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	RESUMEN

	Las especies vegetales pueden presentar problemas de toxicidad debido al exceso de sales minerales presentes en el suelo, en especial los micronutrientes, que causan alteraciones en su crecimiento y desarrollo. Las asteráceas, como Bidens pilosa, toleran elevados niveles de metales pesados en comparación con otros grupos taxonómicos, por ese motivo se investigó el efecto del exceso de cobre sobre su crecimiento y como se relaciona con su índice de translocación. Para ello se expusieron las plántulas a diferentes concentraciones de cobre y se evaluó su crecimiento y almacenamiento en hojas y raíces. Fueron tres los tratamientos utilizados (T1: 0 uM, T2: 50 uM y T3: 100 uM) con tres repeticiones por tratamiento y acondicionadas en un sistema hidropónico al cual se agregó el medio nutritivo de Hoagland modificado, diluido a la tercera parte de su concentración normal. Los resultados muestran que cuando las concentraciones de cobre van en aumento, se presentó inhibición en la longitud del tallo y la raíz y también disminución en el peso fresco y peso seco; sin embargo, el número de hojas permanece constante. Además, se observó clorosis y necrosis leve para T2 y T3, y es la raíz el órgano que tiene mayor concentración de cobre en T3. El coeficiente de extracción y el índice de producción relativa disminuyen, pero el índice de Translocación (IT) aumenta según aumenta la concentración del cobre. Se concluye que a mayor concentración de cobre se inhibe el crecimiento de la especie vegetal, pero aumenta IT. 
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	ABSTRACT

	Plant species can present toxicity problems due to the excess of mineral salts present in the soil, especially micronutrients, which cause alterations in their growth and development. Asteraceae, such as Bidens pilosa, tolerate high levels of heavy metals compared to other taxonomic groups, for this reason, the effect of excess copper on their growth and how it relates to their translocation index was investigated. For this, the seedlings were exposed to different concentrations of copper and their growth and storage in leaves and roots were evaluated. Three treatments were used (T1: 0 uM, T2: 50 uM and T3: 100 uM) with three repetitions per treatment and conditioned in a hydroponic system to which the modified Hoagland nutrient medium was added, diluted to a third of its normal concentration. The results show that when the copper concentrations increase, there is inhibition in the length of the stem and root and also a decrease in the fresh weight and dry weight; however, the number of leaves remains constant. In addition, mild chlorosis and necrosis were observed for T2 and T3, and the root is the organ that has the highest concentration of copper in T3. The extraction coefficient and the relative production index decrease, but the Translocation Index (TI) increases as the copper concentration increases. It is concluded that a higher concentration of copper inhibits the growth of the plant species, but increases IT. 

	 

	Key words: Plant growth, Bidens pilosa, copper, toxicity, micronutrient

	 

	RESUMO 

	Espécies vegetais podem apresentar problemas de toxicidade devido ao excesso de sais minerais presentes no solo, principalmente micronutrientes, que causam alterações em seu crescimento e desenvolvimento. Asteraceae, como Bidens pilosa, tolera altos níveis de metais pesados em comparação com outros grupos taxonômicos, por isso foi investigado o efeito do excesso de cobre em seu crescimento e como ele se relaciona com seu índice de translocação. Para isso, as mudas foram expostas a diferentes concentrações de cobre e seu crescimento e armazenamento em folhas e raízes foram avaliados. Foram utilizados três tratamentos (T1: 0 uM, T2: 50 uM e T3: 100 uM) com três repetições por tratamento e condicionados em sistema hidropônico ao qual foi adicionado o meio nutriente Hoagland modificado, diluído a um terço de sua concentração normal. Os resultados mostram que quando as concentrações de cobre aumentam, há inibição no comprimento do caule e raiz e também diminuição na massa fresca e seca; no entanto, o número de folhas permanece constante. Além disso, discreta clorose e necrose foram observadas para T2 e T3, sendo a raiz o órgão que apresenta maior concentração de cobre em T3. O coeficiente de extração e o índice de produção relativa diminuem, mas o Índice de Translocação (IT) aumenta à medida que a concentração de cobre aumenta. Conclui-se que uma maior concentração de cobre inibe o crescimento das espécies vegetais, mas aumenta a TI. 
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	INTRODUCCIÓN 

	La degradación de los recursos naturales causada por los diferentes contaminantes tóxicos orgánicos e inorgánicos presentes en la atmósfera, agua, suelo y subsuelo, procedentes de diversas actividades naturales y antropogénicas es un problema mundial y de actualidad. Así, un recurso natural muy afectado es el suelo, que se puede degradar por sustancias nocivas que se almacenan y posteriormente influyen en el rendimiento de los cultivos; debido, a que se almacenan y causan alteraciones en sus tejidos (1). 

