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RESUMEN

Titulo:

ACUMULACION DE ALTAS CONCENTRACIONES DE COBRE EN PLANTAS DE
Tithonia diversifolia EN DIFERENTES TIPOS DE SUELOS

Palacios Carolina, Sanchéz Jhony Wolfart, Camargo Jaime** y Rodriguez Nelson**.

Palabras claves, capacidad de acumulacién, fitorremediacion, textura, concentracion,
biomasa, fitoextraccion.

Descripcion

La Tithonia diversifolia constituye una de las opciones tecnolégicas mas atractivas para el
sector agricola dada su gran capacidad para tolerar altas concentraciones de cobre
comparada con otras especies, excelente produccién de biomasa, rapido crecimiento y
baja demanda de insumos para su cultivo. ElI Departamento de Santader tiene el
potencial suficiente para explotar esta técnica de fitorremediacién ya que cuenta con
grandes extensiones de tierra cultivadas con esta planta.

En este proyecto se realizdé un estudio de la capacidad de acumulaciéon de cobre por la
planta en suelos de diferente textura (franco-arcillo-arenoso y franco-arenoso)
inoculandolos con soluciones de cobre a tres diferentes concentraciones previamente
establecidas (2.3 ppm, 4.5 ppm y 6.0 ppm) realizando dos muestreos a los 45 y 90 dias
de sembradas las plantas, esto se llevoé a cabo en un ensayo tipo invernadero, donde se
establecieron los parametros que influyen en dichos procesos. Inicialmente se
determinaron las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos.

Se logré determinar que la mayor acumulacion de cobre por la planta se efectio en el
suelo franco-arcillo-arenoso de pH 4.9, debido a que a pH se presenta la mayor movilidad
del cation Cu* y por lo tanto estd mas disponible para la planta. En el proceso de
acumulacion de cobre existe una correlacién entre la concentracion de cobre inoculado en
el suelo, la cantidad de cobre acumulado por la planta y el tiempo de muestreo, es decir a
mayor concentracion mayor acumulacion y a su vez esta acumulacion aumenta con el
tiempo, el coeficiente de correlacion para la biomasa es significativo sélo para los datos
de las raices en el suelo franco-arenoso indicando que las plantas en este suelo
acumulan mas biomasa con respecto al tiempo. Se demostré que la acumulacién de
cobre en la Tithonia diversifolia se llevé a través de la técnica de fitoextraccion que
consiste en la absorcidn del cobre mediante las raices de la planta y su posterior
acumulacion en hojas, por esta razon, la Tithonia diversifolia puede considerarse como
especie potencial para fitorremediacion ya que puede absorber cinco veces mas cobre
que cual otra planta.

*Proyecto de grado**

** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: Jaime Camargo, Quimico
**Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Codirector: Nelson Rodriguez, Bidlogo



SUMMARY

TITLE *:

ACCUMULATION OF COPPER HIGH CONCENTRATIONS IN Tithonia diversifolia
PLANTS AN DIFFERENT KINDS OF SOILS

Palacios Carolina, Sanchéz Jhony Wolfart, Camargo Hernandez Jaime** y Rodriguez
Nelson **.

Key words, capacity of accumulation, phytorremediation, texture, concentration, biomass,
phytoextraction

Description

The Tithonia diversifolia is one of the more attractives technological options for the
agricultural sector due to its large capacity to tolerate highs concentrations of copper
compared with other species, excellent production of biomass, fast growing and few
demand of necessary products for its cultivation. Santander state has an enough potential
to exploit this phytorremediation technique, because there are big areas cultivated with this
plant.

In this proyect we made an study about capacity of this plant to accumulate copper in soils
with different texture (franco-arcillo-arenoso and franco-arenoso). These soils are
inoculated with three different concentrations of copper solutions previously established
(2.3 ppm, 4.5 ppm y 6.0 ppm). We made two samples: 45 and 90 days after to sow the
plants, it was make in an experiment kind greenhouse, and we established parameters
that influencing in those process. Initially were determined the characteristics of the soils.

It was determined that the high accumulation of copper for the plant was made in the
franco-arcillo-arenoso soil of pH 4.9, because this kind of pH has the best mobility of
cation Cu*?, and it is more available for the plant. In this process of accumulation of
copper exists one correlation between the concentration of the copper inoculated in the
soil, the amount of copper accumulated for the plant and the time the sample, more
concentration more accumulation and this accumulation has been increased with time,
the biomass correlation coefficient is significant only for the dates of the roots in the soil
franco-arenoso and this one indicates that the plants in this soil accumulate more biomass
in relation with the time. It was demonstrated that the accumulation of copper in the
Tithonia diversifolia was made through phytoextraction technique that consists in the
absorption of copper through for the roots of the plant and later the accumulation in leafs,
for this reason the Tithonia diversifolia can be considered as a potential species for
phytorremediation it can absorb five times more copper that any other plant.

*Project of degree
** Science Faculty, School of Chemistry, Director: Jaime Camargo, Chemical

** Science Faculty, School of Bilogy, Codirector: Nelson Rodriguez, Biologist



INTRODUCCION

Probablemente, la funcién mas importante del cobre (Cu) en la planta es su presencia
como parte integrante de varias enzimas. Es conocido también que este nutrimento es
necesario para el desarrollo normal del proceso de la fotosintesis. Por ello, el cobre
permite que la materia organica se combine facilmente con este nutrimento eliminandolo

de la solucion del suelo y evitando los problemas de toxicidad.

Esta incidencia del Cobre, ha propiciado que se profundice en los efectos que el
acelerado desarrollo industrial y el aumento demografico, inciden en el desequilibrio
ambiental, ya que cada afio se afiaden al suelo millones de toneladas de sustancias
quimicas provenientes de la atmosfera, a la cual llegan como emisiones gaseosas y

posteriormente caen en forma de polvo y también de lluvia acida.

Los metales pesados, tales como el cobre son un componente natural de la corteza
terrestre; este elemento es un micronutriente necesario para los seres vivos y debe ser
absorbido por las raices de las plantas, por ende forma parte de la dieta de los animales,
sin embargo, se genera una alta descompensacion cuando por la naturaleza misma, o por
la accion del hombre se acumula en los suelos, el agua o en los seres vivos en

concentraciones altas, convirtiéndose en toxico peligroso.

Los métodos tradicionalmente utilizados para la descontaminacion del suelo, son el
empleo de técnicas de tratamiento quimico, electroquimico, térmico y microbioldgico, las
cuales, resultan costosas, agresivas y ademas alteran las propiedades fisicoquimicas del
suelo, destruyendo los microorganismos que alli habitan e imposibilitando el desarrollo de
cualquier forma de vida.

Para ello, se ha desarrollado y estudiado la absorcién de acumulacién de Cobre a través
de la utilizacion de explantes de la Tithonia diversifolia en crecimiento.

Técnica que ha demostrado una absorcién de altas cantidades de Cobre, pues se trata de

una planta tolerante a este metal. (32)
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Por lo anterior, se planteo la viabilidad del proyecto, partiendo de los bajos costos
generados por la investigacién, puesto que la planta Tithonia diversifolia al ser de origen
silvestre, facilitd su contacto, permitiendo explorar un directo mejoramiento del suelo,

desde la concepcién primaria del proyecto.

Dia a dia se hacen mas evidentes los problemas de contaminacién en el medio ambiente
como resultado de la actividad industrial. Uno de los medios de mayor riesgo, es sin duda
el suelo, que a causa del uso excesivo de agroquimicos y la liberacion descontrolada de
metales pesados, ha sufrido una alteracion negativa a su principio natural,

considerandose para un futuro no muy lejano un recurso natural no renovable.

El suelo es un medio receptivo por excelencia, existiendo en él, interacciéon quimica con la
litosfera, hidrosfera, atmoésfera y sobre todo, recibiendo el impacto de los seres vivos que
directa o indirectamente pueden romper el equilibrio quimico establecido en su seno,

produciendo efectos altamente dafinos para el planeta.

El problema de la contaminacion ambiental es una de las principales preocupaciones del
hombre contemporaneo, en particular, los metales pesados que constituyen una fuente

progresiva a este mal, ya que la mayor parte de sus compuestos son bioacumulables.

