70 pg Ni g-1, 300 ug Pb g-1 y 300
ug Zn g!, EU, 1986). Las concentraciones
de Cu, Pb, y Zn en el suelo MS2 eran 2, 5 y
1,3 veces los méximos de la UE, y 5,29y 2,5
veces los méaximos de la legislacion espafiola
(los limites espafiol y europeos para Cu son
140 pug gty 50 pug g1, respectivamente). La
concentracién de Cr en MS1 y MS2 era de
2.8 y 2.6 veces, respectivamente, el limite
espafiol (>100 pug Cr g-!). El patrén de los
contaminantes metdlicos en los dos suelos
influia significativamente sobre el crecimien-
to de A. serpyllifolium. La reduccién de la
biomasa observada en el suelo MS2, com-
parada con la del suelo MS1, se debié pro-
bablemente al efecto fitotéxico del Cu (Ebbs
y Kochian, 1997). En la disolucién del suelo
MS2 se encontraron concentraciones de hasta
1200 M, comparadas con 5 M en MSI,
y en esta fase el Cu podria estar en forma
facilmente disponible para la absorcion vege-
tal. De forma similar, Lombi et al. (2001) y
Dahmani-Muller et al. (2001) concluyeron
que el Cu era fitotoxico para 7. caerulescens
y Arabidopsis halleri, respectivamente.

En el ensayo aqui presentado, Alyssum
serpyllifolium no toleraba, absorbia y trans-
locaba todos los metales de la misma forma.
El contenido de Ni en las hojas de A. ser-
pyllifolium oscilaba entre 33 y 188 ug g1,
valores sensiblemente menores que el valor
de 1000 pug g-! utilizado por Baker et al.
(2000) para definir la hiperacumulacién de
Ni. Sin embargo, el contenido de Ni en los
suelos de mina de este estudio eran bajos
(34-47 pug gl), notablemente menores que

los encontrados en los suelos naturales de
donde procede A. serpyllifolium (hasta 3000
ug gl; Diez et al., 2002). Adicionalmente,
el Ni se encontraba principalmente en la
fraccién residual y las concentraciones de
Ni extraido por EDTA, M3 y NH4Cl gene-
ralmente eran < 1 yg g1 (EDTA) 0 < 0.5 ug
gl M3 y NH4Cl). Alyssum serpyllifolium
puede tener una mayor exigencia de Ni que
las plantas normales, como se ha demostrado
para otras hiperacumuladoras de Ni, como
Alyssum bertolonii, Alyssum lesbiacum y
Thlaspi goesingense (Kiipper et al., 2001). El
aumento de COD y de Niys en la rizosfera,
asf como la reduccién en todas las fracciones
BCR de Ni, sugieren que A. serpyllifolium
moviliza Ni del suelo para aumentar su
absorcion. Estas tendencias no tienen por qué
manifestarse en suelos con mayores concen-
traciones de Ni biodisponible. Como rasgo
caracteristico de las hiperacumuladoras, A.
serpyllifolium mostraba acumulacién de Ni
en su biomasa aérea (Nigoja/Nigaz hasta
13). Este rasgo estaba particularmente marca-
do en el suelo MS2 en el que Nigoja/Nirarz
y la concentraciéon de Ni en hojas tendia a
ser mayor. Ademads del Ni, A. serpyllifolium
también translocaba Mn y Zn a su bioma-
sa aérea. La relacion Mngoja/Mngarz era
mayor en plantas desarrolladas en MS1/Ca
que en MS2/Ca, y los valores del factor de
bioconcentracién (FB) y rendimiento de Mn
aumentaban con el aumento del contenido de
Mn en el suelo (MS1 > MS2). En el caso del
Zn, la relacidon Znyoja/Zngarz €ra mayor en
el suelo MS2, moderadamente contaminado.
Los factores de bioacumulacién para el Zn
también aumentaban con el aumento de la
concdentracién de Zn en el suelo (MS2 >
MS1). Los valores de FB del Zn obtenidos
para A. serpyllifolium (hasta 132) son mucho
mayores que los encontrados para A. halleri
desarrollado en sustratos contaminados con
Zn(los valores de FB oscilaban entre 2 y 20,
Dahmani-Muller et al., 2001), pero son hasta
tres 6rdenes de magnitud menores que los
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encontrados para 7. caerulescens (Knight et
al., 1997). Los rendimientos de Zn (ug) fue-
ron mayores en MS2/Ca que en MS1/Ca. Sin
embargo, estos rendimientos aumentaron sig-
nificativamente en los sustratos MS1 después
de su fertilizaciéon (MS1/NPK).

