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RESUMEN

La contaminacion de suelos por metal(oid)es pesados es un grave problema
medioambiental, en gran parte debido a una mala gestion de los residuos procedentes de
las actividades minero-industriales. La eliminacion de estos contaminantes requiere de
procesos complejos ya que tienen una vida media muy larga al no ser biodegradables. En
este sentido, la acumulacién de metal(oid)es en el suelo genera problemas en el desarrollo
vegetal, pudiendo afectar a otros seres vivos a través de la cadena trofica o por la
contaminacion de acuiferos subterraneos, susceptibles de abastecer a poblaciones
cercanas. En este trabajo se ha estudiado la posibilidad de utilizar subproductos
industriales (cenizas y escorias) y un fertilizante organico en combinacion con la técnica
de fitorremediacién en un suelo minero altamente degradado para llevar a cabo su
remediacion de una forma mas eficiente. Para ello, se realizaron varios ensayos en
macetas que permitieron evaluar el impacto de estas enmiendas sobre el crecimiento,
fisiologia y bioquimica de la especie vegetal empleada en la actuacion de
fitorremediacion, Betula pubescens. Se observd que la adicién de los subproductos
industriales disminuye la disponibilidad de As en el suelo, la generacion de lixiviados
contaminados, y su acumulacién en la planta, lo que ha repercutido positivamente en el
incremento del crecimiento de la planta. Por el contrario, la adicion de fertilizante
aumenta la acumulacion de As en la planta, asi como la produccion de compuestos
tidlicos, aunque curiosamente disminuye la concentracion de parametros relacionados
con el estrés oxidativo, como H>O, y malondialdehido. Por tanto, se concluye que la
revalorizacion de los subproductos es una prometedora técnica para la inmovilizacién de
As y Hg en suelos contaminados en el marco de la economia circular, y podrian ser

empleados en combinacion con la técnica de fitorremediacion.



ABSTRACT

Soil pollution by heavy metal(loid)s is a serious environmental concern, largely due to
unproperly management of mining and industrial wastes. The removal of these pollutants
requires complex processes as they are persistent in environment and not biodegradable.
In this sense, the accumulation of metal(loid)s in soils negatively affects to plant growth,
and also to organisms through the trophic chain or to underground water in aquifers,
which can supply nearby populations. In this work we have studied the possibility of re-
using industrial by-products (ashes and slags) and an organic fertiliser in combination
with the phytoremediation technique in a highly polluted mining soil to carry out its
remediation efficiently. To this end, several pot tests were performed to evaluate the
impact of the amendments on the growth, physiology and biochemistry of the plant
species used in the phytoremediation approach, Betula pubescens. It was observed that
the addition of industrial by-products reduced the availability of As in the soil, the
polluted leaching generation, and As accumulation in the plant, which promoted plant
growth. On the contrary, the addition of fertiliser increased the accumulation of As in the
plant, as well as the production of thiol compounds, although the concentration of
parameters related to oxidative stress, such as H.O. and malondialdehyde, were unusually
decreased. Therefore, it is concluded that the revalorisation of by-products is a promising
technique for the immobilisation of As and Hg in polluted soils in the framework of the
circular economy, and could be employed in combination with the phytoremediation

technique.
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1. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

Los vertidos, la mala gestion de residuos y el abandono de actividades como la mineria y
otros procesos industriales generaron grandes cantidades de terrenos contaminados con
metal(oid)es pesados y otros contaminantes que, en mayor o menor medida, afectan a

todos los paises desarrollados (Fernandez et al., 2020).

En concreto, en Asturias, la mineria del mercurio (Hg) tuvo una gran importancia durante
las décadas de 1960 y 1970 (Luque y Claverol, 2006), y debido al abandono de la
actividad minera sin llevar a cabo ninguna actuacion de restauracion, se han generado
episodios de contaminacion por arsénico (As) y Hg, afectando a la calidad de los suelos.
La presencia de estos contaminantes se ha debido mayoritariamente a la mala gestion de
los residuos en las décadas posteriores al abandono de estas industrias y a una falta de

legislacion adecuada (Larios et al., 2012; Gonzalez-Fernandez et al., 2018).

La contaminacion por metal(oid)es pesados, y concretamente por As y Hg, es uno de los
problemas ambientales mas relevantes en el planeta. Su absorcion y acumulacién en las
plantas que habitan estas areas puede convertirse en un riesgo ya que pueden entrar en la
cadena tréfica y ser un serio problema para la salud (Bergqvist y Greger, 2012). Ademas
de la contaminacion del suelo o de las plantas que crecen en esos terrenos, la
contaminacion de las aguas adyacentes o subterraneas es un problema afiadido si estas
aguas se utilizan en regadio o abastecen a las poblaciones cercanas (Wan et al., 2020).
Adicionalmente, es destacable que aproximadamente el 35% de los suelos contaminados
en Europa estan afectados por la presencia de metal(oid)es (European Environment
Agency, 2011).

El As es un metaloide que se presenta en el medio ambiente bajo diferentes estados de
oxidacion. Principalmente, se puede encontrar en forma de arseniato inorganico (AsV) o
arsenito (Aslll), siendo ambas formas muy toxicas (Gonzalez-Martinez et al., 2019; Wan
et al., 2020). Debido a sus caracteristicas quimicas, el arseniato es analogo al fosfato, por
lo que puede interferir en procesos esenciales que requieran de él, como puede ser la
sintesis de ATP u otros compuestos fosfatados que participan en el metabolismo vegetal.
Ademas, debido a lo anterior, el arseniato va a tener mas facilidad para acceder a las
células vegetales a través de los transportadores especificos de fosfato. Una vez que el

AsV entra en la célula, es rapidamente reducido a Aslll, el cual se caracteriza por ser mas
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movil y toxico que el arseniato y, ademas, es la forma en la que va a unirse a las

fitoquelatinas (Finnegan y Chen, 2012; Souri et al., 2017).

El Hg es un metal que en el medio ambiente aparece en diferentes formas, como estado
elemental (Hg0), mercurio inorganico (Hgll) y normalmente como metilmercurio
(MeHg). De todas estas formas, las mas biodisponibles encontradas en el suelo son Hgll
y MeHg, concretamente MeHg tiene una alta solubilidad en lipidos y puede ser mas
facilmente absorbido por las raices de las plantas. La especiacion del Hg en el interior de
la planta va a depender directamente de la forma en que se encuentre en el suelo, pudiendo
existir mecanismos metabdlicos para convertir una forma de Hg en otra, pero estos

procesos todavia no son concretos (Natasha et al., 2020).

Desde el punto de vista de la salud, la exposicién a As puede provocar dafios hepaticos,
alteraciones en el sistema cardiovascular, respiratorio y nervioso; ademas de estar
considerado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un carcinégeno de
clase I, por lo que es un elemento extremadamente toxico para los seres vivos, incluidas
las plantas, donde va a provocar la inhibicion de la fotosintesis y de otras rutas
metabolicas, asi como la muerte de aquellas no tolerantes (Chandrakar et al., 2016; Zhang
et al., 2021). EIl mercurio es un metal neurotoxico que afecta de gran manera a la salud,
siendo de particular atencion desde la Convencion de Minamata, donde se consideraron
diferentes aspectos para solucionar los problemas derivados de la contaminacion por Hg
como la gestidn de los residuos o las emisiones industriales de este elemento (Janeiro-
Tato et al., 2021). Este metal esta considerado por la OMS dentro de los 10 elementos
que mayor inquietud provocan para la salud publica, ya que ademas de ser neurotéxico,
su exposicion causa alteraciones en el sistema digestivo e inmune, en los pulmones,

rifiones o piel (Natasha et al., 2020).

En lo que respecta a la remediacién de los suelos contaminados por metal(oid)es, son
varios los métodos que se pueden utilizar, aunque tradicionalmente se ha optado por el
uso de técnicas ex situ, en las que el suelo se excava, se descontamina en un lugar
diferente, y posteriormente se devuelve a su localizacion inicial sin presencia de
contaminantes. Estas técnicas suelen estar relacionadas con métodos fisicos y quimicos
gue en algunas ocasiones pueden llegar a generar un gran impacto ambiental sobre otros
compartimentos ambientales (fauna, flora, etc.), ademas de suponer un elevado coste

(Gonzélez-Martinez et al., 2019; Wan et al., 2020). Es por ello que, a lo largo de las
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ultimas décadas, se ha optado por tecnologias mas sostenibles con el medio ambiente
conocidas como “técnicas verdes” o “soluciones basadas en la naturaleza” entre las que
incluimos la biorremediacién y fitorremediacion, técnicas que se basan en el uso de
microorganismos y plantas para recuperar los suelos contaminados (Garbisu y Alkorta,
2001; Khalid et al., 2017; Yan et al., 2020). En concreto, la fitorremediacion esta basada
en el uso de plantas capaces de absorber y acumular contaminantes en sus tejidos. Esta
fitotécnica ha ganado popularidad en los Gltimos afios como una técnica “amigable” con
el medio ambiente, de facil aplicacion y una alternativa de bajo coste a las técnicas
tradicionales de recuperacion de suelos. Ademas, las plantas que habitan estos suelos
aportan materia organica y nutrientes lo que contribuye a recuperar y estabilizar su
fertilidad (Jacob et al., 2018; Gonzélez-Martinez et al., 2019).

Generalmente, las plantas tienen dos tipos de estrategias para hacer frente a la toxicidad
de los metal(oid)es pesados: evasion y tolerancia (Yan et al., 2020). La evasion se refiere
a la capacidad de las plantas de limitar la absorcion de metal(oid)es pesados y ademas de
restringir su movimiento por los tejidos celulares. Esta estrategia, de tipo extracelular, se
define como la primera linea de defensa frente a los metal(oid)es pesados. Aqui se
incluyen diferentes mecanismos como son la precipitacion de iones metélicos mediante
enzimas o la exclusion de los metal(oid)es en la pared celular, donde los componentes de
esta, generalmente polisacéridos, interacttan con los cationes metalicos llevandolos asi a

su inactivacion metabolica (Krzestowska, 2011; Yan et al., 2020).

Por otro lado, la estrategia adoptada por las plantas cuando los metal(oid)es entran al
interior de las células es intentar reducir su toxicidad mediante la union de estos iones
metalicos a complejos o ligandos y su posterior compartimentacion, principalmente en
las vacuolas (Mohan et al., 2016; Yan et al., 2020). Entre estos complejos con funcion
quelante podemos destacar el glutation (GSH), las fitoquelatinas (PCs), metalotioneinas,
aminoacidos como histidina o prolina, y ciertos acidos organicos de bajo peso molecular

como el acido citrico o mélico (Yadav, 2010; Viehweger, 2014; Souri et al., 2017).

El glutation (GSH), ademas de quelar iones metélicos, es decir, formar ligandos con
metal(oid)es, es el precursor de las fitoquelatinas (PCs), las cuales son péptidos de bajo
peso molecular sintetizados a partir de varias moléculas de GSH y cuya funcion principal
es la de unirse a los iones metalicos libres a través del alto contenido de grupos tiélicos (-

SH), formando complejos menos toxicos. Cuanto mayor es el tamafio de la PC, la



Revalorizacién de subproductos industriales para potenciar la fitorremediacion de suelos mineros
contaminados

capacidad de unirse a iones metalicos aumenta, ya que aumentan los grupos tiolicos que
la forman, al igual que su cantidad aumenta cuanta mas exposicion haya a los metal(oid)es
(Viehweger, 2014; Dennis et al., 2019).