	La captación del metal por las plantas y su posterior acumulación en sus partes comestibles causa un fuerte impacto en la salud humana a través de la cadena alimentaria (2,3). Aparte de los metales con funciones biológicas conocidas (Cd, Cr, Pb, Co, Ag, Se, Hg), o elementos esenciales (Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, Mo, Ni); también, éstos se acumulan en suelos utilizados en la agricultura a través de las fuentes naturales, aguas residuales, abonos de animales, y aplicación de lodos depurados, uso de fertilizantes y agroquímicos, explotación minera, industria metalúrgica, entre otros (4,5,6). Los elementos esenciales también pueden ser peligrosos; porque, ellos son tóxicos a altas concentraciones o ser considerado como un metal pesado con una densidad atómica que supera a los 5 a 6 g cm-3, o si su número atómico es superior a 20 (Cu, Pb, Zn, Ni, Se, As, Cd, Hg, etc.) (7,8). 

	El cobre se encuentra presente en toda materia viva vegetal y animal y distribuida en las aguas y los suelos. Es absorbido como catión divalente (Cu 2+) en suelos aireados o como ion cuproso (Cu+) en suelos pobres en oxígeno o con alto contenido de agua, como los suelos inundados de los manglares. La forma divalente forma quelatos con varios componentes del suelo, lo que se debe evitar ya que pueden aparecer estados de toxicidad (9,10). El cobre es uno de los micronutrientes necesarios para las plantas en muy pequeñas dosis. En el suelo, el rango normal es de 0,05- 0,5 ppm; mientras, que en la mayor parte de los tejidos es de 3-10 ppm (11,12). Este metal juega un papel clave en los procesos metabólicos de las plantas, es un cofactor de varias enzimas implicadas en las reacciones de transferencias de electrones (13), debido a sus diferentes estados de oxidación y su capacidad para aceptar o donar electrones en varios sistemas de enzimas implicados en reacciones redox (14). También, es esencial para el metabolismo de las proteínas, transporte de electrones en la fotosíntesis y respiración, metabolismo de la pared celular, actividad antioxidante, cofactor en la biogénesis del molibdeno, fijación del nitrógeno, percepción de las hormonas y sensible al etileno (15,16), pero, su alta actividad redox, más allá de un máximo de concentración, el cobre es altamente tóxico (17). 

	Debido al incremento en el uso de agroquímicos como pesticidas, bactericidas y fungicidas, los que contienen cobre como componente activo, la toxicidad por cobre en la agricultura es frecuentemente reportado (16,18). El efecto adverso por toxicidad por cobre en la germinación de semillas, proceso de crecimiento y actividad fotosintética (17). También, la alteración del estado hormonal, inhibición celular, captación de minerales e interrupción del metabolismo (14,19). Un bajo contenido de clorofila, y alteraciones en la estructura del cloroplasto y membrana tilacoidal han sido encontrado en hojas de “espinaca”, “arroz” (Oryza sativa L.), Triticum durum y Phaseolus coccineus L. lo cual altera sus condiciones de crecimiento y de las proteínas11 o facilita la fotoinhibición y todo el proceso del metabolismo de las plantas interactuando, por ejemplo, con el fierro no-heme y citocromo b559 (20). 

