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1. INTRODUCCION

La conversion de habitats naturales en paisajes agricolas e industriales, y en ultima instancia
en tierras degradadas, constituye uno de los grandes impactos de los seres humanos sobre el
medio natural, lo cual representa una gran amenaza para la biodiversidad (Dobson et al., 1997).
Disciplinas como la restauracién ecolégica y la biologia de la conservacién reconocen que la
degradacién de la naturaleza constituye una amenaza para la sostenibilidad de los ecosistemas
y la biodiversidad (Noss et al., 2006).

El creciente énfasis en investigar los regimenes de perturbaciones naturales y los procesos
(funciones) y estructura (composicién) de las comunidades y su relacion con el entorno abidtico,
ofrece una oportunidad ideal para unir las dos disciplinas en su aplicacion a los problemas del
mundo real (Noss et al., 2006). De este modo, a pesar de que la ecologia de la restauracion y la
biologia de la conservacidon constituyen distintas disciplinas (Young, 2000), es posible y
necesario integrarlas para proteger y restaurar la biodiversidad e integridad ecolégica de los
sistemas naturales que han sido degradados, como por ejemplo a causa de perturbaciones

generadas por actividades industriales.

Impacto de los complejos industriales en ecosistemas terrestres

La contaminacién histérica, sin regulaciones ambientales, generada por industrias como las
fundiciones de minerales metdlicos y las plantas termoeléctricas en base a carbén con altos
contenidos de azufre, afectdé a los ecosistemas en una forma temporalmente corta pero
espacialmente amplia, provocando cambios rapidos en los factores bidticos y abidticos en
amplias areas geograficas. Los cambios abidticos generados por estas industrias se relacionan
con disponibilidades excesivas de recursos minerales en el suelo y acidificacion del aire y del
suelo (Ginocchio, 1997), mientras que los bibticos se relacionan con grandes dafios a la
vegetacion local (e.g., Macnair y Baker, 1994; Galbraith et al., 1995), afectando mayormente las

areas que se encuentran inmediatamente en sus alrededores.

Los suelos del valle de Puchuncavi, en la zona costera de Chile central, han estado expuestos
a las emisiones de diéxido de azufre y particulas ricas en metales provenientes de la fundicion

de cobre de Ventanas y de la planta termoeléctrica Ventanas desde 1964. Las regulaciones



ambientales que limitan las emisiones de material particulado y gases, no existian sino hasta
1991; de esta forma, las emisiones atmosféricas se redujeron significativamente solo a partir de
1999, es decir, después de 35 afios de produccion (Folchi, 2006). Estas emisiones contenian
diéxido de azufre (SO,) y material particulado rico en Cu y otros elementos como As, Pb y Zn,
entre otros (Chiang et al., 1985). Actualmente los suelos del valle de Puchuncavi son acidos,
tienen escasa vegetacion, estdn severamente erosionados, presentan deficiencia de nitrégeno
y materia organica y contienen altas concentraciones de Cu y otros elementos. (Ginocchio,
2000; Neaman et al., 2009; Muena et al., 2010).

Como consecuencia del establecimiento de la Ley General de Bases del Medio Ambiente y de
sus reglamentos asociados, a comienzos de la década de los noventa, las industrias del
complejo industrial Ventanas debieron reducir sus emisiones de SO, y material particulado
respirable o PM10 (tamafio menor a 10 micrones; Lagos e Ibafiez, 1993) a los valores
establecidos por la nueva normativa ambiental chilena (Carcamo, 2010). A pesar que las
emisiones atmosféricas de contaminantes fueron efectivamente controladas, estudios de campo
han demostrado que la acidificacion de los suelos y sus contenidos elevados de metales y
metaloides permanecen hasta hoy (Gonzalez e Ite, 1992; Ginocchio et al., 2004; Neaman et al.,
2009).