Por otra parte, la acumulacion de metal(oid)es pesados en el citosol celular provoca una
situacion de estrés caracterizada por la sintesis de una gran cantidad de radicales libres y
de especies reactivas de oxigeno (ROS), que estan consideradas como el primer sintoma
de toxicidad bajo condiciones de estrés (Taran et al., 2020). En el caso de metal(oid)es
como As 0 Hg, esta situacion de estrés oxidativo no esta generada de forma directa por el
metal(oide), sino que se pueden alterar el estado redox de las células atacando a
componentes de la cadena respiratoria de electrones o del sistema de defensa antioxidante
(Jozefczak et al., 2012; Viehweger, 2014). El exceso de ROS provoca el bloqueo de
grupos funcionales de biomoléculas, interrumpe rutas metabdlicas, al igual que provoca
dafos en proteinas, en la integridad de las membranas lipidicas y sobre todo en el ADN
(Berni et al., 2019). Esta situacion de estrés oxidativo se caracteriza por la acumulacion
de perdxido de hidrégeno (H20) y una elevada peroxidacion lipidica en diferentes tejidos
de la planta (Singh et al., 2006).

Las plantas, para reducir el dafio oxidativo causado por los metal(oid)es y hacer frente a
su toxicidad, han desarrollado una compleja red de mecanismos de detoxificacion

(Viehweger, 2014). Estos mecanismos involucran a:

) Enzimas antioxidantes como son la catalasa o peroxidasa, las cuales ayudan a
reducir la oxidacién de biomoléculas y bloquean los procesos de las reacciones
oxidativas que pueden dafiar mas a las células, ayudando a la planta a sobrevivir
en condiciones de estrés (Bhaduri y Fulekar, 2012; Yan et al., 2020).

i) Compuestos con propiedades antioxidantes como algunos compuestos fenolicos
como carotenoides, aminoécidos como la prolina; GSH o ascorbato, que para
eliminar las ROS se oxidan e inhiben nuevas reacciones de oxidacion que dafien
a las células (Bhaduri y Fulekar, 2012; Mourato et al., 2012; Mishra et al.,
2016). Con respecto al GSH, esta molécula juega un doble papel ya que por un
lado, participa en la detoxificacion de metal(oid)es pesados, al actuar como
agente quelante frente a los iones metalicos y por otro, debido a su gran
capacidad como donador de electrones, participa ademas en el ciclo redox para
eliminar las ROS (Jozefczak et al., 2012).
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1.2. Planteamiento y objetivos

En las dltimas décadas para reducir la concentracion y el efecto negativo de los
contaminantes del suelo se ha apostado por el uso de tecnologias sostenibles con el medio
ambiente como es la fitorremediacion. Sin embargo, actualmente para incrementar la
eficiencia del proceso se esta apostando por la combinacion de esta técnica junto con otras
mas innovadoras como es la aplicaciéon de diferentes tipos de enmiendas al suelo, las
cuales interaccionan quimicamente con los contaminantes permitiendo, en algunos casos,
la inmovilizacion de los mismos en los suelos. En este sentido, y basandonos en el modelo
de la economia circular donde se pretende que los materiales, residuos y subproductos
procedentes de la industria, se reciclen todas las veces que sea posible para crear un valor
afiadido, hemos ensayado el efecto de la adicion de cenizas y escorias, procedentes de la
combustion de carbdn de una planta térmica y de subproductos de la industria del acero,
a un suelo contaminado para estudiar su efecto como enmiendas para inmovilizar As y
Hg en estos suelos. Sin embargo, no se conoce el efecto de estos materiales sobre las
plantas ni si va a mejorar la eficiencia de las actuaciones de fitorremediacion. Por todo
ello, el objetivo global de este trabajo es estudiar la revalorizacién de subproductos
industriales (cenizas y escorias) como enmiendas en procesos de descontaminacion de
suelos en combinacién con la técnica de fitorremediacién, asi como estudiar el impacto
de estas enmiendas sobre el crecimiento, fisiologia y bioquimica de Betula pubescens. La
seleccion del abedul para este trabajo se realiz6 en base a que en estudios previos ya
habiamos observado que es una especie muy resistente y tolerante a los terrenos
contaminados y que ademas el uso de &rboles en fitorremediacion presenta ciertas

ventajas como:

i) Un gran sistema radical con el que alcanzan un mayor volumen de suelo a
abarcar.

i) Gran biomasa con la que pueden extraer una mayor cantidad de metal(oid)es
del suelo, aunque presente una capacidad fitoextractora menor que otras

especies herbaceas hiperacumuladoras.
Para abordar este objetivo global desglosaremos los siguientes objetivos parciales:

1. Estudiar el efecto de las enmiendas afiadidas sobre los parametros del suelo, asi

como sobre la disponibilidad y migracion de metal(oid)es en el suelo.
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2. Analizar el crecimiento de las plantas, la acumulacion de As y Hg en los diferentes
tratamientos y evaluar si los compuestos tiélicos participan en esa acumulacion.

3. Estudiar parametros fisiologicos y relacionados con el estrés oxidativo en las
plantas crecidas en el suelo contaminado al que se han afiadido las diferentes

enmiendas.

Todos estos resultados redundardn en una mayor eficiencia en los procesos de

descontaminacion de suelos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio y Recogida de muestras de suelo

El &rea de estudio se localiza en los terrenos de la mina de “La Soterrafia”, antigua
instalacién minera dedicada a la explotacion de mercurio. Esta mina esta ubicada en el
valle de Mufion Cimero, perteneciente al concejo de Lena, y fue de gran importancia en
la mineria del mercurio hasta su cierre en 1974 (Ayala y Fernandez, 2020; Fernandez et
al., 2020). En las inmediaciones de esta mina se encuentran dos escombreras donde existe
una gran concentracion de metal(oid)es pesados, sobre todo As y Hg (Larios et al., 2011;
Larios et al., 2012).

Las muestras de suelo contaminado fueron recogidas en la parte baja de la ladera, proxima
a la instalacion minera. Para recoger el suelo donde posteriormente cultivaremos las
plantas, caracterizarlo y medir el contenido de metal(oid)es, se tomaron 3 muestras de
suelo recogidas en distintos puntos y a una profundidad de 25-30 cm. En cada punto de
muestreo se tomaron aproximadamente unos 10 kg de suelo y, una vez en el laboratorio,
el suelo se mezcl6 en una hormigonera para que fuera lo mas homogéneo posible. A
continuacion, se paso por un tamiz de 2 mm para eliminar las piedras y otros fragmentos

de mayor tamafio que no forman parte del suelo desde el punto de vista edafoldgico.
2.2. Andlisis del suelo

La medicion del pH y la conductividad eléctrica (CE) de la muestra de suelo se realizd
siguiendo el método usado por Baragafio et al. (2019) donde 10 g de suelo se mezclaron
con 25 mL de agua destilada y se mantuvieron en agitacion lenta durante 20 minutos. A
continuacion, la mezcla se dejé reposar durante 30 minutos y se midi6 el pH y CE
mediante un medidor de pH y CE Seven CompactDuo (Metler TOLEDO).

6
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La determinacion de las concentraciones de metal(oid)es totales (As, Cd, Cu, Fe, Pb, Zn
y Hg) se realiz6 mediante Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente
(ICP-MS) (Agilent-7500c), donde 1 g de la muestra secada previamente en estufa a 40 °C
durante 72 h, se digiere y se ataca en un horno-microondas a 240 W durante 6 minutos
con Agua Regia (una mezcla de acido nitrico y acido clorhidrico en la proporcién 1:3

(v:v)), segun el protocolo descrito por Baragario et al. (2021).

Por otro lado, las concentraciones de los metal(oid)es disponibles se determinaron
mediante extraccion simple “Toxicity Characteristic Leaching Procedure” (TCLP) segiin
el protocolo 1311 de la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de EEUU (USEPA
(U.S. Environmental Protection Agency, 1992). El protocolo a seguir fue descrito por
Baragafio et al. (2021) y para ello, se peso 1 g de suelo seco, que fue puesto en contacto
con 20 mL de una disolucidn preparada con acido acético glacial e hidréxido de sodio en
agua destilada a una proporcion 1:20 (suelo:extractante, p/v) a pH 4,93. Esta mezcla se
agito durante 18 h en agitacion lenta, tras lo que se centrifugd a 14.000 g durante otros 10
minutos. A continuacion, se retird el sobrenadante, se filtré a 0,45 um y se conservé en

frio antes de enviarlas a analizar por ICP-MS (Agilent-7500c).

Para el tratamiento de los datos, se calcul6 el porcentaje que ha pasado del total de
metal(oid)es a la fraccién disponible (% de lixiviacion) y el porcentaje de la fraccion

disponible que se ha reducido con cada tratamiento (% de reduccion):
% de lixiviacién = [Metal(oide) disponible] / [Metal(oide) total] * 100

% de reduccion = [Metal(oide) disponible]suelo sin tratar - [Metal(oide) disponible]iratamiento
/ [Meta|(0|de) disponible]suelo sin tratar *100

2.3. Cultivo de plantas en suelo contaminado

Plantas de Betula pubescens (abedul) procedentes de un clon previamente seleccionado
por su resistencia y acumulacion a metal(oid)es pesados fueron utilizadas para la
realizacion de los estudios de fitorremediacion. Antes de su paso al suelo contaminado,
estas plantas fueron cultivadas in vitro en un medio MS (Murashige y Skoog, 1962) y en
camara de crecimiento a 25 °C con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad. Al cabo de
2 meses, estas plantas con el sistema radical perfectamente desarrollado y una longitud
alrededor de 7-8 cm de parte aérea fueron aclimatadas entre 20-30 dias en un tanel de

niebla para ir, poco a poco, reduciendo su humedad y adaptar su fisiologia a las
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condiciones ambientales naturales. Posteriormente, las plantas completas se pesaron
(peso fresco, PF) y se midio la longitud de la parte aérea y la raiz. A continuacion, las
plantas fueron trasplantadas al suelo contaminado con y sin tratamientos empleando

macetas de 1 kg de suelo a traves de dos ensayos.

En el primer ensayo, realizado en el invernadero, los tratamientos que se probaron fueron
(Fig. 1y 2):

- Plantas cultivadas en suelo contaminado (1 kg) de “La Soterrafia”, con una capa
de arena de 2 cm en la parte inferior de cada maceta. A este tratamiento se le
denomind S1.

- Plantas cultivadas en suelo contaminado de “La Soterrafia” con una capa de arena
de 2 cm en la parte inferior de cada maceta y al que se afiadieron 12 g de un
fertilizante ecoldgico de origen animal y vegetal (N:P:K, 6:8:15). Este tratamiento
fue denominado S1F.

- Plantas cultivadas en suelo contaminado de “La Soterrafia” con una capa de arena
de 2 cm en la parte inferior de cada maceta y al que se afiadié entre la arena y el
suelo otra capa de 2 cm de una mezcla de ceniza y escorias, en una proporcion de
2/3 de escorias y 1/3 de cenizas, que hemos denominado barrera permeable
reactiva (BPR). Al suelo también se le afiadio el fertilizante en la misma cantidad
ya citada. Este tratamiento lo hemos denominado S1F+BPR.

- Plantas cultivadas en una mezcla homogénea del suelo contaminado de “La
Soterrafia” con los residuos (R) en una proporcion del 20%, estando la mezcla en
la misma proporcion que en la barrera de residuos; y la misma cantidad de
fertilizante que en los tratamientos anteriores. En todos los casos se mantuvo la
capa de arena de 2 cm en la parte inferior de cada maceta. Este tratamiento lo
hemos denominado S1RF.