	Se reporta que existen algunas especies pertenecientes a las asteráceas, que al mismo tiempo que son hiperacumuladoras de cobre, lo son del cobalto; asimismo, toleran altos niveles de metales pesados en comparación con otros grupos taxonómicos (5). Una de ellas es Bidens pilosa L. (Asteraceae) que es una especie herbácea, anual, común en cultivos, rastrojos, potreros, orillas de carreteras y caminos de climas cálidos y templados (21), se encuentra ampliamente distribuida en casi todos los ambientes tropicales del mundo. Según Tashimiro y Seitao (22), la planta tiene de tres a cuatro generaciones por año, con una producción de semillas que varía entre 3.000 y 6.000 aquenios por planta, características que la hacen una planta que pueda ser estudiada en sus características fisiológicas. No se encontró reportes del efecto del cobre en B. pilosa; pero, sí con otro metal pesado, como el plomo. Según Salazar (23) esta planta mostró mayor eficiencia en la extracción de Pb que la internacionalmente reconocida como fitoextractora Brassica juncea. Además, el Pb extraído se acumuló principalmente en la raíz y en el tallo y los valores más elevados de extracción total de Pb por planta se encontraron en los estudios en campo. Otro reporte como el de Avelino (24) señala que B. triplinervia es muy eficaz en la absorción de zinc. 

	Debido a que los metales pesados no pueden ser degradados, estrategias efectivas para reducir su toxicidad, deben ser aplicados en los suelos para que sean removidos. Una estrategia es la fitorremediación que utiliza plantas como agentes bio remediadoras. Estas especies vegetales muestran un patrón tipo de acumulación de metales pesados en las raíces; mientras, que el transporte hacia la parte aérea es restringido, observándose el típico patrón de exclusión. Como los procesos fotosintéticos son especialmente sensibles a la toxicidad de los metales y las raíces parecen capaces de almacenar mayores concentraciones de metales en forma inocua, esta dualidad en los patrones de acumulación es interpretada como un mecanismo importante en la tolerancia de metales pesados en muchas especies (25,26), y que debe ser estudiado primero su capacidad de asimilar los metales pesados, en este caso el cobre. Por lo expuesto, el trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del exceso de cobre como inhibidor del crecimiento de B. pilosa y su relación con el índice de translocación. 

	
MATERIALES Y MÉTODOS 

	Las semillas de B. pilosa fueron recolectadas de los campos de cultivo de la campiña de Moche (Trujillo), ellas fueron aproximadamente 200. La especie se determinó en el Herbarium Truxillensis (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo. 

	La experiencia se inició desinfestando las semillas con hipoclorito de sodio al 2% durante tres minutos; luego, se lavaron tres veces con agua estéril y finalmente se pusieron a germinar en placas Petri, en cuyo interior se arregló papel de filtro Whatman N° 1 humedecido con 30 ml de agua destilada estéril. Después de 10 días, las plántulas se adaptaron al sistema hidropónico; éste consistió en recipientes de plástico de 3 litros de capacidad y una plancha de tecknopor perforada, con hoyos de un centímetro de diámetro, para suspender las plántulas, ayudado con una esponja pequeña, y el sistema fue oxigenado con un aireador (figura 1). Se utilizó la solución nutritiva de Hoagland modificada (soluciones madres de 0.5 M de KNO3, Ca (NO3), MgSO4, NH4H2PO4 y fetrilón al 1%) a la tercera parte de su concentración normal.
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	Figura 1. Sistema hidropónico para el cultivo de plántulas de B. pilosa

	 

	 

	 

	
Se estableció un diseño de estímulo creciente con tres tratamientos y tres repeticiones. Los tratamientos fueron concentraciones ascendentes de cobre en forma de sulfato de cobre (0, 50 y 100 uM). 

	Las plántulas fueron adaptadas en el sistema hidropónico durante 25 días de edad, al final de los cuales se evaluó lo siguiente: 

	 

	Determinación de la biomasa de hojas y raíz

	En una balanza analítica, se determinó el peso fresco de hojas y raíz de 10 plantas, después se llevó a la estufa por 24 horas a 80ºC y se determinó el peso seco de ambos órganos vegetales.

	
Medición de la longitud de raíz y tallo 

	Raíz. Se midió la raíz más larga utilizando una regla milimétrica para cada uno de los tratamientos. 

	Tallo. El tallo medido comprendió desde la zona de diferenciación con la raíz hasta el brote apical. La unidad de medición fue en centímetros, utilizando una regla milimétrica. 