En la actualidad se han implementado tecnologias de saneamiento que incluyen
tratamientos fisicoquimicos, sin embargo, estas técnicas solo se dan para soluciones

puntuales o para trasladar el problema, sin beneficiar al ecosistema.

Por todo esto, y debido a la inquietud que como futuros quimicos se tiene frente a estos
temas, es necesario explorar y explotar todo un saber que a lo largo de la carrera permite
manifestar una profunda preocupacion con lo que atafie al medio ambiente, no obstante
desde una propuesta clara y demostrable como lo es el objetivo de este proyecto, que
busca evaluar el comportamiento de la planta en la absorcién y acumulacion de cobre en

dos suelos de diferente textura.
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1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES

Recientemente, se ha dirigido la investigacion a la implementacion de técnicas
fisioldgicas y moleculares en fitorremediacion junto con nuevos hallazgos bioldgicos y de
ingenieria con miras a optimizar y mejorar las técnicas en descontaminacion de suelos.
Varias pruebas de campo confirmaron la viabilidad de usar plantas para limpiar el
ambiente. (35)

1.2 SUELO

El suelo es un agregado de minerales no consolidados y de particulas organicas
producidas por la accién combinada del viento, el agua y los procesos de desintegracién
organica. Los suelos cambian constantemente de un lugar a otro, su composicion quimica
y estructura fisica, estan determinadas por el tipo de material geoldgico del que se origina,
por su cubierta vegetal, la cantidad de tiempo que ha actuado la meteorizacion, su
topografia y por los cambios artificiales resultantes de las actividades humanas. (34)

1.2.1 Naturaleza del suelo: Los compuestos primarios del suelo son:

e Compuestos inorganicos, no disueltos, producidos por la meteorizaciéon y la
descomposicion de las rocas superficiales.

e Los nutrientes solubles utilizados por las plantas.

¢ Distintos tipos de materia organica, viva o muerta ,

e Gasesy agua requeridos por las plantas y organismos subterraneos.(34)

La naturaleza fisica del suelo esta determinada por la proporcion de particulas de varios
tamanos. Las particulas inorganicas tienen tamafos que varian entre el de los trozos
distinguibles de piedras y grava hasta los de menos de 1/40.000 cm. Las grandes
particulas del suelo como la arena y la grava, son en su mayor parte quimicamente
inactivas; pero las pequefas particulas inorganicas componentes principales de las
arcillas finas, sirven de depdsitos encontrando las raices de las plantas sus nutrientes. El
tamafo y la naturaleza de estas particulas inorganicas diminutas determinan en gran
medida la capacidad de un suelo para almacenar agua, vital para todos los procesos de
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crecimiento de las plantas.(34)

La parte organica del suelo esta formada por restos de vegetales y animales, junto a
cantidades variables de materia organica amorfa llamada humus. La fraccidon organica
representa entre el 2 y el 5% del suelo superficial en las regiones humedas, pero puede
ser menos del 0.5% en suelos acidos o mas del 95% en suelos turba. (34)

El componente liquido de los suelos, denominado por los cientificos solucion del suelo, es
en su gran mayoria agua con varias sustancias minerales en disolucidén, cantidades
grandes de oxigeno y diéxido de carbono disueltos. La solucién del suelo es muy
compleja y tiene importancia primordial al ser el medio por el que los nutrientes son
absorbidos por las raices del las plantas. Cuando la solucién del suelo carece de los
elementos requeridos para el crecimiento de las plantas, el suelo es estéril. (34)

Los principales gases contenidos en el suelo son el Oxigeno, Nitrogeno y Dioxido de
Carbono. El primero de estos gases es importante para el metabolismo de las plantas
porque su presencia es necesaria para el crecimiento de varias bacterias y de otros
organismos responsables de la descomposicién de la materia organica. La presencia de
oxigeno también es vital para el crecimiento de las plantas ya que su absorcién por las
raices es necesaria para sus procesos metabdlicos.(31)

La textura de un suelo afecta en gran medida a su productividad, los suelos con un
porcentaje elevado de arena suelen ser incapaces de almacenar agua suficiente como
para permitir el buen crecimiento de las plantas y pierden gran cantidad de minerales
nutrientes hacia el subsuelo. Los suelos que contienen una proporcibn mayor de
particulas pequenas, por ejemplo las arcillas y los limos, son depdsitos excelentes de
agua y encierran minerales que pueden ser utilizados con facilidad. Sin embargo, los
suelos muy arcillosos tienden a contener un exceso de agua y tienen una textura viscosa
que los hace resistentes al cultivo y que impide con frecuencia una aireacién suficiente
para el crecimiento normal de las plantas.(31)

1.2.2 Dinamica de los metales pesados en el suelo. En un balance realizado a finales
de la década de los anos 80, se estimd que la cantidad anual de vertidos de metales en
suelos ascendia a unos 5 mil billones de Kg. El 74% de esta cantidad corresponde a las
cenizas procedentes de la combustién de carburantes, principalmente carbén. Una vez
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vertidos en el suelo, la concentracion de los cationes metalicos en la disolucién del
suelo disminuye con el tiempo, puesto que pasan a ser absorbidos en las posiciones de
absorcion. (28)

Los metales pesados incorporados al suelo pueden seguir cuatro diferentes vias:

e Pueden quedar retenidos en el suelo, sea disueltos en la solucion del suelo o bien
fijados por procesos de absorcion, complejacion y precipitacion.

e Pueden ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a las cadenas tréficas.

e Pueden pasar a la atmdsfera por volatilizacion.

e Pueden movilizarse a las aguas superficiales o subterraneas, como se esquematiza
en el siguiente cuadro. (28)

Figura 1. Contaminacion por metales pesados (28)
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Fuente: KELLER, Catherine, COSIO Claudia. Hyperacumulation of Cadmium and Zinc in Thalapsi
Caerulescens and Arabidopsis halleri at the Leaf Cellular Level 1

1.2.3 Efectos d e los contaminantes sobre el suelo. Los efectos desfavorables de los
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contaminantes del suelo son:

= Destruccién del poder de autodegradacion por procesos de regeneracion bioldgica
normales. Los ciclos biogeoquimicos y la funcidon de biofiltro se ven afectados al
superarse la capacidad de aceptacion del suelo.

= Disminucion tanto cualitativa como cuantitativa del crecimiento normal de los
microorganismos del suelo, o bien alteracion de su diversidad, lo cual aumenta la
fragilidad del sistema.

= Disminucién del rendimiento de los cultivos con posibles cambios en la composicién
de los productos, con riesgos en la salud de los consumidores al entrar determinados
elementos en la cadena trofica.

= Contaminacioén de las aguas superficiales y freaticas por procesos de transferencia.

= Disminucién de las funciones de soporte de actividades de ocio. Los espacios

contaminados presentan problemas de salubridad para los usuarios. (12)

1.2.4 El cobre en el suelo. Los minerales primarios, principal fuente de suministro de Cu
a los suelos, son los sulfuros. Dentro de éstos los mas comunes son el sulfuro cuproso
(SCuy), el sulfuro férrico-cuproso (S;FeCu) y el sulfuro cuprico SCu . En la fase sdélida del
suelo se halla en forma cuprica Cu(ll), formando parte de las estructuras cristalinas de
minerales primarios y secundarios, en menor proporcién también se encuentra en la
materia organica, fijado como catidn intercambiable al complejo coloidal arcilloso. En la
disolucién del suelo se encuentra fundamentalmente como Cu*? y formando complejos
estables con las sustancias humicas del suelo. El 99% del Cu en disolucién puede estar
en forma organica, en suelos poco aireados el Cu+ es la especie dominante en la

disolucién del suelo. (27)

1.3 METODOS DE DESCONTAMINACION DE SUELOS
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Basicamente se utilizan cinco métodos para la recuperacién de los suelos contaminados:

= Extraccion

= Tratamiento quimico

= Tratamiento electroquimico
= Tratamiento Térmico

= Tratamiento microbiologico

1.3.1 Extraccion. Se usa para suelos contaminados por aceites, cianuro, metales
pesados, solventes clorados y fenoles. Se usan solventes organicos y/o soluciones acidas
o basicas para extraer los contaminantes. Se forma una mezcla del solvente con el suelo

para extraer los contaminantes, se lava el suelo y se separan los contaminantes. (29)

1.3.2 Tratamiento quimico. Se trata de depurar el suelo mediante la degradacion de los
contaminantes por reacciones quimicas. Frecuentemente se trata de reacciones de
oxidacion de los compuestos organicos. Como agente oxidante se emplea el oxigeno y el
agua oxigenada. Es un método util para: aldehidos, acidos organicos, fenoles, cianuros y
plaguicidas organoclorados. Este tratamiento se utiliza preferentemente in situ, inyectando
el agente depurador en zonas profundas mediante barreras huecas, o a veces,

simplemente mediante un laboreo apropiado del terreno.(29)

1.3.3 Tratamiento electroquimico. EI desplazamiento de los contaminantes se logra
mediante la creacion de campos eléctricos. Es un procedimiento a realizar in situ.
Consiste en introducir, a suficiente profundidad, unos electrodos en el suelo. Los
contaminantes fluyen desde un electrodo a otro siguiendo las lineas del campo eléctrico.

Para favorecer el movimiento se puede afadir una fase acuosa.(46)

1.3.4 Tratamiento térmico. La desorcién térmica es una técnica innovadora para tratar la
tierra contaminada con desechos peligrosos calentandola a una temperatura de 90 °C a
540 °C a fin de que los contaminantes con un punto de ebullicién bajo se vaporicen y, por

consiguiente se separen de la tierra. Los contaminantes vaporizados se recogen y se
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tratan, generalmente con un sistema de tratamiento de emisiones. (46)

1.3.5 Tratamiento microbiolégico. Se usa para suelos contaminados con aceites
pesados, querosene y tricloroetanos. Se requiere de sitios especiales para controlar las
condiciones de aireacion, temperatura, humedad, pH y nutrientes para favorecer los
procesos de los microorganismos que eliminan los contaminantes. Bacterias como la
Pseudomona oeruginosa se usan para retirar los metales contaminantes como el cobre, el
plomo y el mercurio. La bacteria Thyobacillus ferro-oxidons transforma al sulfuro de hierro
en acido sulfurico y en sulfato de hierro, que luego pueden ser eliminados por lixiviacion.
(46)

1.4 TIPOS DE BIORREMEDIACION

Dentro de las nuevas tecnologias bioldgicas, se destacan técnicas de recuperacion "in
situ" o biorremediacion que consiste en el uso de microorganismos y/o plantas para
descontaminar un ambiente degradado o contaminado. Las diferentes estrategias tratan
de estimular la actividad de los microorganismos del suelo, inocular el suelo con
microorganismos especificos, aplicar enzimas, y utilizar plantas para extraer, retener o

transformar los contaminantes. Existen tres tipos de biorremediacién. (48) (34)

1.4.1 Biorremediacion microbiana. Existe la posibilidad del uso de bacterias con la
propiedad de acumular o metabolizar metales pesados, aunque las bacterias son las mas
empleadas en este proceso, también se han empleado otros microorganismos como
hongos, algas, cianobacterias los cuales degradan los compuestos téxicos en el suelo.
(48)

1.4.2 Biorremediaciéon animal. Hay animales que acttan como agentes
descontaminantes, debido a que pueden desarrollarse en medios con fuerte toxicidad y

poseen en su interior microorganismos capaces de retener los metales pesados. (48)

1.4.3 Fitorremediacion. Se define fitorremediacion, al uso de plantas verdes dirigidas a

remover los agentes contaminantes del ambiente o los hacen inofensivos (Salta, 1998).
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La fitorremediacion se puede aplicar a los agentes contaminantes organicos e inorganicos

presentes en los sustratos sélidos (suelo), sustratos liquidos (agua) y el aire. (37)

La fitorremediacion se puede resumir con una definicion clara: El uso de plantas para el

retiro in situ de agentes contaminantes del ambiente. (42)

Esta técnica comprueba ser un método exitoso para controlar o reducir los niveles de
contaminantes en el ambiente (Cunningham, 1995). Actualmente se esta probando
diferentes especies vegetales para remover metales pesados de suelos contaminados.
Estos experimentos se llevan a cabo a nivel de invernadero, lo que permite obtener datos
para su extrapolacion a campo, para ello, se analizan en los suelos los metales pesados
en su forma total o disponible, asi, como su especiacion. Por otro lado se estudian los
mismos metales en cada uno de los tejidos de las especies vegetales en observancia
(Zurres, 2004).(37)

Figura 2. Lafitorremediacion se lleva a cabo a través de cuatro técnicas: (50)

Phytovolatilization
= removal of conlaminants
Troim the soil and \l,ll'qullrrll

release (o the atmosphere

Phytodegradation

= plant metabolism

\/ of contaminanis

.M.rt‘—.r ¥ S
1

Phytoextraction Rhizodegradation
= galraction of contaminant = micrabial metabolism of
by the plant contaminant in the rhizosphere

Fuente: KOVALICK, W. Workshop jn phytoremedjaijon of organic contaminants December
1996. http://www.rtdf.org/public/phyto/
= Fitoextraccion: Consiste en la absorcién de metales contaminantes mediante las

raices de las plantas y su acumulacion en tallos y hojas. Existen variedades de
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plantas muy adecuadas para este uso que absorben gran cantidad de metales, en
comparacion con otras especies. El éxito de la fitoextraccion como tecnologia
ambiental de la limpieza, depende de varios factores incluyendo el grado de la
contaminacion del suelo, la disponibilidad del metal para las raices (biodisponibilidad),
y la capacidad de la planta de interceptar, de absorber, y de acumular los metales en
sus tejidos (Ernst, 1996). En ultima instancia, el potencial para la fitoextraccion

depende de la interaccion entre el suelo, el metal, y la planta. (20)(44)

= Rizofiltracién: Es similar a la fitoextraccién, pero en lugar de cultivar las plantas en
el suelo, se cultivan en invernaderos por procesos hidropdnicos. Las plantas se
cultivan en tanques con agua contaminada y los toxicos quedan fijados en sus raices.
A medida que las raices se saturan del toxico se van cortando y eliminando. Este
método se probd satisfactoriamente para eliminar iones radioactivos en las lagunas
contaminadas en el accidente de la planta nuclear de Chernobyl. En esta situacion

utilizaron plantas de girasol. (45)

= Fitovolatilizacion: Consiste en el empleo de plantas con capacidad para detoxificar
un suelo por volatilizacion de sus contaminantes. Las plantas captan y modifican
metales pesados o compuestos organicos y los liberan a la atmdsfera con la

transpiracion. (47)

= Fitodegradacion: utiliza plantas y microorganismos asociados para degradar los
contaminantes organicos. Las plantas acuaticas y terrestres captan, almacenan y
degradan compuestos organicos para dar subproductos menos toxicos o no téxicos.
(46)

El desarrollo de alguna técnica requiere de las siguientes etapas: (2) (52)

1. Evaluar el grado de contaminacion del suelo e identificar los metales responsables de
la misma y su forma quimica en el suelo.

2. Determinar la necesidad de aplicar correctores de pH, materia organica, 6xidos de

hierro, etc.
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3. Elegir las especies vegetales tolerantes a metales, en funcion de la estrategia a

plantear.

4. Realizar un seguimiento de la eficacia de los tratamientos empleados y de la fitoxicidad

del suelo.

5. Determinar el comportamiento de la vegetacion.

6. Estimar la duracién del plan de recuperacion en funciéon de los apartados anteriores.

1.4.4 Ventajas de lafitorremediacion (52)

Las mas sobresalientes son:

= La efectividad del costo es uno de las mas grandes y claras ventajas de la
fitorremediacion. Las técnicas agronomicas son considerablemente mas econdmicas.
Los costos de cultivo son a menudo menores de 1 a 2 érdenes de magnitud que el

tratamiento in situ.