- Plantas cultivadas en una mezcla homogénea del suelo contaminado de “La
Soterrafia” con los residuos (cenizas y escorias) y el fertilizante y al que ademas
se le puso una barrera de residuos (2 cm) y otra de arena (2 cm), denominandose
S1RF+BPR.
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SUELO +
FERTILIZANTE

SUELO +
FERTILIZANTE

SUELO
CONTAMINADO

RESIDUOS (BPR)

S1RF+BPR

FERTILIZANTE +

SUELO ~ RESIDUOS

FERTILIZANTE+
RESIDUOS

RESIDUOS (BPR)

Fig. 1. Esquema representativo de los diferentes tratamientos en el primer ensayo con el suelo altamente contaminado
S1. S1, suelo altamente contaminado; S1F, suelo altamente contaminado mas fertilizante; SIF+BPR, suelo altamente
contaminado con fertilizante y una barrera de residuos en la base; S1IRF, suelo altamente contaminado mezclado
homogéneamente con los residuos mas fertilizante; S1RF+BPR, suelo altamente contaminado mezclado
homogéneamente con los residuos mas fertilizante y una barrera de residuos en la base.

Las cenizas procedian de la combustion de carbdn en una planta térmica de la empresa
EDP Energia, mientras que las escorias son subproductos de la industria del acero
procedentes de la empresa Escorias y Derivados S.A. Ambos materiales han sido
probados con anterioridad en aguas contaminados, mostrando excelentes resultados para
la eliminacion de metal(oid)es, sobre todo As, mediante la adsorcion de los contaminantes

sobre los materiales (Ayala y Fernandez, 2020).

Las mezclas de las enmiendas con los suelos se realizaron mediante el uso de una pequefia
hormigonera para asegurar una correcta homogeneizacion con las enmiendas. En todos
los casos se puso una planta por maceta, y antes de trasplantar los abedules, las macetas
se regaron durante 3 dias para asi garantizar un periodo de maduracion y estabilizacién

entre el suelo y las enmiendas.

Para analizar el agua de poro (PW) o agua capilar, en cada maceta se colocaron dos
muestreadores tipo Rhizon®©, uno situado directamente sobre el suelo y otro sobre la capa
de arena ubicada en el fondo de la maceta, de forma que fuera posible tomar las muestras
correspondientes a cada estrato. Al final del experimento, las muestras de agua de poro
fueron tomadas y en las mismas se midié mediante ICP-MS la concentracion de As y Hg,
ya que son los metal(oid)es predominantes en los suelos del emplazamiento de “La

Soterrafia”. El analisis de las muestras de agua de poro a dos alturas permite conocer la
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presencia de los contaminantes en los lixiviados generados, de forma que en el caso de
los tratamientos sin la BPR se observaria si la adicion de enmiendas favorece la
movilizacion de los contaminantes y la potencial lixiviacion de los mismos hacia las aguas
subterraneas, mientras que los tratamientos con la BPR permitirian evaluar la eficacia de

la misma para mitigar la generacion de lixiviados contaminados.

Fig. 2. Plantas de B. pubescens en el invernadero distribuidas segun los diferentes tratamientos en el dia 0 con el suelo
altamente contaminado S1. S1, suelo altamente contaminado; S1F, suelo altamente contaminado mas fertilizante;
S1F+BPR, suelo altamente contaminado con fertilizante y una barrera de residuos en la base; S1RF, suelo altamente
contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante; SIRF+BPR, suelo altamente contaminado
mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante y una barrera de residuos en la base.

Al cabo de una semana, las plantas fueron recogidas de las macetas y se lavaron al grifo
en agua corriente para eliminar los restos de suelo y metal(oid)es pesados que pudieran
estar adheridos a las raices y, a continuacion, se pasaron por 3 bafios de agua destilada de
5 minutos cada uno. Posteriormente, se separd la parte aérea (tallos y hojas) de las raices,
para posteriormente medir y pesar las diferentes partes de cada muestra. Puesto que la
cantidad de muestra de cada tratamiento que se obtuvo en este ensayo era muy pequefia,
solamente se emplearon para medir el contenido de metal(oid)es. Para ello, se secaron
durante 3 dias a 37 °C (no se empled mayor temperatura para evitar la volatilizacion del
Hg) y una vez obtenido el peso seco (PS), las muestras se molieron en un molino (Retsch
ZM200). Las muestras molidas se conservaron a temperatura ambiente para su posterior

analisis por ICP-MS (Agilent-7500c) previa digestion acida empleando acido nitrico.
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Puesto que en el primer ensayo la mortalidad fue muy alta, se inici6 un segundo ensayo
en el que se disminuyeron las altas concentraciones de metal(oid)es del suelo
contaminado mediante la mezcla en hormigonera del suelo de partida con otro suelo con
una contaminacion mdas baja de una zona adyacente a la mina de “La Soterrafia” y
previamente caracterizado por Baragafio et al. (2022). La mezcla se realizo en la
proporcion 50:50 y se ensayaron los siguientes tratamientos (Fig. 3 y 4), realizados

también en invernadero, utilizando macetas con 1 Kg de suelo:

Plantas cultivadas en el suelo mezclado de “La Soterrafia”, que se denominé

tratamiento S2.

- Plantas cultivadas en el suelo mezclado de “La Soterrafia” junto con 6 g por
maceta del mismo fertilizante utilizado en el ensayo anterior. Este tratamiento fue
denominado S2F.

- Plantas cultivadas en el suelo mezclado de “La Soterrafia” al que se le afiadieron
las escorias y cenizas utilizadas en el anterior ensayo, en la misma proporcion que
en el ensayo anterior. Este tratamiento fue denominado como S2R.

- Plantas cultivadas en el suelo mezclado de “La Soterrafia” y con los residuos del
anterior ensayo y a la misma proporcion, al que se le afiadieron 6 gr del

fertilizante, denominandose este tratamiento como S2RF.

SUELO +
FERTILIZANTE +
RESIDUOS

CONTAMINADO

FERTILIZANTE RESIDUOS

Fig. 3. Esquema representativo de los diferentes tratamientos en el segundo ensayo con el suelo con concentraciones
mas bajas de contaminantes, S2. S2, Suelo con concentracion menor de contaminantes; S2F, suelo menos contaminado
mas fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos; S2RF, suelo menos
contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante.

En este ensayo no se empled la BPR para la mitigacion de los lixiviados, ya que el objetivo
es evaluar el impacto sobre las plantas, asi como la eficacia de la fitorremediacion, en un
suelo moderadamente contaminado dada la baja tasa de supervivencia observada en el
primer ensayo. Adicionalmente, la dosis del fertilizante aplicado fue reducida a la mitad
para evitar la alta movilizacion de As observada en el primer ensayo, uno de los motivos

de la tasa de mortalidad tan elevada.
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Antes de trasplantar las plantas de abedul a los suelos con y sin tratamiento, se llevo a
cabo otro periodo de maduraciéon de forma analoga al primer experimento, donde los
suelos fueron regados durante 3 dias para asi asegurar las interacciones quimicas entre el
suelo y las enmiendas. Tras este periodo, las plantas de B. pubescens fueron colocadas de

una en una en cada maceta y se mantuvieron en el invernadero durante 60 dias (Fig. 4).

Fig. 4. Plantas de B. pubescens, en el invernadero, distribuidas segln los diferentes tratamientos en el dia 0 con el suelo
altamente contaminado S2. S2, Suelo con concentracién menor de contaminantes; S2F, suelo menos contaminado mas
fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos; S2RF, suelo menos
contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante.

Al cabo de este tiempo, se recogieron las plantas y se lavaron como ya se cit6
anteriormente; se midieron, se pesaron y se separaron las raices, los tallos y las hojas. Las
muestras que se iban a utilizar para los estudios de estrés oxidativo, fitoquelatinas y
analisis de pigmentos fueron trituradas en un molino criogénico (6775 Freezer/Mill®
SPEX SamplePrep) usando N2 liquido mediante un ciclo de precongelacion, 2 ciclos de
triturado y finalmente, un ciclo de congelacion. Tras el triturado, las muestras fueron
almacenadas a -80 °C hasta su posterior analisis. Para medir el contenido de metal(oid)es
pesados, una alicuota de las muestras se secé en estufa a temperatura inferior a 37 °C para
ejecutar los analisis mediante digestion acida y analisis en ICP-MS siguiendo el protocolo

descrito anteriormente.
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2.4. Acumulacion de metal(oid)es en planta

Para calcular la acumulacion de metal(oid)es en la planta, se siguié el protocolo descrito
por Fernandez et al. (2008). Primero, se separd la parte aérea (tallos y hojas) de la raiz de
cada planta y estas muestras se dejaron secar en una estufa a 37 °C durante 72 h.
Posteriormente las muestras fueron molidas, y 200 mg de cada una de las muestras se
sometieron a una digestion acida con 3 mL de HNOs concentrado y altamente purificado.
Esta mezcla fue digerida en un horno microondas a 240 W durante 6 minutos hasta
alcanzar la digestion total de la muestra. Una vez finalizado el ataque quimico, y tras dejar
enfriar las muestras hasta temperatura ambiente, se realizaron dos diluciones sucesivas
con agua desionizada (Milli-Q 185 Plus System, 18 MQ cm™ resistividad), una primera
a1:20 y la segunda a 1:10, a la que se afiadieron 10 pg de Rh kg de HNOs concentrado
como estandar interno. Finalmente, las concentraciones de As y Hg en estas muestras

fueron determinadas mediante analisis usando ICP-MS (Agilent-7500c).

También se calculo el factor de translocacion (FT), el factor de bioconcentracion (FBC)
y la tasa de movilidad (TM) en cada tratamiento, siguiendo las formulas descritas por Shi
et al. (2010):

FT = [Metal(oide)]parte asrea/ [Metal(oide)]rai;
FBC = [Metal(oide)]raiz/ [Metal(oide) disponible]suelo
TM = [Metal(0ide)]parte acrea / [Metal(oide) disponible]sueio
2.5. Analisis de compuestos tiolicos

Los compuestos tiolicos se analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), siguiendo el protocolo descrito por Fernadndez et al. (2012). La extraccion se
llevé a cabo en frio y en oscuridad para evitar en la medida de lo posible la rapida
desnaturalizacion de las fitoquelatinas presentes en la muestra. En este sentido, 300 mg
de peso fresco de muestra de raices, tallos y hojas de los distintos tratamientos, se le
afiadieron polivinilpolipirrolidona 1% y 750 uL de HC1 0,1 N (relacion 1:1,5 p/v). Tras
agitar durante 30 s, esta mezcla se introdujo en un bafio de ultrasonidos durante 10
minutos. Se agitd de nuevo, se centrifugd a 16.000 g durante 15 minutos a 4 °C y el
sobrenadante fue recogido y filtrado a través de un filtro Millex-HV de un diametro de

0,45 um. Finalmente, este filtrado se inyect6 directamente en el cromatografo.
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Para el analisis por HPLC se utilizé un cromatografo liquido de alta resolucién Waters
600. Se inyectaron 100 uL de muestra en una columna de fase reversa Kromasil 100 C18
5 um (250 x 4,6 mm) (Scharlau), la cual se eluyd con un solvente A de acetonitrilo:H20
(2:98, v/v) y un solvente B de acetonitrilo:H20 (98:2, v/v) a los que se afiadié acido
trifluoroacético 0,05%. Las muestras se separaron mediante un gradiente lineal (0-25%
en 25 minutos y de 25-50% en 5 minutos) del solvente B a un flujo de 1,5 mL min™*
durante 30 minutos. La deteccion se consiguio mediante una derivatizacion post-columna
del eluido con el reactivo de Ellman (Ellman, 1959) a un flujo de 0,5 mL mint en un loop
de reaccion (1 mL). La absorbancia del compuesto derivatizado se midié a 412 nm. Los
patrones utilizados fueron estandares de GSH y una mezcla de PCs (PC2, PC3, PC4, PC5
y PC6).