	 

	Número de hojas por planta 

	Contenido de cobre en los órganos vegetales 

	Se analizaron las muestras secas de hojas y raíces expuestas a diferentes concentraciones de los metales en el Laboratorio de Química de la Universidad Nacional de Trujillo. Para la lectura se utilizó el espectrofotómetro de absorción atómica (Perkin-Elmer 373-USA). 

	 

	Coeficiente de extracción (factor de transferencia) 

	El potencial de las plantas para captar el cobre de la solución nutritiva fue medido con el coeficiente de fitoextracción o factor de transferencia (t), para ello se utilizó la siguiente relación: 

	t = total de metal en la planta / 

	metal en solución 

	 

	Índice de producción relativa (RP) 

	Se relaciona la influencia del metal en la variación del peso seco de la raíz (PSr + PSh) y es obtenida de la siguiente manera: 

	Peso seco producido según concentración del metal 

	RP(%)=-------------------------------------- x 100 

	Peso seco producido con el metal ausente 

	 

	Índice de translocación (TI) 

	Es la capacidad de las especies para translocar el cobre de la raíz hacia las hojas. 

	TI = Parte aérea/ 

	(Parte aérea + Parte raíz) x 100 

	 

	Análisis estadísticos 

	Se utilizó el programa IBM Stadistical Package for the Social Science (SPSS) v. 22, para aplicar promedio, desviación estándar, ANAVA y la prueba de Tukey con p <0.05. 

	 

	RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

	La longitud de tallo disminuyó en relación al testigo (4.36 cm); así, a 50 uM es 3.50 cm y a 100 uM es 3.33 cm, igual sucedió con la raíz, que disminuyó en relación al testigo (4.48 cm); así, a 50 uM es 3.57 cm y a 100 uM Cu es 3.24 cm. (Figura 2, Tabla 1).
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	Figura 2. Longitud de las plántulas de B. pilosa después de ser expuestas a las diferentes concentraciones de 0, 50 y 100 uM de cobre.

	 

	 

	El peso de tallo fresco disminuyó en relación al testigo (0.0389 g); así, a 50 uM es 0.0141 g y a 100 uM es 0.0017 g, y el peso de raíz fresco también disminuyó en relación al testigo (0.0118 g); así, a 50 uM es 0.0087 g y a 100 uM Cu es 0.0078 g. (Tabla 1). El peso de tallo seco disminuyó en relación al testigo (0.0034g); así, a 50 uM es 0.0023 g y a 100 uM es 0.0013 g; del mismo modo, el peso de raíz seco disminuyó en relación al testigo (0.0005g); así, a 50 uM es 0.0004 g y a 100 uM es 0.0002 g. (Tabla 1). 

	Para el número de hojas presentes por plántulas, se observó que permaneció constante en los dos tratamientos y control; pero, si hubo una disminución en cuanto al tamaño, además en las mismas se evidenció clorosis y necrosis para los tratamientos de 50 y 100 μM Cu (Tabla 1).

	 

	Tabla 1. Promedio y desviación estándar de las variables de longitud, peso fresco y peso seco de tallo y de raíz respectivamente y número de hojas en plántulas de B. pilosa cuando fueron expuestas a concentraciones de 0, 50, 100 μM de cobre (CuSO4).

	 

	 

	
		
				Tratamientos

				T1(0 uM Cu

				T2(50 uM Cu)

				T3(100 uM Cu)

		

		
				Parámetros Variables

				 
Media

				 
DE

				 
Media %

				 
DE

				 
Media %

				 
DE

		

		
				Longitud tallo (cm)

				4.36

				0.21

				3.56 (18.3)

				0.01

				3.23 (25.9)

				0.14

		

		
				Longitud raíz (cm)

				4.73

				0.32

				3.65 (22.8)

				0.15

				3.13 (33.8)

				0.26

		

		
				Peso tallo fresco (g)

				0.0389

				0.0021

				0.0244(37.2)

				0.0023

				0.0171(56.0)

				0.0039

		

		
				Peso raíz fresco (g)

				0.0127

				0.0005

				0.0099(22.0)

				0.0001

				0.0073(42.5)