= Es una tecnologia "in situ" que incluye menor perturbacion del lugar, emisiones aéreas
minimas.

= Emplea la energia solar disponible y los procesos bioldgicos, quimicos y fisicos
emanados de las plantas para lograr la remediacion, entre ellos, la absorcion, la
transformacion, la acumulacion, la extraccion, la reserva y la degradacién rizoférica

microbiana.

= Su capacidad extractiva se mantiene debido al crecimiento vegetal, ademas es capaz

de ser modificaba para aumentar su capacidad y selectividad extractivas.

= Las plantas tienen la habilidad de resistir mas concentraciones de contaminantes

organicos que la mayoria de los microorganismos.
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1.4.4.1 Requisitos parainiciar el proceso de fitorremediacion (52)

= Las variedades deben adaptarse al clima de la regién. Sin embargo, la seleccion final
de especies y variedades esta basada en la absorcién y degradacion de los

contaminantes organicos.

= Para la fitorremediacion, el espaciamiento de la planta (proporcién del sembrado) sera
ajustado a la maxima densidad de la raiz, de lo contrario no se lograra alcanzar el mas

alto rendimiento.

= Como resultado de la contaminacion el suelo puede poseer elementos, sustancias
quimicas y propiedades fisicas desfavorables, las cuales necesitan ser superadas

antes de plantar.

= Deben supervisarse los nutrientes y aplicarse tanto como se necesiten, generalmente,

se requerira agregar a las plantas mucho mas nitrégeno y fésforo de los necesarios.

= Las plantas seleccionadas necesitan ser manipuladas para asegurar su maximo
crecimiento. Los niveles de humedad deben ser 6ptimos y se pueden establecer a la

necesidad de ciertas rutinas de corte.

= Se deben determinar las ventajas de las monocotiledéneas y dicotiledoneas antes de

iniciar el proceso fitocorrectivo. (25)

1.5 FUNCIONES DEL COBRE EN LAS PLANTAS

El cobre se absorbe por las plantas principalmente de forma activa como Cu2+ y en algun
caso como complejo. Presenta antagonismo con el Zn2+ a nivel de absorcién, se asocia
con varias enzimas, ya sea como activador o formando parte de las mismas, interviene en

multitud de procesos de oxidacidn/reduccion. Por ejemplo actia en el sistema enzimatico
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ascorbico oxidasa, responsable de la oxidacion del acido ascérbico (Vitamina C) a
dehidroascorbico. Es asi como esta vitamina ejerce su efecto protector sobre la oxidacion,
en el metabolismo nitrogenado y glucidico e Influye favorablemente en la fijacién del
nitrégeno atmosférico de las leguminosas.

Es un micronutriente esencial en el balance de bioelementos que en la planta regulan la

transpiracion. (27)

1.5.1 Sintomas de deficiencia de cobre en las plantas. Las deficiencias de cobre se
manifiestan en el marchitamiento de las hojas jovenes, enrollamientos de las mismas y
una inclinacién de peciolos y tallos. Las hojas se tuercen, se hacen quebradizas y caen,
clorosis y otros sintomas secundarios (la clorosis no siempre aparece), disminucion de la
lignificacion, vasos no lignificados del xilema son comprimidos por tejidos vecinos, por lo

que no se pueden utilizar en el transporte de agua y solutos. (27)

Figura 3. Carencia de cobre en hojas de melocotonero (27)

Fuente: LONERAGAN, J.F. Copper in soils and plants. Toronto. Abril, 1985.

1.5.2 Toxicidad del cobre. La mayor parte del cobre vertido por el hombre va a parar al
suelo. Al igual que en el agua, la via principal de deposicion en la atmosférica (23% del
total), seguido de vertidos urbanos, uso de barros industriales como fertilizantes para
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mejorar las caracteristicas minerales de los suelos, o uso de fertilizantes, como derivados
de fosfato impuros. (27)

Una caracteristica del cobre es su facil transferencia del suelo a los vegetales, siendo uno
de los metales que mejor absorben las plantas, sobre todo cereales como el arroz, el trigo
y, en menor cantidad el maiz. Se ha relacionado la concentracion de Cobre en los
vegetales con la concentracion del metal en el suelo, ademas se ha constatado que estos
niveles han ido aumentando a lo largo de los ultimos afios, incluso en zonas naturales no
industrializadas ni urbanizadas. La acumulacion se produce de forma continua, no
existiendo ningun tipo de umbral, como ocurre con otros metales, por ejemplo, el plomo, y
esto ocurre a concentraciones tan bajas de sélo 0.3 ppm en el suelo. (27)

Una disminucién del pH del suelo facilita la transferencia del cobre al vegetal, por ello es
importante, en zonas industrializadas, el fenédmeno de la lluvia acida, ya que ésta hace
disminuir el pH del suelo, aumentando la absorcién por parte de las plantas y, por tanto, la
acumulacion. Se ha visto que el aumento puede llegar a ser de 2 a 20 veces superior que
en zonas con suelos no contaminados o pH mas elevados. (27)

1.5.2.1 Efectos caracteristicos.

= Seres Humanos / Mamiferos: Ademas del tracto gastrointestinal y el pulmén, el
rindn es el érgano mas afectado por exposicion crénica al cobre, su rapida solvdlisis
en acidos débiles constituye un prerrequisito fundamental para su facil asimilacion en
el organismo: en el tracto gastrointestinal se reabsorbe un 5% del cobre, que se
deposita en el higado y en los rifiones. Las altas concentraciones de cobre en el arroz,
son las responsables de la enfermedad "ltailtai" que destruye los eritrocitos y produce
proteinuria, rinitis, enfisema y bronquitis cronica. El cobre y sus compuestos son
carcindogenos. Un sistema tipico de intoxicacion crénica es la excreciéon de B-
microglobulina en la orina debido a la disfuncion renal. También puede producir
deformaciones 6seas. (9)

= Plantas: El cobre disminuye la tasa de fotosintesis y transpiracion y aumenta la

frecuencia respiratoria. Aun pequefias concentraciones de cobre en el suelo conducen
a cuadros de lesiones muy extendidas, como por ejemplo al acortamiento del eje
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caulinar y un rayado de color amarillo intenso en las hojas mas viejas. La absorcion se
produce no solo por raiz sino también por los brotes y las hojas. Ademas de disminuir
el rendimiento, la mayor amenaza reside en la contaminaciéon de (acumulacion) las
plantas de cultivo, dado que es asi como el cobre ingresa a la cadena alimentaria
como toxina de acumulacion. (9)

Suelo: La capacidad de retencion del cobre depende del contenido de bases
intercambiables. Debido a que se adsorbe a particulas organicas del suelo, casi no se
produce lixiviacién. El horizonte de acumulacién para el cobre es la rizosfera (raices).
Con un pH de 6.51 la disponibilidad es minima; al disminuir el pH del suelo, aumenta
la asimilacion de cobre por parte de las plantas.(9)

Cadena alimentaria: El ser humano incorpora a su organismo aproximadamente un
tercio del cobre al que esta expuesto con los alimentos de origen animal que consume
y dos tercios con los de origen vegetal. Fumar aumenta considerablemente esta
contaminacion. (9)

1.6 LAS PLANTAS COMO ESTRUCTURAS DE REMEDIACION DE SUELOS
CONTAMINADOS (37)

Las raices de las plantas captan rapidamente contaminantes de cada fase del suelo:

Fase gaseosa. La captacion de los contaminantes volatiles encontrados en la fase
gaseosa del suelo, por medio de las raices de las plantas, es un mecanismo
importante para algunos compuestos, incluso para aquellos con presion de vapor
relativamente baja.

Fase liquida. Los contaminantes encontrados en la fase liquida del suelo, son
captados por las raices de las plantas por difusion y flujo de masa. Sin embargo, los
compuestos muy solubles con afinidad pequefa para los sélidos del suelo también
estan sujetos a lixiviar fuera de la raiz y pueden ponerse fisicamente indisponibles
para la captacion de la raiz.