La concentracion de los compuestos tiolicos encontrados en los diferentes tratamientos
fue calculada mediante la integracion de las areas de sus picos a 412 nm de absorbancia,

convertidos a pmol gPF y cuantificadas en forma de equivalentes de GSH.

2.6. Andlisis de parametros relacionados con el estrés oxidativo en la planta

2.6.1. Analisis de pigmentos fotosintéticos

Se analiz6 el contenido de clorofilaay by carotenoides a partir de 500 mg de peso fresco
de hojas que fueron previamente homogeneizadas con 10 mL de acetona 80% (v/v). Esta
mezcla se centrifugd a 3.000 g durante 10 minutos a 4 °C, se recogi el sobrenadante y se
midio su absorbancia a 3 longitudes de onda: 663, 646 y 470 nm. La concentracién de los
diferentes pigmentos (ug gPF?) se obtuvo mediante las formulas de Lichtenthaler y
Wellburn, (1983):

Clorofilaa (Cp) = 12,21Absge3 — 2,81AbSg46

CZOTOfila b (Cb) = 20113Ab5646 - 5103Ab5663

1000A4bs,;0 — 3,27 C, — 104 C,
229

Carotenoides =

Ademas de analizar los pigmentos fotosintéticos también se midio la eficiencia
fotosintética a los 60 dias de cultivo, mediante un fluorimetro portatil OS1-FL (Opti-
Sciences). Se realizd en la segunda hoja plenamente extendida de cada planta que fue
adaptada a la oscuridad durante 15 minutos, para calcular la fluorescencia inicial (Fo); a

continuacion, se obtuvo la fluorescencia maxima (Fm) mediante un pulso de luz saturado.
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También se obtuvo la fluorescencia variable (Fy), que es definida como la diferencia entre
la fluorescencia inicial y la fluorescencia maxima tras el periodo de adaptacion a la
oscuridad (Fernandez et al., 2013). Tras esto se calcul6 el ratio Fv/Fm, que es definida
como la eficiencia del fotosistema Il (PS IlI), de acuerdo con el método de Demmig-
Adams y Adams (1996).

2.6.2. Andlisis de peroxido de hidrégeno

El contenido de peroxido de hidrogeno (H202) en las plantas se midié conforme al método
descrito por Singh et al. (2006), pero con algunas modificaciones. En primer lugar, 100
mg de peso fresco de tallos, hojas y raices de cada tratamiento fueron homogeneizados
con 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) al 0,1%. Esta mezcla se centrifug6 a 12.000 g
durante 15 minutos a 4 °C y se tomaron 0,5 mL de sobrenadante al que se le afiadieron
0,5 mL de tampédn fosfato 100 mM (pH 7,6) y 1 mL de yoduro de potasio (KI) 1 M.
Posteriormente, la absorbancia de la mezcla fue medida a una longitud de onda de 390
nm y el contenido de H>O> fue calculado a partir de una curva patron y expresado en
umoles gt PF.

2.6.3. Analisis de malondialdehido

La extraccion de malondialdehido (MDA) se realiz6 mediante el método descrito por
Demiral y Turkan (2005) con algunas modificaciones. En primer lugar, se homogenizaron
100 mg de peso fresco de tallos, hojas y raices de cada uno de los tratamientos con 2 mL
de TCA al 0,1%. La mezcla fue centrifugada a 12.000 g durante 15 minutos a 4 °C.
Posteriormente, 0,5 mL de sobrenadante fueron recogidos y se llevaron a un tubo con 2
mL de &cido tiobarbitarico (TBA) al 0,5% en TCA al 20%. Tras esto, las muestras se
mantuvieron en un bafio a 95°C durante 30 minutos y, a continuacion, se pasaron a un
bafio de hielo. Finalmente, se midié la absorbancia a las longitudes de onda de 532 y 600

nm y los resultados se expresaron en pmoles g* PF.

La concentracion de MDA se obtuvo mediante la siguiente formula, donde el coeficiente
de extincion (g) es del orden de 155 mM*cm™ (Demiral y Turkan, 2005):

€
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2.6.4. Cuantificacion de prolina

Para la extraccion de prolina se siguio el protocolo propuesto por Khedr et al. (2003), con
algunas modificaciones. Primero se homogeneizaron 100 mg de peso fresco de muestra
de tallos, hojas y raices de cada uno de los tratamientos con 1,5 mL de acido
sulfosalicilico al 3%. La mezcla se centrifug6 a 10.000 g durante 10 minutos a 4 °C y se
afiadieron 0,5 mL del sobrenadante obtenido a un tubo con 2 mL de &cido acético glacial
y 2 mL de ninhidrina acida. Posteriormente, esta mezcla se mantuvo en un bafio de agua
a 100°C durante 60 minutos y, a continuacion, se enfrié en un bafio de hielo y se le
afiadieron 2,5 mL de tolueno. Se agitd y se dejé a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 25 minutos, hasta la formacion de dos fases. A la vez, se prepard una curva patron
de prolina, que servira de referencia para calcular el contenido en prolina de las muestras.
Finalmente, se midid la absorbancia de la fase superior a una longitud de onda de 520 nm

y los resultados se expresaron en pumoles g* PF.
2.7. Andlisis estadistico

Todos los andlisis de los diferentes tratamientos se realizaron por triplicado. En el estudio
del efecto de los diferentes tratamientos sobre el crecimiento de las plantas se utilizaron
6 plantas por tratamiento. Los datos obtenidos se analizaron mediante el uso del programa
IBM SPSS version 25.0 y Excel. Las diferencias entre tratamientos se realizaron mediante
un analisis de varianza (ANOVA) de una via complementado con un test de
homogeneidad de varianza. En los casos donde el p-valor fue significativo (p < 0,05) se
realizé un test post hoc de diferencia minima significativa (DMS), mientras que en los

casos donde no existia homogeneidad (p > 0,05), se realiz6 una prueba T3 de Dunnett.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion quimica del suelo

El suelo altamente contaminado (S1) mostré un pH ligeramente basico (Fig. 5A),
mientras que el menos contaminado (S2) present6 un pH ligeramente acido (Fig. 5B)
aunque en ambos casos los valores estaban proximos a la neutralidad. La aplicacion del
fertilizante disminuy6 el pH significativamente, lo que no estd de acuerdo con otros
estudios donde los fertilizantes organicos incrementan o no causan cambios significativos
en el pH del suelo (Lin et al., 2019; Wang et al., 2020; Baragafio et al., 2022). Cuando
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los residuos (tanto cenizas como escorias) se mezclaron con el suelo S1y S2, con y sin
fertilizante (S1RF, SIRF+BPR, S2RF ¢ S2RF), aumentaron el pH (Fig. 5A y B). Esto es
debido a que estos residuos han sido caracterizados previamente con un pH basico
(cenizas pH 10,9; escorias pH 11,3), por Ayala y Fernandez (2020), por lo que es l6gico

que al afiadirlos al suelo eleve también el pH.
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Fig. 5. Valores de pH en los diferentes tratamientos del suelo altamente contaminado S1 (A) y suelo con menor
concentracion de contaminantes S2 (B). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos de cada tipo de suelo: S1, suelo altamente contaminado; S1F, suelo altamente contaminado mas
fertilizante; SIF+BPR, suelo altamente contaminado con fertilizante y una barrera de residuos en la base; S1RF, suelo
altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante; SIRF+BPR, suelo altamente
contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante y una barrera de residuos en la base; S2,
suelo con menor concentracion de contaminantes; S2F, suelo menos contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos
contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos; S2RF, suelo menos contaminado y mezclado
homogéneamente con los residuos mas fertilizante.

Respecto a la conductividad eléctrica (CE), se observa que es muy baja en el suelo S1y
ligeramente maés alta en el S2, pero lo que mas llama la atencion es que la adicion de
fertilizantes o residuos aumenta significativamente la CE en ambos tipos de suelos (S1y
S2) (Fig. 6A y B). Una vez afadido el fertilizante o el residuo no se observan diferencias

significativas entre los distintos tratamientos del suelo S1, pero si en S2, donde el valor
mas alto se midio en el tratamiento S2F (Fig. 6B). Estos datos permiten concluir que la
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adicion de cualquier enmienda al suelo supone un aumento significativo de la CE, lo que
esta de acuerdo con otros estudios donde enmiendas, como compost o biochar, aumentan
la CE, debido a la liberacion de iones de las enmiendas con el riego de las macetas (Lebrun
et al., 2021). Esta alta CE muestra que existen mas elementos quimicos en disolucion,
como nutrientes o metal(oid)es pesados, aunque no llega, en ninguno de los tratamientos,
a valores por encima de los estipulado para que el suelo sea salino y perjudicial para la

planta (2dS m™) (Hazelton y Murphy, 2007).

2500

o

2000

——
QD
—— 2

1500

Q
HH S

1000

CE (uScm?)

500

S1 S1F S1F+BPR S1RF S1RF+BPR

1000

800

— o

600

H
Ho

400

200
0

S2 S2F S2R S2RF

CE (uS cm?)

Fig. 6. Valores de conductividad eléctrica (uS cm) en los diferentes tratamientos del suelo altamente contaminado S1
(A) y suelo con menor concentracién de contaminantes S2 (B). Las diferentes letras indican diferencias significativas
entre tratamientos de cada tipo de suelo: S1, suelo altamente contaminado; S1F, suelo altamente contaminado méas
fertilizante; SIF+BPR, suelo altamente contaminado con fertilizante y una barrera de residuos en la base; S1RF, suelo
altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante; SIRF+BPR, suelo altamente
contaminado mezclado homogéneamente con los residuos més fertilizante y una barrera de residuos en la base; S2,
suelo con menor concentracion de contaminantes; S2F, suelo menos contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos
contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos; S2RF, suelo menos contaminado y mezclado
homogéneamente con los residuos mas fertilizante.

Cuando se analiza el contenido total de As y Hg en el suelo S1 se observaron
concentraciones extremadamente altas que sobrepasan los 40000 y 1200 mg kg*
respectivamente (Fig. 7). Estas concentraciones son mas de 200 (en el caso de As) y 12

(enel caso de Hg) veces maés altas que el maximo permitido para un suelo industrial segun
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la legislacion del Principado de Asturias (BOPA, 2014). La aplicacion del fertilizante y
la presencia de la BPR no mostro diferencias significativas respecto a la concentracion de
estos metal(oid)es en S1; sin embargo, si se ha observado una ligera reduccion en el caso
del Hg de S1F+BPR si se compara con S1 (Fig. 7), que puede deberse a la heterogeneidad
del material pese al proceso de homogeneizacion llevado a cabo. Por otro lado, la mezcla
de residuos y suelo disminuyo tanto el contenido de As como de Hg debido al efecto

dilucion al afiadir un 20% de residuos al suelo (Fig. 7).
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Fig. 7. Concentracion total de As'y Hg (mg kg™) en los diferentes tratamientos del suelo altamente contaminado S1.
Las letras mindsculas indican diferencias significativas entre tratamientos en relacién al As mientras que las mayusculas
indican diferencias para el Hg. S1, suelo altamente contaminado; S1F, suelo altamente contaminado mas fertilizante;
S1F+BPR, suelo altamente contaminado con fertilizante y una barrera de residuos en la base; S1RF, suelo altamente
contaminado mezclado homogéneamente con los residuos més fertilizante; SIRF+BPR, suelo altamente contaminado
mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante y una barrera de residuos en la base.

Cuando se midieron las concentraciones de As y Hg en el suelo S2, con menor
concentracion de contaminantes observamos una reduccion de casi el 50% si lo
comparamos con S1 (Fig. 8) y el comportamiento es similar al obtenido en S1, en el
sentido de que no se observan diferencias al afiadir el fertilizante, pero al mezclar el

residuo disminuye tanto la concentracion de As como de Hg de nuevo (Fig. 7).