				0.0012

		

		
				Peso tallo seco (g)

				0.0034

				0.0003

				0.0023(32.3)

				0.0003

				0.0013(61.7)

				0.0009

		

		
				Peso raíz seco (g)

				0.0005

				0.00008

				0.0004(20)

				0.000005

				0.0002(60)

				0.00004

		

		
				Número hojas

				3.70

				1.39

				3.65

				1.33

				3.72

				1.38

		

	

	 

	 

	El cobre acumulado (mg/g x 102 de muestra seca) en órganos vegetales de B. pilosa fue mayor en la raíz con un valor de 12.39 para T3, a diferencia del tallo que presentó un valor de 3.48 para T3. (Tabla 2). 

	 

	Tabla 2. Cobre acumulado (mg/g x102) en órganos vegetales de B. pilosa expuestas a diferentes concentraciones de cobre (Cu).

	 

	
		
				Tratamiento (µM Cu) Órganos

				T1 0

				T2 50

				T3 100

		

		
				TALLO

				0.18

				0.91

				3.48

		

		
				RAÍZ

				2.31

				7.34

				12.39

		

	

	 

	 

	Los valores obtenidos de las variables evaluadas para tallo, indican que existe una disminución en cuanto a longitud, peso fresco y peso seco, a medida que aumenta la concentración aplicada; sin embargo, la acumulación de cobre aumenta en razón a que las concentraciones de los tratamientos son mayores. 

	Los valores obtenidos de las variables evaluadas para raíz, indican que cuando aumentan las concentraciones de los tratamientos, se observa disminución de la longitud, peso fresco y peso seco; sin embargo, la acumulación va en aumento. 

	Al analizar el desplazamiento del cobre en las plántulas (Tabla 3) encontramos que en el coeficiente de extracción (t) la diferencia es mínima para cada tratamiento, aproximadamente 0.07. Cuando analizamos el índice de producción relativa (RP) es menor para el tratamiento 3 pero es mayor para el índice de translocación (TI).

	 

	Tabla 3. Indicadores sobre el desplazamiento del cobre en B. pilosa.

	 

	
		
				Parámetros Concentraciones (µM)

				 
t

				 
RP (%)

				 
TI (%)

		

		
				T1 (0)

				0.00

				100

				7.228

		

		
				T2 (50)

				0.165

				69.23

				11.030

		

		
				T3 (100)

				0.1587

				38.46

				21.928

		

	

	t: Coeficiente de extracción (factor de transferencia)

	RP: Índice de producción relativa

	TI: Índice de translocación

	 

	De acuerdo a los datos estadísticos, el ANAVA (Tabla 4) para acumulación de cobres en tallos y raíces se observó diferencias significativas con p< 0.05 y según el método HSD de Tukey (Statgraphics Plus 5.1), se encontró diferencias significativas en la distribución de cobre en planta, a nivel de tratamientos (Tabla 5).

	 

	Tabla 4. Análisis de varianza (ANAVA) para la acumulación de cobre en tallo y raíz de B. pilosa al ser expuestas a diferentes tratamientos de cobre (Cu).

	 

	
		
				 
Fuente

				Suma de Cuadrados

				 
GL

				Cuadrado Medio

				 
Cociente F

				 
P Valor

		

		
				EFECTOS PRINCIPALES

				 

				 

				 

				 

				 

		

		
				A: Tratamientos

				5.40735

				2

				2.70368

				18.26

				0.0002

		

		
				B: Tipo de órgano

				6.10518

				1

				6.10518

				41.22

				0.0001

		

		
				INTERACCIONES

				 

				 

				 

				 

				 

		

		
				AB

				1.41786

				2

				0.708931

				4.79

				0.0296

		

		
				RESIDUOS

				1.77713

				12

				0.148094

				 

				 

		

		
				TOTAL (CORREGIDO)

				14.7075

				17

				 

				 

				 

		

	

	 

	 

	Tabla 5. Prueba estadística de Tukey para establecer las diferencias significativas entre los tratamientos con relación al total de cobre (Cu) acumulado por los órganos de plántulas de B. pilosa al ser expuestos a diferentes tratamientos de cobre.