Fase sdlida. Las raices y raicillas estan, en muchos casos, en intimo contacto con las
superficies coloidales del suelo. En efecto, esa relacion es tan estrecha que se cree
que los contaminantes absorbidos pasan de los sdlidos del suelo a la planta sin la
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influencia coloidal Sin embargo, comparando el area de un suelo con el area de una
raiz, es dificil imaginar esto como una estrategia de remediacion viable.

1.6.1 Transporte de los contaminantes dentro de la planta. La solucion contaminante
disuelta en la fase liquida del suelo con valores muy bajos es transportada a células
porosas del espacio libre de la raiz por medio del flujo de masa. Este movimiento de la
solucion contaminante en el suelo es resultado del déficit de agua en la raiz inducido por
la transpiracion. Si la planta realiza una absorcion de la solucion del suelo mayor que el
flujo de ésta hacia la raiz, se desarrolla un gradiente de concentracion, obteniéndose un

movimiento por difusion.

La solucion contaminante disuelta que entra a la raiz debe atravesar primero la epidermis
y una capa cortical parenquimatosa que presenta numerosos espacios intercelulares.
Seguidamente pasa a la endodermos, donde se limita la velocidad para el movimiento de
la solucién por la presencia de una barrera xerosa llamada banda de Caspary. Una vez
se dividen los compuestos dentro de las membranas lipofilicas de la banda de Caspary
estos necesitan ser desorbidos en una solucién acuosa para poder entrar en los vasos de
xilema. Se estima una cantidad insignificante de flujo total disponible solo cerca de la
punta de la raiz donde la banda de Caspary aun no se ha desarrollada bien, a menos que

la raiz sufra variaciones o perturbaciones.

Conceptualmente, el camino entero de la raiz puede simplificarse como: a. prebenda de
Caspary, b. la desercion fuera de esta membrana. El primer paso favorece mas a los
compuestos lipofilicos, el segundo paso para la desercion favorece mas a los compuestos

hidrofilos.

Una vez la sustancia entra en el tejido vascular, puede ser transportada con rapidez
desde las raices hasta las hojas a través de la corriente de transpiracién por el xilema o
mas lentamente desde las hojas hacia abajo por el floema. El transporte a través del
floema es complejo y no se comprende por completo, pero parecen existir pocas dudas de
que las sustancias téxicas que entran en el floema pueden ejercer un efecto adverso

severo en la planta. La absorciéon de sustancias a partir del sistema vascular varia a lo
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largo de la planta, y depende de la naturaleza de los tejidos, de su estado hormonal y de

las condiciones ambientales.

En el campo de la fitorremediacion, no se ha prestado aun mucha atenciéon a los aspectos
mecanistas de la captacién de la raiz y de la traslocacion del xilema; la mayoria de los
estudios usan el analisis compuesto radioetiquetados.  Tales estudios siempre son

complicados debido al metabolismo de las plantas y a la limitacién de dichos compuestos.

Aun se desconocen receptores especificos en las raices para la toma de estos
contaminantes, el tipo de transformaciones y el lugar de la planta donde se realiza, sin
embargo se sabe que los sistemas fotosintéticos, especialmente el Fotosistema Il, no se

alteran y las modificaciones ocurren en las células meristematicas de las raices. (37)

1.6.2 Metabolismo dentro de la planta. Las enzimas de las plantas pueden metabolizar
una amplia variedad de contaminantes xenobioticos. Estas se encuentran y son activas en
el interior de la raiz, tallos, y hojas o también pueden encontrarse en el suelo y en

sedimentos.

El metabolismo de los contaminantes en el interior de la planta es similar a los tipos de
metabolismo xenobidtico que ocurren en el higado del mamifero mediante
transformaciones mediadas por hidrdlisis, conjugacion, y oxigenacion. Esta comparacion

se ha denominado "Higado verde".

Los materiales relativamente lipofilicos sufren un ataque enigmatico que produce
compuestos mas solubles en agua. En los sistemas de mamiferos la disponibilidad final
termina a menudo en rutas excretoras con las cuales la planta no cuenta. En principio,
tanto en la planta como en los sistemas metabdlicos del higado se pueden dividir en las
mismas tres fases. Transformacion, union y disposicion final. (37)

1.7 Tithonia diversifolia

Tithonia diversifolia es una planta herbacea de la familia Asteracea, originaria de Centro
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América (Nash, 1976). Tiene un amplio rango de adaptacién, tolera condiciones de
acidez y baja fertilidad en el suelo. Es una especie con buena capacidad de produccion de
biomasa, rapido crecimiento y baja demanda de insumos para su cultivo. Presenta
caracteristicas nutricionales importantes para su consideracion como especie con

potencial en alimentacién animal (Rios, 1997). (32)

Figura 4. Tithonia diversifolia (32)

Fuente: OLIVARE, Elizabeth. Nutrientes y metales en Tithonia Diversifolia (Hemsl). Gray
(Asteraceae). Centro de Ecologia, Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC). Caracas, Venezuela

La familia Asteracea posee unas quince mil especies distribuidas por todo el mundo
(Goémez y Rivera, 1987). Esta planta tiene un habito arbustivo que puede alcanzar hasta
4m de altura. Con numerosos tallos saliendo todos de la base, se han contado hasta 18
tallos por planta. Es un especie perenne y sus nombres comunes son botdn de oro o

botén dorado y estan relacionados con el color amarillo de sus flores. (32)

Las Asteraceas toleran niveles altos de algunos metales en comparacion con otros grupos
taxonémicos, un ejemplo de ello, la sonchus oleraceus con alta asimilacion de plomo
proponiéndose como una especie fitorremediadora de ambientes contaminados con este
metal. (Xiong, 1997) (32)
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En un estudio realizado en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC),
se encontré que el contenido de cobre en la Tithonia diversifolia fue de 46 pgg™, lo normal
es de 4 a 20 ugg™”' (Marschner,1995). (32)

1.7.1 Descripcion botanica y clasificacion. Tithonia diversifolia es una planta herbacea
de 1.5 a 4.0 m de altura, con ramas fuertes, hojas alternas, pecioladas de 7 a 20 cm de
largo y 4 a 20 cm de ancho. Presenta 3 a 5 Iébulos profundos cuneados hasta
subtruncados en la base, decurrentes en su mayoria en la base del peciolo, bordes
aserrados, pedunculos de 4 a 20 cm de largo, ligulas amarillas a naranja de 3 a 6 cm de
longitud y corolas amarillas de 8 mm de longitud (Nash, 1976).Este arbusto es utilizado en
diferentes partes del mundo como forraje, abono, en medicina, como cerca viva y planta
ornamental. También es apreciado como planta melifera, para la atraccion de insectos en
cultivos asociados, control de termitas en mezcla con otras plantas, para la recuperacion

de areas invadidas por cierto tipo de pasto y en la elaboracién de artesanias. (33)

Figura 5. Arbusto.

Fuente: RIOS, K. Clara Inés. Guia para el cultivo y aprovechamiento del Boton de Oro. (Hems)
Gray, 1999

Las hojas son lobuladas, sus bordes aserrados. Se ubican en forma alterna a lo largo del
tallo y miden entre 7 y 20 cm. de largo por 4 a 20 cm. de ancho. Las flores se encuentran

dispuestas en grupos, es decir en inflorescencias llamadas capitulos o cabezuelas
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semejantes a las inflorescencias de las margaritas, de color amarillo. Cada inflorescencia
esta compuesta en su centro por un conjunto de flores tubulosas muy pequenas. Tienen
un olor caracteristico, parecido al de la miel. Su aparicion se da entre los 3 y 4 meses
después de plantadas las estacas. Los frutos son de tipo aquenio y se disponen en el
centro del capitulo o cabezuelas. Cada flor produce una sola semilla. EI botén de oro
crece bien en diferentes climas y sobre varias clases de suelo, tolerando condiciones de

acidez y baja fertilidad. (33)

1.7.2 Propagacion por estacas. Esta es |la forma mas comun de propagar el boton de
oro. Se utilizan estacas de aproximadamente 30 centimetros de largo, tomadas de la
parte mas lefiosa y la parte media del tallo. Las estacas se cortan en forma diagonal para

facilitar la siembra y evitar la acumulacion de agua en la parte superior.