Se ha demostrado que algunas especies
de Alyssum hiperacumuladoras de Ni también
eran tolerantes a Co y lo acumulaban en sus
partes aéreas (Homer et al., 1991). Sin embar-
g0, en este estudio las concentraciones de Co
en hoja fueron generalmente inferiores a <
20 pg g-1. S6lo en MS2/Ca, donde se encon-
traron las mayores concentraciones de Co en
hoja, habia un trasporte eficiente de Co a las
partes aéreas de las plantas (Coyya/Corarz >
1). En este suelo, se producia un aumento de
la concentracién de Co-NH4Cl y de las frac-
ciones de Co extraible en 4cido y reducible
después del crecimiento de A. serpyllifolium.
En estudios hidropénicos, la elongacién de
raiz y hojas de A. serpyllifolium se reducia
significativamente en disoluciones con >
30 uM Co, y por encima de 300 uM Co las
plantas morfan (datos no mostrados), lo que
sugiere que esta especie de Alyssum no mues-
tra una elevada tolerancia al Co.

Tanto Cu como Cr (CrIIl) y Pb se con-
sideran elementos inmdviles en el suelo. El
Cu es retenido por componentes organicos
y minerales del suelo (Kabata-Pendias y
Pendias, 1992). De acuerdo con ésto, en los
dos suelos de mina de este estudio una frac-
cién del Cu total se encontraba asociada con
6xidos de Fe y Mn (fraccién reducible, 6-14
%), y materia orgdnica (fraccién oxidable,
14-26 %). El Cr es rdpida y especificamente
retenido por los minerales de la arcilla y los
o0xidos de Fe y Mn (Adriano, 2001), lo que
justifica el predominio de este metal en las
fracciones residual (92-94 %) y reducible
(4-7 %). El Pb, considerado generalmente el
menos movil de los metales pesados, se aso-
cia principalmente a minerales de la arcilla,
6xidos y materia orgdnica (Adriano, 2001;
Kabata-Pendias y Pendias, 1992; McGrath et

al., 2002). En el suelo MS1 de este estudio, el
99 % del Pb total estaba en la fraccién resi-
dual, mientras que en el suelo MS2 el 75 %
estaba en la fraccidén residual y el 18 % aso-
ciado a 6xidos de Fe y Mn. Adicionalmente,
el pH elevado, como el que presentan los
suelos encalados de este estudio, puede favo-
recer la precipitacion de Pb como hidréxido,
fosfato o carbonato, ademds de promover
la formacién de complejos orgédnicos de Pb
relativamente estables (Berti et al., 1998).
La adiciéon de fésforo (MS1/NPK) podria
inducir la formacién de fosfato de Pb, estable
y muy insoluble incluso a bajo pH. Entonces,
estos metales se encuentran en las fracciones
no ldbiles, sin embargo, las concentraciones
de Pb biodisponible (extraido con M3) eran
significativamente mayores (hasta tres veces)
en la rizosfera que en el suelo no rizosférico
en los tres sustratos, y un ligero aumento de
Cr-M3 también se encontrd en la rizosfera
de MS2/Ca. Las raices de las plantas y sus
exudados podrian modificar la forma de Cr
y Pby, consecuentemente, su biodisponibili-
dad. Para determinar como A. serpyllifolium
aumenta la concentracién de estos metales
en la interfase suelo-planta, es necesaria una
investigacién sobre la rizosfera y la exuda-
cion vegetal en esta especie.