La acidificacion del suelo y la contaminacién por metales pueden inhibir el crecimiento de las
plantas silvestres y los microorganismos y restringen las actividades agricolas, sobre todo
cuando las concentraciones de metales biodisponibles estan por encima de los umbrales de
tolerancia de los organismos (Adriano, 2001). Bajo condiciones acidas, como las que presenta
el valle de Puchuncavi (pH 4,6-5,5, Neaman et al., 2009), los metales son mas solubles y
pueden inducir una alta fitotoxicidad (Adriano, 2001). De esta forma, la acidificacion y
contaminacion del suelo implica un riesgo medioambiental en el valle de Puchuncavi. Por esto,
es necesaria una rehabilitacion a gran escala para detener y revertir la degradacion de los

suelos en torno al complejo industrial Ventanas y revertir la pérdida de la biodiversidad.

En este contexto, la inmovilizacion in situ (o fijacion) ha sido sugerida como una alternativa

costo — efectiva para suelos contaminados (Lasat, 2000). Esta alternativa puede ser definida

como la reduccion de la concentracién de los metales/metaloides en la solucion del suelo

mediante la adicién de una o varias enmiendas (Macnair et al., 2000; Mench et al., 2003; U.S.

EPA, 2007). De esta forma, los metales o metaloides quedan inmovilizados dentro del sistema
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suelo en una forma menos soluble, a través de mecanismos de adsorcién, complejacién o
mecanismos de co-precipitacion (Kumpiene et al., 2008). Esta inmovilizacion in situ resulta en
una menor biodisponibilidad y toxicidad de estos elementos para las plantas y los organismos
del suelo, mejorando la calidad y los usos alternativos de los suelos (Adriano, 2001).

Numerosos materiales han sido probados como enmiendas para reducir la solubilidad y
biodisponibilidad de metales en suelos contaminados. Los suelos acidos son normalmente
neutralizados a través de la aplicacion enmiendas calcareas (cal u otro), ya que la
neutralizacion de la acidez permite reducir la solubilidad de los metales e inmovilizarlos
(Macnair et al., 2000; Mench et al., 2003; Santibafiez et al., 2009). El efecto se basa en la
formacion de nuevas particulas (precipitacion o coprecipitacion de metales) o en la unién a la
superficie de particulas de suelo existentes (adsorcion de metales; McBride, 1994; Ma et al.,
2006). En el caso de suelos degradados y contaminados con metales, la aplicacién de
enmiendas organicas como el compost, aumenta el contenido de materia organica (MO), la que
actla positivamente en procesos como formacion y estabilizacion de agregados, adsorciéon e
intercambio i6nico, suministro de energia y nutrientes, aumento de la temperatura del suelo,
capacidad de retencion de agua, proteccion contra la degradacion del suelo por erosion (Porta
et al.,, 1999). Adicionalmente, la liberacion de &cidos organicos solubles asi como de
compuestos organicos de alto peso molecular presentes en la materia organica, forman
complejos con el cobre en solucién, provocando la disminucién de la actividad del ion Cu*?
(Sauvé, 2003; Sauvé et al., 1997). Sin embargo, la eleccién de las enmiendas depende de las
condiciones especificas del suelo contaminado, su disponibilidad local y los costos comerciales,
entre otros factores (USEPA, 2007).

Una evaluacion preliminar de laboratorio fue realizada por (Goecke et al., 2011), para identificar
las enmiendas de suelo adecuadas para la inmovilizacién in situ de los metales en el valle de
Puchuncavi. Este estudio, demostré la eficacia de una mezcla de cal y compost para mejorar
las caracteristicas fisicoquimicas y la reducir las fracciones solubles de cobre y otros metales en
los suelos del valle altamente contaminados. Ulriksen et al., (aceptado) y Coérdova et al., (2010),
en investigaciones realizada en el sector de Los Maitenes, Valle de Puchuncavi, también
concluyeron que la aplicacion de cal y de cal mas compost, disminuye la actividad del Cu™en la

solucién suelo, inmovilizando efectivamente este elemento en los suelos analizados.



Revegetacion natural e importancia del banco de semillas

Como se menciond anteriormente, la contaminacion causada por el complejo industrial
Ventanas gener0 graves dafios en el suelo y en la vegetacion de las areas circundantes. Por
esta razon se hace necesario el reestablecimiento de la vegetacién ya ésta que proporciona
una proteccion efectiva contra particulas contaminantes en suspension, reduce el flujo
superficial de agua y sedimentos, ademas de mejorar la cantidad de nutrientes en el suelo. En
este contexto, la revegetacion natural podria ser una alternativa costo-efectiva; sin embargo la
efectividad de la revegetacién dependera de la abundancia y calidad de las semillas presentes
en la capa superficial del suelo y la capacidad de las especies de plantas locales para tolerar

las condiciones del sitio (Cérdova et al., 2010).