	 

	
		
				Método: 95.0 porcentaje HSD Tukey Tratamientos

				 
Recuento

				 
Media LS

				 
Sigma LS

				Grupos Homogéneos

		

		
				0 μM

				6

				0.248833

				0.157106

				X

		

		
				50 μM

				6

				0.824

				0.157106

				X

		

		
				100 μM

				6

				1.587

				0.157106

				X

		

		
				Contraste

				 

				Diferencias

				+/- Limites

				 

		

		
				0 μM - 100μM

				 

				*-1.33817

				0.59438

				 

		

		
				0 μM - 100 μM

				 

				*-1.33817

				0.59438

				 

		

		
				0 μM - 50 μM

				 

				-0.575167

				0.59438

				 

		

		
				100μM - 50 μM

				 

				*-0.763

				0.59438

				 

		

	

	 

	 

	DISCUSIÓN 

	La inhibición del crecimiento de B. pilosa se presenta cuando se acumula el cobre en los órganos vegetales y ello causa problemas de toxicidad a nivel de raíz y tallo, como también se reporta en Elsholtzia splendens (27) y se observa en las Tablas 1 y 2. Los valores de coeficiente de extracción (t) y RP aumentan hasta 50 µM y decrecen con 100 µM (Tabla 3), pero TI a mayor concentración de cobre, la raíz es capaz de seguir acumulando y trasladando este elemento hacia la parte aérea, lo cual sugiere su capacidad de fitoextracción, según Antoniadis et al., (50) y de hiperacumulador (51).

	 

	En el caso de la raíz, la inhibición del crecimiento se debe a un mecanismo de exclusión, mediante la solubilidad y disponibilidad del metal en el suelo, por la cual la producción en planta se reduce, las hojas y raíces quedan reducidas en su longitud (28, 29) o la captación de otros nutrientes esenciales se ve afectada en las raíces (30) con reducción de la biomasa y la producción del grano según Adress et al., (31). También estimula la formación de raíces laterales (32,33) con participación de las auxinas (14,34), dañando la integridad de la zona de transición de la raíz (35,36) formando ROS (37,38) con un incremento en la actividad de las peroxidasas, lo cual puede disminuir la elongación celular a través de la síntesis de la lignina y reducción de la plasticidad de la pared celular (39). Estas alteraciones fisiológicas en la raíz van alterar el crecimiento del tallo, como inhibición del metabolismo de los brotes y producción de materia seca, según confirma el comentario de Singh et al., (52). 

	 

	La acumulación del cobre en la raíz con translocación al tallo (Tabla 2 y 3) es confirmada por Jie y Zhiting (40) y Thounaojam et al., (41). Un lento incremento en la concentración del cobre que sale del óptimo requerido, causa toxicidad en la mayoría de las plantas (43,44). Aún a 4 mM de cobre inhibe drásticamente la longitud de la raíz en Paspalum distichum y Cynodon dactylon (42). La acumulación en las raíces es debido a que los iones metálicos pueden ser absorbidos por las pectinas de la pared celular (45,46) y que el apoplasto, el cual es un compartimiento dinámico, puede ayudar a ajustar el número y tipo de metal que se une a las pectinas como respuesta al estrés por el metal (47). Entre el 10 y 20% del Cu apoplástico fue reportado por estar reducido en forma de Cu (I) según Cui et al. (46). 

	 

	Debido a que las condiciones hidropónicas no imitan perfectamente el sistema natural porque diluye los exudados de las raíces y modifica el balance de nutrientes y los mecanismos complementarios de absorción /adsorción del Cu en solución (48,49) es que se hace necesario complementar este estudio en condiciones de campo para afirmar sus condiciones de fitoextracción y poder proponerla como una planta remediadora.

	 

	CONCLUSIONES

	El exceso de cobre inhibe el crecimiento de B. pilosa en sus variables longitud del tallo y raíz y sus respectivos pesos frescos y secos.

	La mayor acumulación del metal es en la raíz y el índice de transferencia es elevado a 100 µM. 

	Por las variables evaluadas se considera a esta planta una hiperacumuladora, entonces se deben realizar experiencias de campo para confirmar su actividad remediadora. 
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