El analisis de la fraccion disponible de estos metal(oid)es mediante la extraccion TCLP
mostré que solamente alrededor del 6% del total de As medido estaba en esta fraccion
(Fig. 9 y Tabla 1) y, aun asi, las concentraciones totales medidas superan en mas de 10
veces la concentracion maxima permitida para un suelo industrial (200 mg kg™), el cual
es el mas permisivo en cuanto a las concentraciones de metal(oid)es se refiere, pero para
un suelo agricola, recreativo o residual la concentracion de As permitida no debe superar
los 40 mg kg (BOPA, 2014).
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Fig. 8. Concentracion de As y Hg total (mg kg™) en los diferentes tratamientos del suelo con menor concentracion de
contaminantes S2. Las letras indican las diferencias significativas entre los tratamientos, siendo las letras mintsculas
para el analisis de As y las mayusculas para el andlisis de Hg. S2, suelo con menor concentracion de contaminantes;
S2F, suelo menos contaminado més fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los
residuos; S2RF, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante.

En fitorremediacion, la concentracion de metal(oid)es en la fraccién disponible es muy
importante porque es la fraccién de metales que puede ser directamente absorbida por las
raices de las plantas o estar disponible a corto plazo a través de diversos procesos
quimicos o bioldgicos (Yan et al., 2020). La adicion de fertilizante disminuyé ligeramente
la disponibilidad de As (Fig. 9), lo que esté en contra de otros estudios, donde la adicion
de fosfato y carbono organico disuelto, aumenta su disponibilidad (Baragafio et al., 2022).
Sin embargo, el resultado mas interesante es que la adicion de los residuos reduce mas
del 70% el porcentaje de As disponible para la planta (Fig. 9, Tabla 1). Esto puede ser
debido a que estos subproductos industriales tienen una alta eficiencia como adsorbentes
del Asy Hg; tal y como ya ha sido descrito por Ayala y Fernandez (2020) tratando aguas
contaminadas obtenidas en el entorno de “La Soterrafia”. Ademas, existen otros trabajos
donde también se ha observado la eficacia de estos materiales para el tratamiento de aguas
contaminadas con bajas concentraciones de As (Medina et al., 2010). Esta inmovilizacién
se realiza principalmente mediante la unién del metal(oide) a complejos de calcio
presentes en los residuos, cuya concentracion esta alrededor del 40% en las escorias, y su

posterior precipitacion (Wang y Tsang, 2013; Ayala y Fernandez, 2020).
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Fig. 9. Concentracién de As (mg kg?) biodisponible en los diferentes tratamientos del suelo altamente contaminado
S1. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos. S1, suelo altamente contaminado;
S1F, suelo altamente contaminado més fertilizante; SIF+BPR, suelo altamente contaminado con fertilizante y una
barrera de residuos en la base; SIRF, suelo altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos méas
fertilizante; SIRF+BPR, suelo altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante y
una barrera de residuos en la base.

Esta concentracion de As obtenida en la fraccion disponible no solamente supera los
valores maximos permitidos en el Principado de Asturias, sino también los valores
estipulados por la Agencia de Proteccion Ambiental de los EEUU (USEPA, 1992) ([As]
=5 mg L?). Todo ello nos lleva a concluir que este suelo necesita una remediacion
urgente para que no sea un riesgo para la sociedad tanto a nivel ambiental como de salud

(Kabata-Pendias, 2010), ya que tanto el As como el Hg representan el mas alto riesgo en

“La Soterrafia”.

Tabla 1. Concentraciones de As en (mg L), porcentaje de lixiviacion y de reduccién de As en los diferentes
tratamientos del suelo altamente contaminado S1. S1, suelo altamente contaminado; S1F, suelo altamente contaminado
mas fertilizante; SIF+BPR, suelo altamente contaminado con fertilizante y una barrera de residuos en la base; S1RF,
suelo altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante; SIRF+BPR, suelo
altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante y una barrera de residuos en la
base.

Tratamientos mg L* % lixiviacion % reduccién
S1 132,35 6,43 -
S1F 114,03 5,87 13,84
S1F+BPR 114,03 5,59 13,46
S1RF 37,09 2,95 71,98
S1RF+BPR 38,74 2,86 70,73

Con respecto a la fraccion disponible del suelo S2, observamos una reduccion de la
fraccion de As disponible en todos los tratamientos, excepto en S2F, donde la
concentracion es similar a la del suelo S2 (Fig. 10).
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Fig. 10. Concentracion de As (mg kg™) biodisponible en el suelo con menor concentracion de contaminantes S2 y sus
diferentes tratamientos. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos. S2, suelo con
menor concentracion de contaminantes; S2F, suelo menos contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos
contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos; S2RF, suelo menos contaminado y mezclado
homogéneamente con los residuos mas fertilizante.

En cualquier caso, todos los valores superan el umbral estipulado por la USEPA (1992)

([As] =5 mg L) y por el Principado de Asturias (BOPA, 2014) para metales pesados en

suelo industrial, recreativo y residencial (200, 40 y 40 mg kg™, respectivamente).

Tabla 2. Concentraciones (mg L), porcentaje de lixiviacion y de reduccion de As en los diferentes tratamientos del
segundo ensayo en el suelo con menor concentracion de contaminantes S2. S2, Suelo con menor concentracion de
contaminantes; S2F, suelo menos contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado
homogéneamente con los residuos; S2RF, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos
mas fertilizante.

Tratamientos mg L* % lixiviacién % reduccién
S2 62,42 5,36 -
S2F 62,42 7,07 0,01
S2R 27,44 3,09 56,04
S2RF 33,42 4,23 46,46

En ambos ensayos, al analizar la disponibilidad de Hg en el suelo de los diferentes
tratamientos, no se encontraron concentraciones superiores al limite de deteccién del
equipo, aunque si se encontraron en concentraciones bajas al analizar el agua de poro
(Fig. 11A y B). Esto puede ser debido a que el método para la estimacion de la
disponibilidad de este metal, TCLP, no fuera el més eficiente en este caso y se deberia de
escoger otro método diferente con una mayor eficiencia de extraccion de Hg, como puede
ser una extraccion mediante acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Gil-Diaz et al.,
2021).
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Fig. 11. Concentracion de As 'y Hg (ug L™) en el agua de poro del suelo (A) y de la arena (B) en los diferentes
tratamientos del suelo S1. Las diferentes letras indican las diferencias significativas entre los tratamientos, refiriéndose
las mindsculas al andlisis de As y las mayusculas al de Hg. S1, suelo altamente contaminado; S1F, suelo altamente
contaminado mas fertilizante; SIF+BPR, suelo altamente contaminado con fertilizante y una barrera de residuos en la
base; S1IRF, suelo altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante; SIRF+BPR,
suelo altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos més fertilizante y una barrera de residuos

en la base.

Otro parametro que también hemos medido por la importancia que puede tener el agua
que lixivia hacia las aguas subterraneas es la cantidad de As y Hg en el agua de poro. El
agua de poro, también llamada agua intersticial o capilar, es el agua libre que rellena los
espacios entre las particulas so6lidas del suelo y que interviene en el intercambio catiénico,
reacciones quimicas o formacion de minerales (Hahn et al., 2018; Poletaeva et al., 2021).
El agua de poro se midi6 tanto en los suelos como en las capas de arena que se habian
puesto en las macetas del ensayo S1 para simular los lixiviados que podrian llegar a
alcanzar acuiferos subterraneos susceptibles de ser afectados por la contaminacion de los
suelos superficiales. Los resultados mostraron, como era esperable, que tanto la
concentracion de As como de Hg es mayor en las muestras de suelo que en las de arena

en todos los tratamientos (Fig. 11A y B). Como la BPR se situd entre el suelo y la arena,
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la disminucion de metal(oid)es en el agua de poro muestreado en la capa de arena es
debida a que las escorias y cenizas retienen los contaminantes, dependiendo del
tratamiento, entre el 75% As en el caso de S1F hasta el 44% As en el caso de S1, por lo
que el agua que lixivia a las capas inferiores estd menos contaminada (Fig. 11Ay B). Por
otro lado, si comparamos las concentraciones de As y Hg en el agua de poro
correspondiente a la capa de arena (lixiviado susceptible de alcanzar las aguas
subterrdneas) con los niveles de referencia e intervencion establecidos por la Guia
Holandesa para Aguas Subterraneas (Ministerie Van Volkshuisvesting, 2000), se observa
que en el suelo sin tratamiento y con fertilizante se superan ligeramente los niveles de
establecidos para As (10 ppb), pero la adiciéon de residuos y de la BPR reducen la
concentracion de As por debajo de este valor. En el caso del Hg, todos los valores superan
el valor de intervencion de 0.3 ppb, incluso a pesar de la considerable reduccion obtenida
tras la aplicacion de los residuos. Estos resultados todavia resaltan mas el papel que tienen
las escorias y cenizas como inmovilizadores de As (Medina et al., 2010; Wang y Tsang,
2013; Ayalay Fernandez, 2020) y la posibilidad de emplear estos residuos como barreras

permeables reactivas para el tratamiento de aguas contaminadas.

Ademas, observamos que la concentracion de As en el agua de poro del suelo S1 es
significativamente menor a la encontrada en los tratamientos con fertilizante y residuos
de ese mismo suelo (Fig. 11A). Esto puede ser debido a que la adicion del fosfato que
Ileva el fertilizante organico haria méas soluble y movilizaria al As, aumentado la fraccion
disponible del metaloide, y asi incrementando la disponibilidad para la planta (Lebrun et
al., 2021; Baragafio et al., 2022).

Si nos fijamos en el Hg vemos que la retencion en el suelo es mucho menor que en el caso
del As (Fig. 11A y B) aunque el comportamiento es ligeramente diferente ya que no
encontramos diferencias al afiadir el fertilizante y la barrera de residuos, pero si una
disminucion en los tratamientos SIRF y SIRF+BPR (Fig. 11A y B). Al igual que en el
caso del As, esto indica que el Hg se moviliza y aumenta su fraccién disponible en
presencia del fertilizante, lo que esta de acuerdo con otros estudios sobre este metal y la

adicion de fertilizantes organicos (Li et al., 2019; Lebrun et al., 2021).
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3.2. Crecimiento de las plantas

Al estudiar el crecimiento observamos que las plantas cultivadas en el suelo S1 mostraban
un aspecto bastante deteriorado ya que después de 3 dias presentaban decaimiento, falta
de hidratacién y necrosis y, al cabo de 7 dias, se tuvo que finalizar el ensayo porque en
los tratamientos S1F y S1IF+BPR las plantas ya estaban muertas (Fig. 12) mientras que
en S1, SIRF y SIRF+BPR, algunas todavia estaban vivas, pero con claros sintomas de
falta de turgencia, decaimiento y necrosis, principalmente en las hojas y en los pices

presagiando el mismo final que los tratamientos citados anteriormente.

R

Fig. 12. Aspecto de B. pubescens al cabo de 7 dias de cultivo en los distintos tratamientos del suelo S1. S1, suelo
altamente contaminado; S1F, suelo altamente contaminado maés fertilizante; S1IF+BPR, suelo altamente contaminado
con fertilizante y una barrera de residuos en la base; S1RF, suelo altamente contaminado mezclado homogéneamente
con los residuos y afiadido el fertilizante; SIRF+BPR, suelo altamente contaminado mezclado homogéneamente con
los residuos maés fertilizante y una barrera de residuos en la base.