Diversos investigadores han reportado que los bancos de semillas locales contribuyen a la
restauracion de la vegetacion en un amplio rango de ambientes (Diemont 1990; Putwain &
Gillham 1990; Pywell et al., 1997; Akinola et al., 1998; Hyatt & Casper 2000, citados por Liu et
al., 2009). Smith et al., (2002) sefialan que el nimero de especies presentes en el banco de
semillas aumenta en un periodo de restauracion de 10 afios en praderas templadas en el norte
de Inglaterra. Greene y Tongway (1989) informan que la revegetacién natural aumenta la
estabilidad de la superficie del suelo y mejora de la productividad de pastizales en Australia. Liu
et al., (2009) observan una tendencia similar en su investigacion, sugiriendo que el banco de
semillas presente en un area dada puede restaurar un lugar sin necesidad de fuentes de

semillas adicionales, siendo éstas completamente viables.

Cérdova et al., (2010) llegan a conclusiones similares en una investigacion realizada en el valle
de Puchuncavi en la cual comparan la cobertura y productividad vegetal bajo revegetacion
natural y revegetacion asistida. Sus resultados indican que la revegetacion natural, producto del
banco de semillas presentes en el suelo, es suficiente para lograr una cobertura vegetal y
produccién de biomasa apropiada, similares a las obtenidas bajo revegetacion asistida,

sugiriendo que el cultivo de especies vegetales no seria necesario.

Por otro lado, en suelos acidificados y contaminados con metales, tales como los del valle de
Puchuncavi, la aplicacion de enmiendas al suelo podria ser necesaria, ya que las plantas

representadas en el banco de semillas del suelo no son necesariamente tolerantes a las



condiciones del lugar deteriorado. En este caso, se trataria de una revegetacion natural asistida
(Adriano et al., 2004), la cual ademas de mitigar los riesgos ambientales de los elementos
trazas puede mejorar la actividad microbiana de las plantas, la colonizacion y el desarrollo y, por
lo tanto, mejorar el ciclo de nutrientes de los suelos afectados (Madején et al., 2006). En este
sentido, Cordova et al., (2010) determinaron que la productividad de plantas medida como
biomasa aérea y cobertura vegetal, incrementaban significativamente al incorporarse
enmiendas al suelo en estudio en comparacion al suelo control. Madejon et al., (2006)

observaron tendencias similares en estudios de rehabilitacion de suelos contaminados por Cu.

Los ecologos especialistas en restauraciéon han reconocido que los factores antropogénicos
promotores del cambio climatico pueden llegar a desarrollar ecosistemas en los cuales la
composicion de especies y abundancia relativa no han estado presentes previamente dentro de
un bioma dado (Seddon, 2010). Algunos métodos actuales de restauracién pueden conducir al
establecimiento de un nudmero limitado de especies vegetales, lo que llevaria a tener
ecosistemas de baja diversidad con un potencial acotado del uso de la tierra y un la valor de
conservacion limitado para la vida silvestre (Shu et al.,, 2005). En este sentido, en lugar de
intentar forzar llevar de vuelta algunos ecosistemas a un estado pasado, probablemente
insostenible o inalcanzable, el desarrollo de ecosistemas nuevos puede promover que los

ecosistemas sean viables y resistentes (Seastedt et al., 2008).

De este modo, una integracién de la restauracién ecolédgica y conservacion biolgica a través
del uso del banco de semillas y uso de enmiendas para mejorar las condiciones in situ de un
suelo contaminado y de su vegetacién asociada, pueden ser necesarias en ecosistemas
terrestres impactados por complejos industriales. Sin embargo, todos estos estudios que
involucran evolucién de ecosistemas necesariamente debieran ser analizados desde un punto
de vista de la variacion temporal (mediano y largo plazo). Por ejemplo, estudios realizados por
Warren et al., (2003) y Mench et al., (2006) enfocados en evaluar el éxito de inmovilizacién de

metales en un suelo contaminado, fueron evaluados luego de tres y seis afios, respectivamente.