La siembra se puede realizar directamente en el campo, procurando colocar la estaca en
el mismo sentido en que se encontraba en la planta; es decir, la parte que estaba hacia
arriba debe quedar en la misma posicion. Se entierra aproximadamente la tercera parte

de la estaca. (33)
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este estudio, 120 plantas de Tithonia diversifolia serdn propagadas vegetativamente
por estacas de aproximadamente 15 cm de longitud, en dos suelos de diferente textura, a
estos suelos inicialmente se les realizara un previo analisis para establecer el contenido
de micro y macronutrientes presentes. Luego se depositaran en bolsas negras de 4 kg
cada una, las estacas se sumergiran en una solucion de acido indulbutilico para acelerar

el enraizamiento.

Después del anterior procedimiento, se inocularan los suelos con soluciones de cobre de
2.3 ppm, 4.5 ppm y 6.0 ppm, se agitara y seguidamente se colocaran las estacas. Al cabo
de 45 dias se realizara el primer muestreo y a los 90 dias el segundo para determinar por
espectrofotometria de absorcién atémica la concentraciones de cobre acumulados por la

planta en hojas, raiz y tallo.

2.1 CARACTERIZACION DE LOS SUELOS UTILIZADOS

Las muestras antes de ser analizadas deben someterse a un proceso de :

Secado: Se usa una estufa de aire circulante a temperatura de 45 'C donde permanece

24 horas dependiendo de la humedad inicial y de la clase de suelo.

Moliday Tamizado: Los terrones y agregados deben reducirse de tamafio en un mortero

de porcelana y se pasa por un tamiz No. 10 (35)

Para la realizacion del trabajo se utilizaron dos tipos de suelos cuya caracteristicas fisicas

y quimicas, se encuentran registradas en la Tabla 1.

35



Tabla 1. Caracterizacién de los suelos franco-arenoso y franco-arcillo-arenoso

Suelo franco-arenoso Meq/100 g suelo

% % %
pH %C Cu(ppm) P(ppm) Ca Mg Na K Al Arena Limo Arcila Textura
Fco-
6.3 1.5 23 7 7 2.46 0.05 0.15 0.0 66 20 14 Arenoso
Suelo franco-arcillo-arenoso
% % %
pH %C Cu(ppm) P(ppm) Ca Mg Na K Al Arena Limo Arcilla Textura
Fco-Arci-
49 3.34 0.05 2 1.78 0.46 0.36 0.11 2.5 58 20 22 Arenoso

C: Carbono Cu: Cobre P: Fosforo Ca: Calcio Mg: Magnesio Na: Sodio K: Potasio Al :
Aluminio

Fuente: Analisis de Laboratorio de Suelos — UIS.

2.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

2.2.1 Procedimiento para determinar el porcentaje de humedad en el tejido vegetal

de la Tithonia diversifolia. La humedad se determiné de acuerdo al siguiente método

analitico : (35)

Equipo

e Estufa, caja petri, balanza analitica

La determinacién de la humedad se realiz6 de acuerdo al siguiente procedimiento:

- Pesar inicialmente la caja petri (sin tapa) y luego colocar cuidadosamente las hojas,

tallos y raiz por separado y volver a pesar
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- Llevar al la estufa por un tiempo de 72 h a una temperatura de 105 °C

- Una vez pasado este tiempo se dejan las cajas en un desecador para que se enfrien y

asi poder pesar. Finalmente se determina el porcentaje de humedad.

Estos datos se muestran en el anexo B y anexo C

2.2.1.1 Procedimiento para determinar el porcentaje de cenizas en tejido vegetal de
Tithonia diversifolia. Las cenizas se determinaron de acuerdo al siguiente método

analitico: (35)

- Pesar la muestra ya preparada y seca, en un crisol de porcelana debidamente tarado

- Se incinera la muestra de hojas, tallos y raiz durante 2h a 500 °C

- Pasado este intervalo de tiempo se deja bajar la temperatura y se colocan los crisoles

en un desecador y cuando lleguen a temperatura ambiente se pesan.

Los datos del porcentaje de cenizas se muestran en el anexo D y anexo E

2.2.1.2 Procedimiento para la digestion con acido de las cenizas. La digestién de las

cenizas se realizd6 de acuerdo al siguiente método analitico: (35)

- Adicionar lentamente 20 ml de acido clorhidrico 1N a los crisoles que contienen las

cenizas

- Colocar los crisoles sobre un plancha de calentamiento hasta llevar casi a sequedad, se

debe evitar salpicaduras que puedan deteriorar el analisis.

37



- Filtrar la muestra en caliente y aforar a 100 ml, agitar para homogenizar la solucioén y

trasvasar a los frascos de muestras debidamente rotulados.

- El cobre se determina directamente por Espectrofotometria de Absorcién Atomica (EAA)

en la solucién anterior.

2.2.1.3 Regresion Lineal Simple (R.L.S.). Se realizé una curva de calibracién para
obtener el ajuste por minimos cuadrados con valores —y (absorbancia) Vs valores x
(concentracion) los datos con los cuales se trabaja (R.L.S) se encuentran registrados en

el anexo E.

Con este método se obtienen los valores de pendiente (m), intercepto (b) y el coeficiente

de correlacion (r), los cuales se pueden observar en la tabla 2.

Tabla 2. Regresion Lineal Simple (R.L.S.) del instrumento de medicion.

Curva Datos R.L.S.
r m b

Absorbancia Vs Concentracion 0.9878 0,008 0,0411

Fuente: Autores del Proyecto.
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3.1 ANALISIS ESTADISTICO DE CONCENTRACION DE COBRE Y BIOMASA

3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Los datos obtenidos fueron analizados mediante pruebas de Normalidad, Analisis de

varianza (ANOVA) y pruebas de comparacién de medias (Test de Tuckey al 5% de

probabilidad). Estos datos se registran en la tabla 3.

Tabla 3. Acumulacién de cobre en hojas y raiz a los 45 y 90 dias en los suelos franco-

arenoso Yy franco-arcillo-arenoso.

Tiempo Suelos
Franco-arenoso Franco-arcillo-arenoso
[2.3] [4.5] [6.0] [2.3] [4.5] [6.0]
H R H R H R H R H R H R
X 45 dias 0.30 0.25 0.73 040 1.39 0.85 0.85 046 2.02 0.69 2.67 1.19
E.Sd. 45
dias 0.02 0.02 0.18 0.04 0.29 0.03 0.31 0.07 04 0.12 0.84 0.30
X 90 dias 0.35 0.81 1.87 0.75 2.11 0.83 0.84 0.57 286 144 4.28 1.66
E.S.d 90
dias 0.19 0.08 0.22 0.09 0.55 0.16 0.20 0.18 0.24 0.23 0.25 0.38
E. Sd. : Error estandar [2.3], [4.5],[6.0] : Concentraciones de cobre en ppm
X: Media
H : Hojas
R: Raiz

Fuente: Autores del Proyecto.

Esta tabla nos permite observar las concentraciones de cobre que acumula la planta en

las hojas y la raiz a los 45 y 90 dias, en los dos tipos de suelos.

Estos resultados se pueden observar con mayor claridad en las figuras 6-9.
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Figura 6. Acumulacion de cobre en hojas en el suelo franco-arcillo-arenoso

EE 45 Dias
[/ 90 Dias

ppm de Cobre

Lonn AR

2.3 4.5 6.0

Concentraciéon

Fuente: Autores del Proyecto.

Figura 7. Acumulacion de cobre en laraiz en el suelo Franco-arcillo-arenoso

5 I 45 Dias
/1 90 Dias

ppm de Cobre

o “1 i,ﬂ
2.3 4.5
Concentraciéon

Fuente: Autores del Proyecto.
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Figura 8. Acumulacién de cobre en hojas en el suelo franco-arenoso

ppm de cobre

EEN 45 Dias
C—/= 90 Dias

Fuente: Autores del Proyecto.

4.5
Concentraciéon

6.0

Figura 9. Acumulacién de cobre en raiz en el suelo franco-arenoso

ppm de Cobre

Fuente: Autores del Proyecto.