Tanto en MS1 como en MS2, A. serpy-
llifolium restringia el transporte de Cr, Cu y
Pb a sus partes aéreas (metalgoya/ metalgarz
< 1), lo que refleja una estrategia de toleran-
cia basada en la exclusién de estos metales
(Baker, 1981). Homer et al. (1991) también
mostraron que la hiperacumuladora de Ni
Alyssum troodii no era capaz de absorber Cu
a niveles comparables del Ni y Co. A pesar
de la restriccién observada en el transporte
de Pb desde las raices a las hojas, se encon-
traron concentraciones en hojas de hasta 200
ug Pb g-l. Esta concentracion foliar es mas
de cuatro veces mayor que la encontrada
usualmente en plantas desarrollada en suelos
contaminados con Pb (Cunningham et al.,
1995). Estamos realizando estudios adicio-
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nales para determinar si el uso de quelantes
sintéticos como el EDTA, que han incremen-
tado la movilidad de Pb en el suelo (Huang et
al., 1997; Elless y Blaylock, 2000), pueden
aumentar el transporte de Pb a las hojas de A.
serpyllifolium.

La optimizacién de las condiciones del
suelo para incrementar el rendimiento meta-
lico requiere un conocimiento previo de la
influencia del pH del suelo y la disponibili-
dad de nutrientes sobre el crecimiento vegetal
y la absorcién metélica por la planta. En cul-
tivos de interés econdmico, la acidificacidén
del suelo provocaba un aumento de la con-
centracion de Zn y Cd en la planta (Brown et
al., 1994). Alyssum serpyllifolium no creci
en los sustratos que no fueran previamente
encalados. Los suelos control, MS1/Con y
MS2/Con, tenia un pHH,O de 3.7 y 4.3,
respectivamente, lo que muestra que A. ser-
pyllifolium no es capaz de crecer en condi-
ciones tan 4cidas. El encalado se hizo para
conseguir un pH del suelo similar al de los
suelos serpentiniticos donde crece esta planta
(pHH,0 6,0-6,5). Las especies de Alyssum
acumuladoras de Ni parecen estar particular-
mente adaptadas a las bajas relaciones Ca:
Mg tipicas de suelos ultraméficos y, adn asi,
son capaces de alcanzar altas concentraciones
de Ca foliar (Reeves et al., 1997). Algunos
estudios hidropénicos han mostrado que los
niveles de Ca adecuados para el crecimiento
de Silene italica, una especie serpentinica no
acumuladora, provocaban un efecto depre-
sivo del crecimiento y absorcién de Ni en
A. bertolonii (Gabbrielli et al., 1990). El pH
relativamente elevado de nuestros sustratos
pudo haber reducido la absorcién de los
metales por la planta. Por tanto, es importante
conseguir el pH del suelo que maximice la
disponibilidad y absorcién de los metales,
y al mismo que permita el crecimiento de la
planta. En este sentido, estamos realizando
ensayos de invernadero para determinar el
pH del suelo que optimice el crecimiento y
la absorcién de los metales. Robinson et al.