Logicamente en este ensayo no se ha medido la longitud de las plantas porque al tener
que recogerlas tan pronto no se observaron cambios en el tamafio de las plantas, pero lo
que si se midioé es la biomasa al cabo de 7 dias, observando un descenso tanto en el peso
fresco (PF) como en el peso seco (PS) en todos los tratamientos respecto a la biomasa
inicial (Fig. 13). Esta disminucion se debe principalmente a una reduccion en el contenido
hidrico de la planta que finalmente acabara afectando a la maquinaria fotosintética y a la
actividad metabolica como también fue observado por otros autores (Stoeva et al., 2005;
Shrietal., 2009; Farooq y Dietz, 2015; Baragafo et al., 2022). Por otra parte, cabe resaltar

que la BPR situada debajo del suelo de las macetas se ha compactado dando lugar a un
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conglomerado solido de baja permeabilidad que no permitia un buen drenaje del agua lo
que provoca encharcamiento de las raices, que podria disparar la sintesis de etileno en la
parte aérea hojas provocando epinastias que finalmente podrian llevar a la muerte de la
planta (Taiz et al., 2015). Este aspecto fisico de la BPR es una desventaja que debera ser
objeto de estudio en futuros trabajos, ya que podria minimizarse mediante la dosificacion
con otros componentes, como arena de silice entre otros, aunque pueda afectar a sus

propiedades quimicas y la eficiencia de la barrera para la eliminacién de As 'y Hg de los

lixiviados.
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Fig. 13. Incremento del peso fresco (PF) y seco (PS) (g) de B. pubescens al cabo de 7 dias en los distintos tratamientos
del suelo S1. Las letras mindsculas indican diferencias significativas en el incremento del peso fresco de los
tratamientos; y las mayusculas indican diferencias en el peso seco. S1, suelo altamente contaminado; S1F, suelo
altamente contaminado mas fertilizante; SIF+BPR, suelo altamente contaminado con fertilizante y una barrera de
residuos en la base; SIRF, suelo altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante;
S1RF+BPR, suelo altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante y una barrera
de residuos en la base.

La falta de crecimiento y el deterioro o muerte de las plantas fue la razén por la que no se
pudieron comparar los tratamientos ni realizar los analisis de tioles ni de estrés oxidativo
en este ensayo, por lo que solamente hemos analizado el contenido total de metal(oid)es

en las distintas partes de las plantas.

Cuando se cultivaron las plantas en el suelo menos contaminado S2 observamos que la
mayoria de plantas resistieron a los diferentes tratamientos al cabo de 60 dias, excepto en
los tratamientos S2F donde solamente sobrevivieron el 50% y en S2RF donde, de nuevo,
ninguna de las 6 plantas sobrevivio (Fig. 14). Aunque la concentracion de este suelo es
mucho mas baja que la del S1 (Fig. 9), es suficientemente alta para que en algunos
tratamientos la toxicidad no permita la supervivencia o aumente su mortalidad como es

el caso de los tratamientos a los que se afiade el fertilizante.
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Fig. 14. Aspecto de B. pubescens al cabo de 60 dias de cultivo en los distintos tratamientos del suelo S2. S2, Suelo con
menor concentracion de contaminantes; S2F, suelo menos contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos
contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos; S2RF, suelo menos contaminado y mezclado
homogéneamente con los residuos mas fertilizante.

Con respecto a la longitud de la parte aérea, no se observaron diferencias significativas
en ninguno de los tratamientos en los que las plantas sobrevivieron (Fig. 15), mientras

gue con la biomasa si observamos diferencias tanto en el PF como en el PS (Fig. 16).
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Fig. 15. Longitud (cm) de la parte aérea de B. pubescens tras 60 dias de cultivo en los distintos tratamientos del suelo
S2. Las letras en minGscula indican diferencias significativas entre los en el dia 60 de cultivo. S2, Suelo con menor
concentracion de contaminantes; S2F, suelo menos contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y
mezclado homogéneamente con los residuos; S2RF, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los
residuos mas fertilizante.

El aspecto mas llamativo fue que al afiadir el fertilizante se esperaba un mejor
crecimiento, pero no fue asi. Esto puede ser debido a una mayor disponibilidad del As al

afiadir el fertilizante que provocaria esa mayor toxicidad (Lebrun et al., 2021; Baragafio
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et al., 2022) afectando a diferentes parametros fisiologicos que desencadenarian esa
mayor mortalidad, como ya se ha comentado previamente. Ademas, el tratamiento S2F
fue donde se detectd una mayor acumulacion de metal(oid)es, tanto en la parte aérea como
en la raiz como comentaremos posteriormente (Fig. 18A 'y B). Las plantas que crecieron
en la mezcla de residuos no mostraron diferencias con los otros tratamientos (Fig. 15y
16).
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Fig. 16. Incremento del peso fresco (PF) y seco (PS) (g) de B. pubescens al cabo de 60 dias en los distintos tratamientos
del suelo S2. Las letras minusculas indican diferencias significativas en el incremento del peso fresco de los
tratamientos; y las mayusculas indican diferencias en el peso seco. S2, Suelo con menor concentracion de
contaminantes; S2F, suelo menos contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado
homogéneamente con los residuos; S2RF, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos
mas fertilizante.

3.3. Acumulacion de As 'y Hg en la planta

Al analizar la acumulacion de estos metal(oid)es, en primer lugar, se observa que tanto
las plantas cultivadas en el suelo S1 como en el S2 presentaban mayor concentracion de
As que de Hg en todos los tratamientos (Fig. 17A y B; 18A 'y B) vy, que, en todos los
casos, la concentracion siempre era mas alta en la raiz que en la parte aérea (Fig. 17Ay
B; 18A y B). Esta mayor concentraciéon ya fue observada también por otros autores
trabajando con distintas especies vegetales (Chen et al., 2015; Gonzélez et al., 2019;
Navazas et al., 2022). Esto es l0gico si tenemos en cuenta que la raiz es el primer 6rgano
en contacto con el suelo y que estos elementos son muy téxicos y no tienen ninguna
funcidén conocida por lo que la planta rapidamente tiende a inmovilizarlos en las paredes
celulares o a almacenarlos en las vacuolas de las células de la raiz, previniendo asi sus
efectos nocivos (Fernandez et al., 2013; Souri et al., 2017; Gonzalez et al., 2019; Lebrun
etal., 2021).
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Fig. 17. Concentraciones de As y Hg (mg kg) en parte aérea (A) y raiz (B) de plantas de B. pubescens cultivadas al
cabo de 7 dias en los diferentes tratamientos del suelo S1. Las letras minusculas indican las diferencias significativas
para el As entre los tratamientos, mientras que las letras mayusculas indican las diferencias significativas para el Hg.
S1, suelo altamente contaminado; S1F, suelo altamente contaminado mas fertilizante; SIF+BPR, suelo altamente
contaminado con fertilizante y una barrera de residuos en la base; S1IRF, suelo altamente contaminado mezclado
homogéneamente con los residuos mas fertilizante; S1IRF+BPR, suelo altamente contaminado mezclado
homogéneamente con los residuos mas fertilizante y una barrera de residuos en la base.

En las plantas cultivadas en el suelo S1, la concentracion mas alta de As tanto en la parte
aérea como en la raiz se obtuvo al afadir el fertilizante, en el tratamiento S1F (Fig. 17A
y B). Este aumento podria ser debido a que el As al estar mas disponible en el agua de
poro, como Ya se observo anteriormente (Fig. 11A), puede ser mas facilmente absorbido
por la planta ya que el As actia como un analogo del P y es absorbido a través de los
mismos transportadores que el fosfato (Lei et al., 2012; Navazas et al., 2021). Al afnadir
el fertilizante, el P es mas fuertemente adsorbido al suelo que el arsénico y, por tanto,
compite por los sitios de adsorcion siendo esto lo que facilita la liberacion de As en la
solucion del suelo y, por tanto, su absorcion por parte de la planta (Bolan et al., 2014;
Lebrun et al., 2021; Baragafio et al., 2022). Ademas, la movilizacion de As también

podria ser debida a que los fertilizantes organicos de origen animal, como es este caso,
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contienen cantidades considerables de carbono organico disuelto que también pueden
movilizar algunos metaloides como el As (Souza Neto et al., 2020; Arabi et al., 2021). Si
nos fijamos en la concentracion de As acumulada en la raiz al cabo de 7 dias, se observa
que se supera en todos los tratamientos los 500 mg kg? y en la parte aérea los 150 mg
kg alcanzando en el tratamiento S1F mas de 700 mg kg®. Estas cantidades son
extremadamente altas y si tenemos en cuenta que segin White & Brown (2010),
concentraciones de As entre 1-20 mg kg ya provocan la muerte en las plantas no
tolerantes, no es de extrafiar que con estas elevadisimas concentraciones, las plantas se
muriesen, pues se alteran numerosos procesos relacionados con la fotosintesis,
respiracion, nutricion, etc. (Mourato et al., 2019). En el caso del Hg, la tUnica diferencia
la encontramos en la parte aérea donde el tratamiento S1 fue el que presentd la mayor
acumulacion, mientras que en la raiz no encontramos diferencias al comparar los distintos
tratamientos (Fig. 17A y B). Estas concentraciones también superan los umbrales de
toxicidad fijados entre 2-5 mg kg?! (White y Brown, 2010), lo que unido a las

concentraciones de As también justifica la elevada tasa de mortalidad.

En el caso de las plantas del ensayo S2, la concentracion de As en la raiz también es muy
alta ya que supera los 400 mg kg™ en todos los casos, sin embargo, en la parte aérea es
mas baja alcanzando solamente los 85 mg kg™ en el tratamiento S2F (Fig. 18Ay B). Esta
concentracion, mas baja en la parte aérea, a pesar de sobrepasar hasta en 4 veces las
concentraciones toxicas, justifica la mayor tasa de supervivencia obtenida e indica que
esta planta es muy tolerante a los contaminantes del suelo ya que se mantiene viva
independientemente de lo acumulado en la raiz, que también es mucho. Si comparamos
los distintos tratamientos, la mayor concentracion de As se obtiene de nuevo en la raiz al
afiadir el fertilizante (S2F) (Fig. 18Ay B). Esto puede ser debido a lo explicado en el caso
del primer ensayo, donde el fertilizante haya podido movilizar el As, haciéndolo mas
disponible para las plantas (Bolan et al., 2014; Lebrun et al., 2021). En el caso del Hg, la
mayor acumulacion tanto en la parte aérea como en las raices se observa en el tratamiento
S2R (Fig. 18A y B). estas concentraciones obtenidas (> 5 mg kg™) también superan los
umbrales de toxicidad fijados entre 2-5 mg Kg* (White y Brown, 2010).
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Fig. 18. Concentraciones de As y Hg (mg kg™) en parte aérea (A) y raiz (B) de plantas de B. pubescens cultivadas al
cabo de 60 dias en los diferentes tratamientos del suelo S2. Las diferentes letras indican las diferencias significativas
entre los tratamientos. S2, Suelo con menor concentracion de contaminantes; S2F, suelo menos contaminado mas
fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos.

Una vez calculados el factor de translocacién (FT), el factor de bioconcentracion (FBC) y
la tasa de movilidad (TM), se observa que los tres parametros muestran valores inferiores
a 1 para el Asy el Hg en todos los tratamientos del suelo S1 (Tabla 3), aunque hay que
destacar que para el As, los tratamientos S1F y S1F+BPR presentan una buena tasa de
translocacion (FT) hacia las hojas, superior a 0.7, lo que corrobora que una buena parte
del metaloide absorbido es transportado via xilema a las hojas y redistribuido a otras partes
de la planta (Page y Feller, 2005; Fernandez et al., 2008). Los bajos valores del factor de
bioacumulacion y la tasa de movilidad indican que la capacidad de absorber estos
elementos del suelo y acumularlos en la raiz y transportarlos a la parte aérea es también
baja (Rodriguez-Vila et al., 2014) aunque un FBC de 0,77 en el tratamiento S1IRF y de
0,83 en el tratamiento SIRF+BPR son unos buenos resultados si la concentracién del suelo

no fuera tan alta y las plantas pudieran mantenerse vivas.
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Tabla 3. Factor de traslocacion (FT), factor de bioconcentracién (FBC) y tasa de movilidad (TM) para As y Hg en los
diferentes tratamientos con el suelo S1. S1, suelo altamente contaminado; S1F, suelo altamente contaminado mas
fertilizante; SIF+BPR, suelo altamente contaminado con fertilizante y una barrera de residuos en la base; S1RF, suelo
altamente contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante; SIRF+BPR, suelo altamente
contaminado mezclado homogéneamente con los residuos mas fertilizante y una barrera de residuos en la base.