EE. 45 dias
/31 90 dias

4.0

Concentracién
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Para establecer las diferencias de acumulacién de cobre dentro de los parametros y
tratamientos utilizados como lo son los tipos de suelos, concentraciones de cobre y el
tiempo; se aplicd una analisis factorial de 2x3x2 (2 tiempos, 3 concentraciones y 2

suelos) ANOVA. Estos datos se registran en las tablas 4 y 5.

Para el anterior analisis se revisé distribucidén normal, homogeneidad de varianzas para

las variables biomasa en base seca y concentracién de cobre (ppm).

Tabla 4. Analisis de varianza ANOVA de ppm de Cobre en hojas y raiz

Factores Hojas Raiz
F P F P

Concentracion 31.27 0.00* 11.67 0.00*
Suelo 28.35 0.00* 12.73 0.00*
Tiempo 11.64 0.00* 11.69 0.00*
conc. x suelo 2.68 0.08 3.28 0.05
conc.x tiempo 2.81 0.07 0.84 0.44
suelo x tiempo 0.18 0.67 0.54 0.47
conc.x suelox tiempo 0.72 0.49 2.16 0.13

p<0.05 : probabilidad significativa
P: probabilidad
F: Constante de Fitcher

Fuente: Autores del Proyecto.

Respecto a la acumulacion de cobre en los diferentes érganos como son las hojas y las
raices, existen diferencias significativas en la acumulacién en las tres concentraciones |,
para hojas ANOVA (F o5, (1) 2,48 = 31.27, p = 0.00%) y raices ANOVA (F o5, (1), 2,48 = 11.67,
p = 0.00%). La variable tiempo afecta de manera significativa la acumulacion de cobre
tanto en hojas como raices ANOVA (F (05 (1) 1,48 = 11.64, p = 0.0013*) 'y (F 0.05 (1), 1,48 =
11.64, p = 0.000%). El tipo de suelo segun ANOVA (F (s, (1), 1, 48 = 28.35, p = 0.00*) existen

diferencias significativas en la acumulacion de cobre en hojas e igualmente para raices
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ANOVA (F 05, (1), 1,48 = 12.73, p = 0.00*). No existe asociacion entre las variables por lo
tanto cada una afecta de manera independiente la acumulacion de cobre tanto en hojas

como raices.

Tabla 5. Analisis factorial ANOVA 2x3x3 para biomasa en base seca en hojas y raiz

Factores Hojas Raiz
F P F P

Concentracién 0.48 0.62 0.96 0.39
Suelo 33.10 0.00* 44.77 0.00*
Tiempo 16.44 0.00* 75.53 0.00*
conc. x suelo 0.86 0.43 1.11 0.34
conc.x tiempo 1.59 0.22 0.13 0.88
suelo x tiempo 13.21 0.00* 56.14 0.00*
conc.x suelox tiempo 2.55 0.09 0.07 0.93

P<0.05 : probabilidad significativa
F: Constante de Fitcher
Fuente: Autores del Proyecto.

La cantidad de Biomasa es afectada significativamente por el suelo para hojas ANOVA
(F 0.05 (1), 1,48 = 33.10, p = 0.00*) y raices ANOVA (F o5, (1), 1, 48 = 44.77, p = 0.00%). La
variable tiempo afecta las hojas y raices significativamente ANOVA (F (05 (1) 1,48 = 16.44,
p = 0.00%) y (F 005 (1), 1, 4¢ = 75.53, p = 0.00%). Las variables suelo y tiempo afectan
significativamente generando una interaccion y afectando la acumulacion de biomasa.

Se analizé la relacion entre la biomasa y el contenido de cobre en los dos tipos suelos,
mediante el coeficiente de correlacion de Spearman (rs), valores proximos a 1 indican una
correlacion fuerte y positiva, valores préximos a —1 indican una correlacion fuerte y
negativa, y valores préximos a cero indican que no hay correlacion lineal.

Estos datos se registran en las Tablas 6y 7.
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Tabla 6. Coeficientes de Spearman para ppm de Cobre

Fco-arenoso

Fco-Arci-Arenoso

ppm Conc. Tiempo
Hojas 0.71* 0.21
Raiz 0.41* 0.53*

Conc. Tiempo
0.72* 0.29
0.59* 0.31

Conc: Concentracion

Fuente: Autores del Proyecto.

Los coeficientes de correlacion significativos muestran que a medida que se aumenta la
concentracién aumenta la cantidad de cobre acumulado en hojas, para los dos suelos.
Igualmente esta acumulacion no esta relacionada con el tiempo. En las raices es
igualmente significativa la acumulacién del cobre aumentando la concentraciéon para
ambos suelos, pero el tiempo también es significativo, lo que indica que las raices

acumulan mas cobre a medida que aumenta el tiempo, contrarié al comportamiento en

las hojas.

Tabla 7. Coeficiente de Spearman para biomasa en base seca en hojas y raiz

Fco-arenoso

Fco-Arci-Arenoso

Biomasa Conc. Tiempo
Hojas -0.18 0.65
Raiz -0.14 0.86*

Conc. Tiempo
0.05 0.15
0.00 0.15

Conc: Concentracion

Fuente: Autores del Proyecto.
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El coeficiente de correlacion para la biomasa es significativo solo para los datos de la raiz
en el suelo franco-arenoso, indicando que las plantas en este suelo acumulan mas
biomasa con respecto al tiempo. La biomasa no esta correlacionada con ninguno de los
dos suelos, tanto para hojas como raiz. Indicando que la biomasa es afectada de forma
independiente en las hojas y raiz con respecto a la concentracion y tiempo, excepto la

biomasa en el suelo franco-arenoso en la raiz.
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CONCLUSIONES

1. Se analiz6 como la textura de un suelo influye en la absorcién, acumulacién de cobre
y crecimiento de los explantes de la planta Tithonia diversifolia, donde la mayor

absorcion de cobre se presento en el suelo franco-arcillo-arenoso.

2. Se determin6é que el mayor desarrollo radicular de la planta Tithonia diversifolia se
presentd en el suelo de textura franco-arenoso, entendiéndose por desarrollo radicular

como mayor cantidad de raices secundarias y mayor cantidad de raicillas.

3. Se observé que la mayor absorcion de cobre por la planta se efectio a un pH de 4.9,
debido a que a este pH se presenta mayor movilidad del cation Cu*™ en el suelo y por lo

tanto esta mas disponible para la planta.

4. Se demostré que la acumulacion de cobre en la planta Tithonia diversifolia, se realiza

en sus hojas, fendmeno conocido como fitoextraccion.
5. Se observd que existe una correlacion entre la concentracion de cobre inoculado en el

suelo (2.3, 4.5y 6.0 ppm) y la cantidad de cobre acumulado por la planta (hojas y raiz), es

decir, a mayor concentracion mayor acumulacion.
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RECOMENDACIONES

- Se sugiere iniciar el procedimiento experimental, con la introduccién de las estacas en
una solucién de acido indolbutilico (AIB) que es una fitohormona aceleradora del
enraizamiento, esto de debe realizar por un tiempo aproximadamente de 15 minutos, y

pasado este tiempo se deben sembrar seguidamente las estacas.

- Es recomendable seguir el proceso de recoleccion de las estacas, con aquellas que no
se hayan reproducido totalmente, es decir no posean flor. Lo indicado dentro de la
evolucion de una investigacion, es la utilizacién de tallos con 30 cm de largo, tomandose
la parte mas lefiosa, junto con la parte media del tallo. Después de cortadas, es necesario
colocarla en agua y no tardar mucho con su siembra, ya que son susceptibles a un

deterioro significativo.

- Es necesario que el corte de las estacas se haga en forma diagonal, pues facilita la
siembra y evita la acumulacion de agua en la parte superior. Para ello, se coloca la estaca
en el mismo sentido en que se encontraba en la planta; es decir, la parte que estaba hacia
arriba debe quedar en la misma posicién. Se entierra aproximadamente la tercera parte

de la estaca.