(1997) mostraron que la fertilizacién hacia
aumentar el crecimiento de A. bertolonii por
un factor cercano a 3 (de 4,5 tha-1 a 12 t ha-1)
sin reducir, practicamente, la concentracion
foliar de Ni (7600 ug g-!). En el caso de los
sustratos MS1 de este estudio, la fertilizacion
provocé un aumento de la biomasa de A.
serpyllifolium por un factor de 10. Las con-
centraciones foliares de los metales tendian
a ser mas bajas en las plantas de estos suelos
que en las de los suelos encalados (MS1/Ca
vs. MS1/NPK), aunque sélo las concentracio-
nes de Zn eran significativamente mds bajas
a P < 0,05. Sin embargo, la eficiencia de la
fitoextraccién es el resultado del producto
(biomasa x contenido de metal = rendimiento
metdlico), es decir, las plantas que acumulan
menor cantidad de metal pero que tienen una
mayor biomasa pueden aportar un mayor
rendimiento metdlico global que otras plan-
tas con alta capacidad de acumulacién de
metal pero con baja biomasa. El rendimiento
metdlico era significativamente mayor en las
plantas desarrolladas sobre los sustratos MS1
fertilizados que en los encalados. Por ejem-
plo, el rendimiento de Ni aumentaba desde
6,9 en MS1/Ca a 41,1 en MSI/NPK. Sin
embargo, el crecimiento radicular era signi-
ficativamente reducido en los sustratos ferti-
lizados y, por tanto, el transporte a las partes
aéreas también era menos efectivo. A la vista
de estos resultados se constata la necesidad
de realizar nuevos estudios que permitan
optimizar plenamente la fertilizacioén, pro-
duccién de biomasa, proliferacién radicular
y absorcién y translocacién de los metales
en A. serpyllifolium, y estudios in situ para
cuantificar estos pardmetros en condiciones
de campo. Ademds, son necesarios estudios
que determinen los efectos independientes de
los nutrientes minerales, ya que los distintos
nutrientes pueden afectar de forma diferente
a la produccién de biomasa y absorcion de
metales, y esto también dependerd de las
caracteristicas del suelo. Estas plantas estdn
adaptadas a suelos con deficiencia de nutrien-
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tes, siendo el nitrégeno el limitante mds
frecuente de las hiperacumuladoras no legu-
minosas que crecen en suelos contaminados
(Robinson et al., 1997, Bennett et al., 1998).
Adicionalmente, se hace necesario un nuevo
estudio que nos permita explicar por qué las
plantas murieron en el substrato SM2/NPK.
Como se ha dicho anteriormente, las
plantas hiperacumuladoras tienen una elevada
capacidad de absorcion de los metales, pero
la concentraciéon de metales en los tejidos
no so6lo depende de las caracteristicas de las
plantas sino también de la biodisponibilidad
metalica en el suelo (McGrath et al., 1997).
La biodisponibilidad de metales en suelos
contaminados depende de factores fisicos,
quimicos y bioldgicos. Los factores fisicos
(estructura, permeabilidad) y quimicos (Eh,
pH, especiacion, concentracién) encuadran el
medio en el que la biota puede modificar la
disponibilidad metdlica por liberacién de Oy,
protones, dcidos orgdnicos o fendlicos sim-
ples, o por asociaciones micorricicas. Knight
et al. (1997) observaron s6lo un pequefio
descenso de la concentracién de Zn en la
disolucién del suelo después del crecimien-
to de T. caerulescens y sugirieron que esta
especie era capaz de movilizar Zn insoluble
en el suelo, o que esta extraccién era com-
pensada por la liberacién de Zn del suelo a
la disolucién. En contraste, Hutchinson ef al.
(2000) mostraron que 7. caerulescens no era
capaz de movilizar Cd no 14bil en suelos de
mina contaminados con Pb/Zn, ni en suelos
agricolas contaminados con lodos de depura-
dora. Dahmani-Muller et al. (2002) mostra-
ron que el Zn extraido con CaCl, en suelos
muy contaminados con lodos residuales era
mayor después del crecimiento de A. halleri,
pero no encontraban diferencias significati-
vas en suelos moderadamente contaminados.
Ademds, después del crecimiento encontra-
ron incrementos generales de Cu-CaCl, en
suelos muy y moderadamente contaminados.
En nuestro estudio encontramos incremen-
tos de Mn y Zn extraidos con EDTA, M3 y