Tratamientos s1 SIF SIF+BPR SIRF SIRF+BPR

. As 0,55 0,79 0,91 0,31 0,25

Hg 0,27 0,05 0,11 0,06 0,06

As 0,11 0,34 0,20 0,24 0,21
™

Hg - - - - :

As 0,17 0,43 0,22 0,77 0,83
FBC

Hg - - - -

En cuanto al Hg, hay que destacar que solamente se ha calculado el FT y que ha mostrado
valores inferiores a 0.3 (Tabla 3). Esta baja tasa de translocacién indica que el Hg se
acumula principalmente en la raiz y muy poco se transfiere a la parte aérea lo que puede
estar relacionada con mecanismos de detoxificacion en las hojas para evitar afectar al
aparato fotosintético u otros procesos que podrian causar efectos irreversibles (Fernandez
et al., 2013; Souri et al., 2017; Mourato et al., 2019). En el caso del FBC y TM no se han
podido calcular porque la concentracion disponible de este metal en el suelo no pudo ser
determinada, ya que se encontraba por debajo del limite de deteccion del equipo. Esto es
Ilamativo ya que se detectdé Hg tanto en la parte aérea como en la raiz de las plantas; por
lo que estos ensayos habria que repetirlos usando otro método de extraccién o

comprobando que no existe volatilizacion de Hg durante la extraccion.

En el caso del ensayo con el suelo S2, estos valores tienen un perfil parecido a lo ocurrido
en el ensayo anterior (Tabla 4), observandose la baja tasa de translocacion, que puede estar

relacionada con los mecanismos de detoxificacidon comentados anteriormente.
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Tabla 4. Factor de traslocacion (FT), factor de bioconcentracion (FBC) y tasa de movilidad (TM) para As y Hg en los
diferentes tratamientos con el suelo S2. S2, Suelo con menor concentracion de contaminantes; S2F, suelo menos
contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos.

Tratamientos S2 S2F S2R
As 0,14 0,11 0,19
TF
Hg 0,14 0,14 0,16
As 0,07 0,07 0,14
™ Hg i i i
As 0,49 0,68 0,75
FBC Hg . . -

El tratamiento S2R mostré valores para FBC y TM mas altos para As que S2 (Tablas 3y
4). Este resultado pone en valor el papel de B. pubescens como especie acumuladora, que
mediante la adicion de las enmiendas id6neas podria usarse en ensayos de
fitoestabilizacion en suelos con concentraciones extremadamente elevadas de As. Por
otro lado, EI FBC y TM no se han podido calcular para Hg por la misma razén que en el

ensayo anterior.
3.4. Analisis de compuestos tiélicos no proteicos

Una de las estrategias que usan las plantas a la hora de reducir la toxicidad intracelular
causada por la acumulacion de metal(oid)es es la sintesis y acumulacién de compuestos
quelantes como las fitoquelatinas. Su sintesis se ve incrementada en respuesta a una
mayor exposicion a los metal(oid)es, permitiendo a las plantas lidiar y reducir la toxicidad

que generan estos contaminantes (Dennis et al., 2019; Watly et al., 2021).

Los resultados muestran que en raices el contenido mas alto en tioles totales se obtiene
en el tratamiento S2F duplicando al obtenido en S2 y en S2R (Tabla 5). Este aumento se
debe principalmente a la sintesis de novo de cys-PC2, que no estaba presente en S2, y
también a un incremento en la sintesis de desgly-PC3. Este aumento en la concentracion
de tioles en S2F coincide con la mayor acumulacion de As en las raices, aungue no
observamos diferencias en la acumulacion de Hg (Fig. 18B). El contenido de tioles mas
bajo se obtuvo en S2R que de nuevo coincide con la menor acumulacion de As, y es en
este tratamiento en el Gnico que hemos detectado la fitoquelatina PC4 en raices; por otro
lado, la PC6 solamente aparece en las raices de S2. Algunos autores (Pal y Rai, 2010;

Sharma et al., 2016) sostienen que las PCs de cadenas largas contribuyen a una
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detoxificacion mas eficaz ya que tienen una mayor capacidad de unirse a metal(oid)es
pesados y formar complejos mas estables para evitar la interaccion con grupos sulfhidrilos

de proteinas, con lo que podria verse afectado el metabolismo.

Tabla 5. Compuestos tidlicos no proteicos (umol g'1 PF) en las raices de B. pubescens cultivada durante 60 dias en los
distintos tratamientos del suelo S2. Diferentes letras dentro de la misma fila indican diferencias significativas. S2, Suelo
con menor concentraciéon de contaminantes; S2F, suelo menos contaminado més fertilizante; S2R, suelo menos
contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos.

Tratamientos S2 S2F S2R

GSH 1,646 +£0,178a 0,169 + 0,002c 0,981 + 0,164b

desgly-PC2 0,222 + 0,045b 0,501 + 0,041a -
cys-PC2 - 3,046 + 0,051a 1,395 + 0,093b
desgly-PC3 2,349 + 0,047b 4,523 + 0,051a 0,272 +0,171c
PC4 - - 0,562 + 0,087a

PC6 0,191 + 0,041a - -
CTs Totales 4,408 = 0,149b 8,238 = 0,06a 3,21 +£0,341c

En tallos, es donde se obtuvo la concentracion mas baja de tioles en todos los tratamientos
y, ademas, no observamos diferencias entre ellos (Tabla 6). Esto es légico si tenemos en
cuenta que los tallos son estructuras que acumulan muy pocos metal(oid)es ya que es la
zona de conexion o transferencia entre la raiz y la hoja, por lo que los tioles que se
encuentran aqui también pueden estar transportandose hacia las raices. Hay que tener en
cuenta que el GSH vy las fitoquelatinas se sintetizan en las hojas y se transportan hacia la
raiz (Chen et al., 2006; Maldonado et al., 2008) por lo que tienen que pasar a través del

tallo.

Tabla 6. Compuestos tidlicos no proteicos (umol g'l PF) en los tallos de B. pubescens cultivada durante 60 dias en los
distintos tratamientos del suelo S2. Diferentes letras dentro de la misma fila indican diferencias significativas. S2, Suelo
con menor concentracion de contaminantes; S2F, suelo menos contaminado més fertilizante; S2R, suelo menos
contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos.

Tratamientos S2 S2F S2R

GSH 2,035+ 0,175a 0,301+ 0,138b 0,87 +0,211b
desgly-PC2 - - 0,346 £ 0,169a
cys-PC2 0,189 + 0,096b 0,974 + 0,082a 0,204 + 0,032b

PC3 0,314 + 0,033b 0,534 +0,01a -
desgly-PC3 - 0,690,179 0,535 + 0,341a

PC4 0,154 + 0,013a 0,199 + 0,069a -

PC6 - - -
CTs Totales 2,692 + 0,06a 2,699 + 0,156a 1,956 + 0,352a
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En las hojas, la concentracién mas alta se obtuvo en S2 y lo mas destacable es la escasa
variedad de compuestos tiolicos detectados, solamente GSH y la cys-PC3, aunque en
concentraciones muy elevadas; sin embargo, en S2F observamos un contenido mas bajo
de tioles, sobre todo de GSH, pero se detecta una mayor variedad de los mismos (Tabla
7). Este compuesto es utilizado por la planta para la sintesis de PCs de mayor tamafio por
lo que el descenso en la concentracion de GSH, en el tratamiento S2F, tanto en hojas
como en raices, es consistente con la sintesis de PCs o de otros compuestos tiolicos (cys-
PC3) como también fue observado por otros autores (Navazas et al., 2019). Un perfil
similar es obtenido en S2R. Si nos fijamos en la concentracion total de tioles vemos que
no hay diferencias entre los tratamientos (Tabla 7) lo cual estd relacionado con la
acumulacion de metal(oid)es en la parte aérea, donde tampoco observamos diferencias en
la acumulacién de As entre los distintos tratamientos a excepcion de una mayor cantidad
de Hg en S2R si lo comparamos con S2 (Fig. 18A).

Tabla 7. Compuestos tidlicos no proteicos (pmol g'1 PF) en las hojas de B. pubescens cultivada durante 60 dias en los
distintos tratamientos del suelo S2. Diferentes letras dentro de la misma fila indican diferencias significativas. S2, Suelo
con menor concentracion de contaminantes; S2+F, suelo menos contaminado mas fertilizante; S2+R, suelo menos
contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos.

Tratamientos S2 S2F S2R
GSH 6,648 + 0,141a 0,911 +£0,272b 4596 +1,711a
CT1 - 0,348 + 0,001a -

cys-PC2 - 0,394 + 0,015a -
desgly-PC3 - 0,548 + 0,034a -
cys-PC3 3,551 + 2,764a 2,051 +0,415a 4,004 + 1,664a
PC4 - - -
PC5 - - -
CT2 - 0,728 + 0,234a -
CT3 - 0,215 + 0,025a -
CT4 - - -
CTs Totales 10,632 + 3,079a 5,194 + 0,372a 8,6 £ 3,375a

Si comparamos los tioles totales de los diferentes érganos de la planta, es llamativo que
la mayor acumulacion de metal(oid)es se obtiene en las raices (Fig. 18B) y, sin embargo,
el contenido mayor de tioles se obtiene en las hojas (Tabla 7). Esta mayor sintesis en hojas
podria ser un mecanismo de defensa de la planta para proteger el aparato fotosintético y
de esta forma sobrevivir en estas situaciones tan hostiles y evitar interferencias con los

procesos fisiologicos y metabolicos que tienen lugar en las hojas (Lebrun et al., 2019;
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Balzano et al., 2020). Resultados similares ya fueron obtenidos también por Fernandez-
Fuego et al. (2017) y Navazas et al., (2021) trabajando con abedules y sauces crecidos in
situ en suelos contaminados. Estos autores proponen que, para una misma cantidad de
muestra, en las hojas hay méas cantidad de células metabolicamente activas que en las
raices que presentan una proporcion mayor de células lignificadas y suberificadas y, por
tanto, menos activas fisiolégicamente. En cualquier caso no podemos olvidar que las
plantas disponen de otros mecanismos de detoxificacion que pueden estar actuando
simultaneamente con las PCs, como son &cidos organicos (Fernandez-Fuego et al., 2017),
fenoles (Navazas et al., 2022) o la union de los iones metélicos a las paredes celulares,
como ocurre en B. pubescens donde mas del 90% de los metal(oid)es acumulados en las
raices se encuentran en las paredes celulares, actuando estas estructuras celulares como
los mayores sumideros para metal(oid)es pesados (Fernandez-Fuego et al., 2017). Esta
también puede ser una de las razones mas probables por las que el factor de traslocacién

es tan bajo en nuestros resultados (Tabla 4).