Hipotesis

Luego de dos afios desde la aplicaciébn de cal y compost en un suelo &cido del Valle de
Puchuncavi afectado por depositacion atmosférica desde una fundicién de cobre, se esperaria
que la biodisponibilidad de cobre en el suelo se mantuviera en niveles tolerables para la
vegetacion del sitio, permitiendo la revegetacion natural a partir del banco de semillas del suelo.
Junto con esto, podria esperarse una mayor representatividad de especies introducidas

producto de una mejora en las condiciones edaficas del sitio.

Objetivo General
Evaluar después de dos afios, el efecto de la aplicacion de cal y compost en suelos impactados
por el complejo industrial Ventanas, valle de Puchuncavi, y su respuesta sobre la recolonizacion

natural y la representatividad de especies vegetales a partir del banco de semillas del suelo.

Objetivos especificos

i) Evaluar los efectos de la cal con y sin aplicacién de compost sobre las caracteristicas
fisico-quimicas del suelo y en la productividad de la vegetacion, y contrastar estos
resultados con los obtenidos anteriormente.

i) Evaluar la recolonizacion natural de especies vegetales a partir del banco de semillas del
suelo y contrastar estos resultados.

i) Determinar si la recolonizacion de especies vegetales a partir del banco de semillas del
suelo favorece el establecimiento de especies introducidas o nativas, después de la

aplicacién de enmiendas.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de estudio

El estudio se llevard a cabo en Los Maitenes, Valle de Puchuncavi, a 1 km al sur-este del
complejo industrial Ventanas (71 © 28 '18" Longitud Oeste y 32 © 46' 1" Latitud Sur), en la cual
se han reportado las concentraciones del suelo mas altas de elementos, en particular de Cu,
Pb, Zn, Cd y As, y el pH del suelo méas bajo (Gonzalez y Bergqvist, 1986; Gonzélez e Ite, 1992;
Ginocchio et al., 2004;. Gonzalez et al., 2008.). Los suelos en Los Maitenes también tienen bajo
contenido de carbono organico y nitrégeno, en comparacion con los suelos del valle mas

alejados del complejo industrial y menos impactados (Ginocchio, 2000).

2.2 Disefio experimental

El area experimental a ser utilizada en el presente estudio se establecié en Enero de 2009, en
el marco del proyecto FONDECYT “In situ metal immobilization and phytostabilization of
contaminated soils in the Puchuncavi valley” (Cérdova et al., 2010; Ulriksen et al., aceptado).
Corresponde a una parcela de 754 m? (29 m x 26 m) localizada en Los Maitenes (UTM 268.461
E and 6.371,841 N), con una pendiente del 10%. El &rea experimental se subdividio en 3
bloques, respecto a su posicién topografica (alta, media y baja); cada bloque contiene 3
cuadrantes de 24 m? (4 m x 6 m,) los cuales corresponden a la unidad experimental y se
encuentran separados por pasillos de un metro (Cérdova et al., 2010). El perimetro de cada
cuadrante se encuentra protegido con una malla de polietileno de 20 cm de altura para prevenir
efectos cruzados. El area experimental se cercé con malla de alambre para prevenir la entrada

de animales herbivoros (mayores y menores) presentes en el area de estudio.

Los tratamientos experimentales corresponden a (1) Control, sin aplicacion de enmienda, (2)
Cal (L) y (3) Cal + Compost (LC). Los tratamientos fueron dispuestos aleatoriamente en

cuadrantes de cada bloque.

El agente utilizado para el encalado corresponde a Hidroxido de Calcio (Ca(OH),) (Neaman et
al., 2009; Stuckey et al., 2009), el cual fue aplicado al momento del establecimiento del ensayo

(Marzo 2009) en una dosis de 3 g kg* de suelo (6,7 t ha'). Esta dosis fue determinada
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mediante una prueba preliminar de laboratorio con el objetivo de ajustar el pH del extracto de
pasta saturada del suelo hasta un valor aproximado de 7 posterior a la incubacién del suelo por
48 h a 60°C (Sadzawka et al., 2006).