NH4CI (sélo Mn) en los suelos MS2 (mode-
radamente contaminados) después del creci-
miento de A. serpyllifolium. A excepcion del
Zn, no se encontraron incrementos similares
en los suelos MS1 (poco contaminados). Los
aumentos de extractabilidad de Mn y Zn
podrian ser explicados por un aumento de la
alteracién de las fases minerales metalicas.
La liberacién de protones, dcidos organicos
o compuestos fendlicos en los exudados
radiculares de A. serpyllifolium podrian favo-
recer esta alteracion. En la rizosfera, donde
el efecto de los exudados es mds pronun-
ciado, la concentracién de Znyz en MS1 era
incrementada incluso mas. Adicionalmente,
el carbono orgdnico disuelto era significa-
tivamete mayor en los sustratos MS2/Ca y
MSI/NPK después del crecimiento de las
plantas. El ligero incremento del pH de suelo
después del crecimiento de las plantas podria
sugerir, sin embargo, que la acidificacién no
era el mecanismo para movilizar el Zn del
suelo. Esto estd de acuerdo con los trabajos
de Bernal et al. (1994) quienes mostraron
que la acidificacién de la rizosfera no era
el mecanismo utilizado por Alyssum murale
para aumentar su absorcién de metales. Por el
contrario, las concentraciones de Co, Cu, Ni
y Pb extraibles tendian a descender después
del crecimiento de las plantas. Las reduccio-
nes observadas pueden ser explicadas por la
absorcién de la planta, excepto en el caso del
Pb en MS2/Ca. En este caso, el descenso de
Pb extractable, no debido a la absorcion de
la planta, pudo haber sido inmovilizado en el
suelo o sorbido por los orgdnicos liberados en
los exudados radicales.

En la mayoria de las fracciones metdlicas
se encontraron reducciones desde el inicio del
experimento. Sin embargo, esta reduccién no
s6lo ocurria en las fracciones més disponibles
a las plantas (como las extraibles en 4cido o
reducibles) sino también en las fracciones
oxidable y residual, consideradas no labiles y
menos biodisponibles. Ademads, en MS2/Ca
las fracciones reducible y soluble en 4cido de
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Co, Cu, Mn, Ni y Zn aumentaban, frecuen-
temente, después del crecimiento vegetal.
Esto podria reflejar simplemente la capacidad
tamp6n de estos suelos en los que el equili-
brio es mantenido a través de un suministro
dindmico de los metales de las formas liga-
das menos disponibles a las fracciones mds
disponibles. Alternativamente, el descenso
de las cuatro fracciones metdlicas después
del crecimiento de A. serpyllifolium podria
reflejar su capacidad de acceder a fraccio-
nes metdlicas consideradas no biodisponibles
para mantener la absorcién metdlica.

CONCLUSIONES

La capacidad de A. serpyllifolium para
aumentar la disponibilidad metdlica a través
del acceso a las fracciones metélicas menos
disponibles podria ser una valiosa caracte-
ristica para su uso como fitoextractor. Sin
embargo, es fundamental que los metales
movilizados sean absorbidos por las plantas
y no perdidos a través de los lixiviados. Mn,
Ni y Zn parecen ser absobidos por A. serpy-
llifolium, y transportados a su parte aérea,
mientras que el Cu podria ser lixiviado.
Ademas, la fitotoxicidad del Cu limita el uso
de esta especie como fitroextractora en suelos
con altas concentraciones de este metal. Se
necesitan estudios adicionales para determi-
nar la absorcién metélica y/o movilizacién, y
posible lixiviado, en suelos con concentracio-
nes metdlicas en aumento (y en suelos donde
los principales contaminantes sean Mn, Ni
y Zn). Nuestros resultados muestran que el
rendimiento de la extraccién metdlica puede
aumentar por el aumento de la biomasa a tra-
vés de la enmienda del suelo (fertilizacién),
sin embargo la optimizacién completa del
crecimiento (biomasa y proliferacién radi-
cular) y la extraccién metdlica dependerd
de cada suelo en cuestién y requerird un
estudio adicional. La escasa productividad
de esta planta, incluso en los sustratos de
mina fertilizados con NPK, continda siendo

el principal factor limitante para su uso en
fitoextraccion.
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