3.5. Analisis de compuestos relacionados con el estrés oxidativo

3.5.1. Pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos pueden verse alterados por la presencia de metal(oid)es,
observandose en muchos casos una clorosis que puede llegar a provocar una reduccion
de la capacidad fotosintética, llegando incluso a su inhibicién. Esto es debido a la
interrupcién de la biosintesis de la clorofila o de otros procesos fotosintéticos al inhibirse
algin enzima de la ruta, lo que lleva a la reduccion en la fijacion de CO. y, por tanto, a
un descenso en el crecimiento de la planta (Finnegan y Chen, 2012; Chen et al., 2015;
Mishra et al., 2016).

Al analizar el contenido en clorofilas, no observamos diferencias en el contenido de
clorofilas a, b, y totales entre los diferentes tratamientos (Tabla 8) lo que indica que la
adicion de estas enmiendas no afecta a la sintesis de estos pigmentos; sin embargo, si se
observa un aumento de carotenoides en S2F en comparacion con S2 y S2R (Tabla 8) que
puede ser debido al hecho de que los carotenoides pueden tener una funcion antioxidante,
actuando sobre los efectos nocivos provocados por la acumulacion de As 'y Hg en las
hojas (Singh et al., 2006; Baragafio et al., 2022). Al calcular la relacion entre el contenido

de carotenoides y de clorofilas totales vemos que es muy baja y similar en todos los
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tratamientos (Tabla 8) lo que segiin Martins et al. (2011) seria indicativo de una situacion

de bajo estrés oxidativo.

Tabla 8. Contenido en pigmentos fotosintéticos (Uug g*PF) y eficiencia fotosintética (Fv/Fm) en hojas de B. pubescens
cultivadas en el suelo S2 durante 60 dias en los distintos tratamientos. Las diferentes letras dentro de la misma fila
indican diferencias significativas entre tratamientos. S2, Suelo con menor concentracion de contaminantes; S2F, suelo
menos contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos.

Tratamientos S2 S2F S2R
Clorofila (Chl) Total 1212,57 £ 5,42a 1195,18 + 8,08a 1213,35+5,74a
Clorofila a 639,94 + 0,81a 644,50 + 1,64a 640,38 + 0,96a
Clorofilab 572,63 £ 6,15a 550,69 £ 9,7a 572,97 + 6,68a
Carotenoides (Ct) 58,71 + 2,50b 69,35 + 4,35a 57,41 £ 2,92b
Ct/Chl Total 0,048 0,058 0,047
Fv/Fm 0,810 £ 0,001a 0,790 £ 0,008b 0,787 + 0,005b

La eficiencia fotosintética (Fv/Fm) se ha visto reducida ligeramente en los tratamientos
S2F y S2R, aunque no podemos achacarlo a la acumulacién de As en la parte aérea ya
que no se observan diferencias entre los 3 tratamientos, a excepcion de una mayor
concentracion de Hg en S2R, (Fig. 18A). En nuestro caso, la mayor acumulacion se
obtiene en la raiz de S2F (Fig. 18B), lo que de alguna forma puede afectar al proceso
fotosintético, a través de la absorcidén de fosfatos ya que su disminucion puede ser
limitante en la sintesis de ATP durante el proceso fotosintético (Lin et al., 2022). En
cualquier caso, los valores de eficiencia fotosintética obtenidos se encuentran, en todos
los tratamientos, dentro de los limites que se consideran normales (0.75-0.85) para que el
metabolismo no se vea afectado (Maxwel y Johnson, 2000), lo cual pone de manifiesto la
alta resistencia y tolerancia de esta especie vegetal para soportar las altas concentraciones
de As y Hg de estos suelos.

3.5.2. Andlisis del peréxido de hidrégeno

El peroxido de hidrégeno (H202) es una especie reactiva de oxigeno (ROS) cuyo
incremento es indicativo de estrés oxidativo y en muchos casos estd asociado al estrés
producido por la presencia de metal(oid)es en los tejidos ya que puede causar dafios en
proteinas, cidos nucleicos o membranas celulares (Demiral y Turkan, 2005; Finnegan y
Chen, 2012).

Al analizar el contenido de H2O> en las muestras de abedul se observé una reduccioén al

afiadir el fertilizante o el residuo tanto en las hojas como en las raices (Fig. 19) y
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solamente detectamos un aumento en los tallos de las plantas crecidas en S2R. Sin
embargo, en el tratamiento S2F se observa una reduccion en la concentracion de H2Oz en
todos los 6rganos de la planta, y sobre todo en raices, ya que es el tratamiento donde se
observd una mayor acumulacion de As (Fig. 18A y B). Estos resultados pueden sugerir
que el fertilizante, al aportar nutrientes a la planta, contribuya a reducir el estrés oxidativo
causado por As 'y Hg, o0 que, en esas condiciones, el sistema antioxidante de B. pubescens
fue capaz de contrarrestar la produccion de H2O2, como se desprende por el mayor
contenido en carotenoides y prolina obtenidos (Tabla 8 y Fig. 21) lo que también esta
apoyado por los resultados de otros autores trabajando con otras especies vegetales (Sytar
etal., 2013; Ledo et al., 2014; Cuypers et al., 2016). Por otra parte, no hay que descartar
que también esté implicado un aumento de las enzimas antioxidante como catalasa y
peroxidasas (Abbas et al., 2018) que ayuden a reducir el estrés provocado por el Asy Hg.
Sin embargo, estas enzimas no han sido medidas en este trabajo.

b T O Raiz

OTallos
5 d 3 OHojas

H,O, (umoles g1PF)
w
'_

S2 S2F S2R

Fig. 19. Concentracién (umoles g*PF) de H202 en raices, tallos y hojas de B. pubescens tras 60 dias de cultivo en los
diferentes tratamientos del suelo S2. Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre los
tratamientos en la raiz; las letras en mayuscula indican diferencias significativas en los tallos; y los nimeros indican
diferencias significativas en las hojas. S2, Suelo con menor concentracién de contaminantes; S2F, suelo menos
contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos

La disminucion en el contenido de H>O; en el tratamiento S2R, sobre todo en raices
(Fig.19), puede ser debida al hecho de que las escorias y cenizas inmovilicen los
metal(oid)es en el suelo y, asi, reduzcan su acumulacion en la planta y, por tanto, el estrés

oxidativo.
3.5.3.  Analisis de la peroxidacion lipidica

El malondialdehido (MDA) es una molécula utilizada como marcador de dafio oxidativo

lipidico ya que se libera tras la oxidacion de los acidos grasos que conforman la membrana

38



Revalorizacién de subproductos industriales para potenciar la fitorremediacion de suelos mineros
contaminados

celular en situaciones de estrés como puede ser la presencia de contaminantes (Sytar et
al., 2013; Anjum et al., 2015).

Al analizar el contenido en MDA, se observd una reduccion en todos los tratamientos en
comparacion con el suelo sin enmiendas (Fig. 20). Concretamente, el tratamiento S2F
muestra una concentracion mas baja que S2 6 S2R, sobre todo en tallos y raices (Fig. 20).
Estos resultados pueden deberse a que, como ya se ha comentado previamente, el
fertilizante proporcione nutrientes que permitan a la planta crecer en mejores condiciones

y reducir el dafio oxidativo (Lebrun et al., 2019; Baragafio et al., 2022).
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Fig.20. Concentracién (umoles g™PF) de malondialdehido (MDA) en raices, tallos y hojas de B. pubescens tras 60 dias
de cultivo en los diferentes tratamientos del suelo S2. Diferentes letras minUsculas indican diferencias significativas
entre los tratamientos en la raiz; las letras en mayudscula indican diferencias significativas en los tallos; y los nimeros
indican diferencias significativas en las hojas. S2, Suelo con menor concentracion de contaminantes; S2F, suelo menos
contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos.

En el caso del tratamiento S2R, el descenso observado, sobre todo en raices, indica que
la adicion de residuos inmovilizaria el As reduciendo su acumulacion y disminuyendo
también la produccién de MDA y otras moléculas producidas por el estrés oxidativo como
se puede observar en otros estudios que también usan otras enmiendas inmovilizadoras
de metal(oid)es (Lebrun et al., 2021; Baragaiio et al., 2022). Por otra parte, estos
resultados estan en contra de autores como Ghnaya et al. (2009), que sugieren una
correlacion directa entre el contenido de metales en los tejidos de la planta y el incremento

de MDA.
3.5.4. Andlisis del contenido de prolina

Las plantas se defienden de la presencia de metal(oid)es sintetizando una gran variedad
de enzimas y otros metabolitos, como aminoacidos, péptidos o aminas, con funcién

guelante y como defensa antioxidante. Algunos de estos metabolitos, como la prolina,
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pueden desempefiar un papel en la quelacion de los metal(oid)es en el interior de las
células vegetales pero sobre todo protegen la integridad de las membranas celulares y
eliminan ROS reduciendo asi el dafio oxidativo producido por los radicales hidroxilo
libres (Khedr et al., 2003; Sytar et al., 2013).

Al cuantificar el contenido en prolina, vemos que no hay diferencias entre los tratamientos
S2 y S2R ni entre los diferentes drganos de la planta (Fig. 21); sin embargo, se observa
un aumento de mas de 10 veces en las raices y en los tallos de S2F. Este incremento en la
raiz podria estar relacionado con esa mayor acumulacion de As ya comentada, y, ademas,
podria justificar la disminucion en H2O2 y MDA. Ademés, esto podria disminuir los
efectos nocivos de los metal(oid)es sobre la planta, lo cual ha sido también descrito por
otros autores con otros metal(oid)es (Fernandez et al., 2013; Chen et al., 2015; Baragafio
etal., 2022).
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Fig. 21. Concentracién (umoles g'PF) de prolina en raices, tallos y hojas de B. pubescens tras 60 dias de cultivo en el
suelo S2 y sus diferentes tratamientos. Las diferentes letras minusculas indican diferencias significativas entre los
tratamientos en la raiz; las letras en mayuscula indican diferencias significativas en los tallos; y los nimeros indican
diferencias significativas en las hojas. S2, Suelo con menor concentracion de contaminantes; S2F, suelo menos
contaminado mas fertilizante; S2R, suelo menos contaminado y mezclado homogéneamente con los residuos.
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4. CONCLUSIONES

La adicion de los subproductos industriales aumenta el pH del suelo y disminuye la
disponibilidad de As en el suelo, alcanzando una inmovilizacion superior al 50%.

La aplicacion de los subproductos industriales como una barrera permeable reactiva
por debajo de la capa de suelo minimiza la presencia de As y Hg en los lixiviados, tal
y como se ha observado en los analisis del agua de poro.

El deterioro y muerte de las plantas cultivadas en el suelo altamente contaminado de
“La Soterrafia” se debe por un lado a las altas acumulaciones de As y Hg tanto en la
raiz como en la parte aérea, asi como a la presencia de la barrera permeable reactiva
que ha impedido un buen drenaje de agua en las macetas, causando alteraciones
irreversibles que llevan a la muerte de la planta.

A pesar que la mayor acumulacién de As y Hg se localiza en las raices, la mayor
produccion de compuestos tidlicos se midié en las hojas lo que sugiere que este es un
mecanismo fundamental utilizado por la planta para defenderse frente a las altas
concentraciones de estos metal(oid)es.

La adicion de ambas enmiendas, fertilizante y subproductos, reduce el estrés
oxidativo, ya que disminuyen el contenido en H.O> y MDA. El aumento de
compuestos antioxidantes, como carotenoides o prolina, tras la adicion del fertilizante
pone de manifiesto la proteccion que hace la planta ante la elevada acumulacion de
metal(oid)es.

La revalorizacién de las escorias metalUrgicas y cenizas volantes utilizadas en este
estudio se muestran como prometedoras enmiendas para la inmovilizacion de As y
Hg en suelos altamente contaminados en el marco de la economia circular, y podrian
ser empleadas en combinacién con la técnica de fitorremediacion con B. pubescens

en suelos moderadamente contaminados por estos mismos contaminantes.
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