El compost utilizado se obtuvo de un predio local. Su composicién correspondié a 56% de
materia organica (MO), 1,9% de nitrégeno total, una relacion C / N de 16, un pH de 7,5 y una
conductividad eléctrica (CE) de 10 dS m™, segin lo determinado por métodos de rutina de
acuerdo a Sadzawka et al., (2006). La tasa de aplicacion de compost (en base al peso seco) fue
de 60 g kg™ de suelo (133 t ha™), la cual se encuentra dentro del rango recomendado por la
EPA de los EE.UU. (2007) para la rehabilitacion de suelos contaminados con metales. La

incorporacién de las enmiendas a todos los cuadrantes fue realizada mediante una pala.

2.3 Caracterizacion fisicoquimica del suelo

En Septiembre de 2011, dos afios después de las mediciones realizadas por Cérdova et al.,
(2010), se muestreara la capa superficial (0 — 15 cm) de todos los cuadrantes experimentales,
tomandose una muestra compuesta de 1 kg. Las muestras se llevaran al Laboratorio de Suelos
y Analisis Foliar de la Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso, para realizar las

determinaciones analiticas segun se detalla a continuacion.

Las muestras de suelo seran secadas a 40° C, y tamizadas por una malla de 2 mm y digeridas
en la ebullicibn con &cido nitrico y acido perclérico (adaptado de Verlinden, 1982). Las
concentraciones totales de Cu, Pb, Zn y As se determinardn por espectrofotometria de
absorcion atomica (AAS; GBC, modelo 902, Dandenong, Victoria, Australia). La calidad del
resultado de los andlisis se asegurara realizando el mismo protocolo en una muestra de suelo

de referencia certificada (GRX-2) obtenida a partir de la United States Geological Survey.

El contenido de MO se determinara por combustién hiumeda con dicromato de sodio y &cido
sulfarico, sin aplicacion de calor (Sadzawka et al., 2006). La textura se determinara usando un
método del hidrometro simplificado (Sheldrick y Wang, 1993). El contenido de agua en -0,33 bar
se determinara de acuerdo a Richards (1965). La conductividad eléctrica (CE) se determinara
en los extractos de pasta saturada en una proporcion solido:liquido 1:2,5 (Sadzawka et al.,
2006).
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La disponibilidad de nutrientes en el suelo se determinara por los métodos rutinarios usados en
Chile descritos por Rodriguez (1992) y Sadzawka et al., (2006). Especificamente, el calcio y
magnesio disponible seran extractados con CH;COONH,; 1 M a pH 7,0 y determinados por AAS,
después de la adicion de lantano. El potasio disponible serd determinado por espectofotometria
de emision atdbmica en el mismo extracto. El fésforo disponible sera determinado por el método
Olsen (extraccion con 0,5 NaHCO; at pH 8,5) y colorimétricamente medido con azul de
molibdeno. El nitrégeno disponible (la suma de N-NO3 and N-NH,"), sera extraido con 2 M KCl

y determinado por titulacion seguido de la destilacion de NHz

El cobre intercambiable y el pH seran determinados en el extracto 0,1 M KNO; en una relacion
sélido:liquido 1:2,5 (Stuckey et al., 2009) seguido de agitacién por una hora, centrifugacion a
9.000 rpm por 10 min vy filtracion a través de papel filtro de 8um. La actividad del cobre i6nico
sera medida con un electrodo ion-selectivo para Cu®* (Orion 96-29 ion plus) en el extracto 0,1 M
KNO:s. El electrodo sera calibrado usando una solucién buffer de acido iminodiacético (Rachou
et al., 2007). El aluminio intercambiable se obtuvo mediante la extracciébn con una solucion de
nitrato de potasio 0,1 mol L™*. En el extracto se midi6 aluminio por espectrofotometria de
absorcién atémica (AAS) con llama de éxido nitroso acetileno (Sadzawka et al., 2006).

2.4 Variables respuesta en plantas

La cobertura de plantas, rigueza y abundancia especifica de especies, biomasa aérea y

contenido de metales en tejidos aéreos, se determinaran en Noviembre de 2011.

2.4.1 Cobertura de plantas
Para determinar la cobertura vegetal, se dispondran al azar 4 cuadrantes de PVC de 0,44 m?
(0,66 m x 0,66 m) en cada uno de los cuadrantes experimentales; cada cuadrante estara
subdividido en 25 puntos de interseccién con cuerdas a 0,11 m x 0,11 m. Se registrara el
porcentaje de puntos de interseccion en los cuales el suelo se encuentre cubierto con

vegetacion. Este método fue adaptado de Goldsmith et al., (1986).