- Una vez completado el crecimiento vegetativo de la planta el siguiente paso es cortarlas

y proceder a su incineracion, trasladando las cenizas a un vertedero de seguridad.
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Anexo A. Porcentajes de humedad en muestras de raiz y hojas en la planta Tithonia
diversifolia alos 45 dias de sembradas las estacas

Tiempo 45 dias Réplicas %
1 2 3 4 5

F.A [2.3]H 80.14 81.70 79.98 77.67 75.76
F.A. [4.51H 81.42 77.69 79.63 84.76 82.36
F.A. [6.01H 75.08 81.74 83.16 78.13 84.86
F.AAA. [23]H 81.31 78.10 78.70 80.11 74.93
F.AAA. [45]H 78.35 77.16 68.43 62.94 77.04
F.AAA. [6.0]H 60.74 85.64 90.51 77.03 7717
F.A. [2.3]R 92.82 86.07 85.09 85.76 87.29
F.A. [45] R 70.91 84.56 72.38 73.64 74.54
F.A. [6.01R 95.28 89.58 92.44 90.57 96.49
FAA. [23]R 90.73 89.16 82.64 89.29 91.32
FAAA. [45]R 87.38 50.49 87.45 80.33 88.61
FAA. [6.0]R 69.19 84.02 89.31 78.60 93.80

F.A. : Suelo Franco-arenoso

F.A.A. :Suelo Franco-arcillo-arenoso

R: Raiz

H: Hojas

[2.3], [4.5], [6.0]: Concentraciones de cobre en ppm

Fuente: Autores del Proyecto.
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Anexo B. Porcentajes de humedad en muestras de raiz y hojas de la planta Tithonia
diversifolia para 90 dias de sembradas las estacas

Tiempo 90 dias Réplicas %
1 2 3 4 5

F.A [2.31H 7715 83.21 84.65 84.15 81.15
F.A. [4.5]H 83.32 57.48 85.27 85.27 80.95
F.A. [6.01H 7417 81.70 80.46 92.11 81.00
F.AA. [23]H 74.23 63.84 72.24 70.03 70.57
F.AA. [45]H 76.59 77.61 77.68 77.83 72.75
F.AAA. [6.0]H 70.00 67.29 74.48 66.01 71.80
F.A. [2.3]R 76.27 88.39 85.64 84.15 81.15
F.A. [4.5] R 93.82 92.54 90.47 87.20 89.17
F.A. [6.0] R 88.32 86.74 87.01 91.57 87.39
FAA. [23]R 89.71 84.40 88.40 85.43 86.37
FAA. [45]R 92.08 89.59 91.01 91.02 92.73
F.AAA. [6.0]R 95.52 80.71 81.93 85.22 82.70

F.A. : Suelo Franco-arenoso

F.A.A. :Suelo Franco-arcillo-arenoso

R: Raiz

H: Hojas

[2.3], [4.5], [6.0]: Concentraciones de cobre en ppm

Fuente: Autores del Proyecto.
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Anexo C. Tabla de porcentajes de ceniza en muestras de raiz y hojas en la planta

Tiempo 45 dias Réplicas %

1 2 3 4 5
F.A [2.3]H 4.32 6.12 4.48 7.26 412
F.A. [4.5]H 5.62 10.12 8.97 19.20 17.12
F.A. [6.0]H 2.20 3.2 2.18 1.7 3.0
F.AA. [23]H 9.78 7.00 10.35 10.20 9.84
F.AAA. [45]H 10.49 16.12 6.41 8.24 8.98
F.AAA. [6.0]H 9.40 13.04 16.12 12.93 16.30
F.A. [2.3]R 8.76 15.46 27.32 12.32 11.11
F.A. [4.5]R 10.56 16.72 6.36 6.87 15.10
F.A. [6.0] R 3.0 4.78 10.0 5.17 2.89
FAA. [23]R 4.5 8.64 5.65 6.89 13.54
FAA. [45]R 10.34 12.5 14.29 17.95 20.0
F.AAA. [6.0]R 8.72 6.72 13.15 13.15 7.78

Tithonia diversifolia alos 45 dias de sembradas las estacas

F.A. : Suelo Franco-arenoso

F.A.A. :Suelo Franco-arcillo-arenoso

R: Raiz

H: Hojas

[2.3], [4.5], [6.0]: Concentraciones de cobre en ppm

Fuente: Autores del Proyecto.
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Anexo D. Porcentajes de cenizas en muestras de raiz y hojas de la planta Tithonia
diversifolia en un tiempo de 90 dias de sembradas las estacas

F.A. : Suelo Franco-arenoso

Tiempo 90 dias Réplicas %

1 2 3 4 5
F.A [2.31H 24.00 24.41 19.88 20.66 24.22
F.A. [4.5]1H 21.77 9.02 18.46 24.10 22.56
F.A. [6.01H 25.92 22.95 21.75 11.36 22.89
F.AA. [23]H 9.52 10.85 7.35 9.71 13.04
F.AAA. [45]H 7.75 8.65 8.04 8.57 10.0
F.AAA. [6.0]H 8.82 13.33 34.58 15.50 13.92
F.A. [2.3]1R 12.70 11.85 7.27 20.57 10.88
F.A. [4.5] R 41.14 15.81 15.38 19.25 10.33
F.A. [6.0]R 17.18 15.41 15.17 10.47 15.74
FAA. [23]R 13.86 13.23 4.16 5.555 6.95
FAA. [45]R 11.76 1.85 6.89 8.92 5.20
F.AAA. [6.0]R 3.33 10.00 1.13 10.29 8.33
F.A.A. :Suelo Franco-arcillo-arenoso
R: Raiz
H: Hojas

[2.3], [4.5], [6.0]: Concentraciones de cobre en ppm

Fuente: Autores del Proyecto.
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Anexo E. Regresion lineal simple paralaabsorcién de cobre en hojas y raizdel a

planta Tithonia diversifolia

CONCENTRACION ABSORBANCIA
0 0
0.1 0.006
0.2 0.009
0.4 0.017

REGRESION LINEAL SIMPLE EXRACCION CON ACIDO

CLORHIDRICO
< 002
O
Z 0,015 1
x
S 0011
7 y = 0,0411x + 0,0008
) * 2
< 0,005 - R®=0,9874
0 ‘
0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5

CONCENTRACION (ppm)

Fuente: Autores del Proyecto.
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Anexo F. Imagenes de las plantas en los suelos franco-arcillo-arenoso y franco-
arenoso alos 45y 90 dias de sembradas

Figura 10. Plantas en el suelo franco-arcillo-arenoso, a los 45 dias de sembradas, a
una concentracion de 4.5 ppm de cobre

Fuente: Autores del Proyecto.

Figura 11. Plantas en el suelo franco-arcillo-arenoso, 45 dias de sembradas a una
concentracion de 6.0 ppm de cobre

Fuente: Autores del Proyecto.
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Figura 12. Planta en el suelo franco-arenoso 45 dias de sembradas a una
concentracion de 6.0 ppm de cobre

Fuente: Autores del Proyecto.

Figura 13. Plantas en el suelo franco-arenoso a los 45 dias de sembradas con una
concentracion de 4.5 ppm de cobre

Fuente: Autores del Proyecto.
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Figura 14. Plantas en el suelo franco-arcillo-arenoso a los 90 dia de sembradas
con una concentracion de 4.5 ppm de cobre

T

XTI AN =
A

Fuente: Autores del Proyecto.

Figura 15. Plantas en el suelo franco-arcillo-arenoso a los 90 dia de sembradas con
una concentracion de 6.0 ppm de cobre

Fuente: Autores del Proyecto.
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Figura 16. Planta en el suelo franco-arenoso 90 dias de sembradas a una
concentracion de 4.5 ppm de cobre

Fuente: Autores del Proyecto.

Figura 17. Planta en el suelo franco-arenoso 90 dias de sembradas a una
concentraciéon de 6.0 ppm de cobre

Fuente: Autores del Proyecto.
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Figura 18. Tipo de raiz que se presentaron en las planta sembradas en el suelo
franco-arenoso

Fuente: Autores del Proyecto.

Figura 19. Tipo de raiz que se presentaron en las plantas sembradas en el suelo
franco-arcillo-arenoso

Fuente: Autores del Proyecto.
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