2.4.2 Determinacion de la Riqueza y Abundancia Especificas
La riqueza especifica sera determinada por inspeccion visual de todas las especies

representadas al interior de cada uno de los cuadrantes experimentales, mientras que la
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abundancia especifica sera determinada usando el método de los cuadrantes subdivididos
descrito en el punto anterior, pero registrando la identidad de las especies presentes en los
puntos de interseccion Goldsmith et al., (1986). Las especies que no sean identificables en
terreno seran colectadas, herborizadas y determinadas taxonémicamente. Junto a lo anterior se

determinarén los indices de diversidad de Simpson, para luego comparar entre tratamientos.

indice de diversidad de Simpson

Este indice mide la probabilidad de que dos individuos cualesquiera extraidos al azar de una
comunidad infinitamente grande perteneciesen a especies diferentes (McCunne and Grace,
2002).

S 2
1-Dgi=1- 3 (pi)

Donde:

pi: proporcién de individuos en la i-ésima especie; representa la probabilidad de que un
individuo de la especie i esté presente en la muestra, siendo entonces la sumatoria de pi igual a
1 (McCunne and Grace, 2002).

2.4.3. Biomasa aérea
En cada uno de los cuadrantes experimentales se muestrearan todas las plantas que se
encuentren dentro de 2 cuadrantes de PVC de 0,44 m? (0,66 m x 0,66 m) que se dispondran al
azar; las plantas seran cortadas en sus bases, y cada especie sera recogida por separado para
los andlisis de laboratorio. Una vez en el laboratorio, todas las plantas cosechadas seran
secadas en un horno a 70° C durante 48 horas y pesadas, lo que proporcionara la biomasa en
peso seco para cada especie, y la biomasa total por cuadrante. La biomasa aérea sera
expresada en kg de peso seco ha™. Se calculara el promedio y desviacién estandar de la

biomasa vegetal aérea total de las especies por tratamiento experimental.
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2.4.4. Concentracion de metales en vastagos
Las concentraciones de Cu, N, P, K, Ca, Mg, Zn, Mn y Fe seran determinadas en las especies
dominantes presentes, por digestion 4cida y determinacion a través de AAS (Sadzawka et al.,
2007). Para corroborar la precision de los métodos, se incluird en el analisis una muestra de
referencia certificada de hojas de tomate (1573a) del Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia.

2.5 Andlisis estadistico

Se utilizaran andlisis de varianza (ANOVA) de una via (factor tipo de enmienda) o de dos vias
(factor tipo de enmienda y factor tiempo desde las primeras mediciones realizadas en 2009),
para comparar los efectos de las enmiendas en las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y en
las variables de respuesta de la planta (cobertura vegetal, la biomasa aérea, y concentracion de
Cu, N, P, K, Ca, Mg, Zn, Mn y Fe en los vastagos). Diferencias estadisticamente significativas
se determinaran mediante la prueba de Tuckey, con un nivel de probabilidad p <0,05. Se
realizaran regresiones y correlaciones simples entre las variables de respuesta de las plantas y
las caracteristicas fisicoquimicas del suelo. Se verificardn la distribucion normal vy
homogeneidad de varianza de los residuos. Todos los andlisis se realizaran utilizando los

programas Excel 2003 y Minitab 14.
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3. PLAN DE TRABAJO

sep-11 | oct-11 [ nov-11 | dic-11 | ene-12 | feb-12 [ mar-12 | abr-12 | may-12

Presentacién Propuesta de Proyecto de Grado X
Entrega de Propuesta de Proyecto de Grado con modificaciones X
TOMA DE DATOS EN TERRENO X X X
Muestreo de suelo y determinacién de solubilidad de metales X

Monitoreo del restablecimiento natural de plantas y crecimiento X

Muestreo y medicién de variables en plantas

ANALISIS DE DATOS

ENTREGA PRIMER BORRADOR X

ENTREGA SEGUNDO BORRADOR X

ENTREGA DOCUMENTO FINAL X

EXAMEN DE GRADO X
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