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Resumen

El cobre es un elemento esencial pero en concentraciones altas puede llegar a ser toxico para
los organismos. Generalmente, se ha utilizado como fungicida para tratar varias
enfermedades que presentan los cultivos de plantas, sin embargo debido a un uso excesivo,
varios terrenos agricolas tienen altos contenidos del metal en Costa Rica. Este estudio evalta
el potencial de las veinte especies de plantas mas abundantes, que crecen en sitios
contaminados con el metal en dos fincas de Alajuela y Siquirres. Se tomaron muestras de las
plantas y del suelo circundante a las raices y se analizd el contenido total del metal a las
muestras secas. Ninguna de las especies result6 ser hiperacumuladora. El contenido del metal
vario entre 19,0 y 170 mg kg en las plantas, mientras que entre 60,0 a 307 mg kg en el suelo.
Portulaca oleracea fue la especie que obtuvo un BCF mas alto: 2,5 (BCF, siglas en inglés para
factor de bioconcentracién), razén por la que podria ser evaluada para utilizarla en
fitoextraccion.

Abstract

Copper is an essential nutrient that is known to result in toxic damages to organisms. Copper
salts have been utilized as fungicide because of its protective effect against several diseases in
plants, but the repeated use of it has caused contamination of many Costa Rican agricultural
lands. This study evaluated the potential of twenty most abundant species growing on two
contaminated sites in Alajuela and Siquirres. Plants and associated soil samples were
collected and analyzed for total metal concentrations using flame atomic adsorption
technique. None of the species was identified as hyperaccumulator. Plant total Cu
concentration varied from 19,0 to 170 mg kg and in the soil ranged from 60,0 to 307 mg kg'.
Among the plants, Portulaca oleracea had the higher bioconcentration factor (BCF): 2,5. This
specie could be suitable for phytoextracting of sites contaminated with copper.

Palabras clave: fitoextraccion, metales pesados, cobre, Portulaca oleracea, cultivos,
hiperacumuladora.
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I. INTRODUCCION

Las altas concentraciones de metales en los suelos pueden llegar a ser fitotdxicas,
interfiriendo en el crecimiento de las plantas y en el recubrimiento de los suelos. De esta forma, los
suelos quedan mas expuestos a la erosion del viento y las hojas de las plantas contaminadas se
trasladan a otros suelos y cuerpos de agua, propagando la contaminacion. En tales situaciones, la
meta inmediata consiste en minimizar la difusion de la contaminacion y la erosion, estabilizando la
capa vegetativa que los cubre.

La composicion de las poblaciones de un ecosistema también se altera debido a la
contaminacion por metales pesados, ya que cada especie responde de diferente manera a las
concentraciones de contaminantes. En general, desaparecen muchas especies, conduciendo a que
predominen aquellas que son resistentes a los agentes contaminantes [1].

La variabilidad de respuestas de los organismos dificulta la explicacién de los mecanismos
para los efectos observados y la determinacion de concentraciones letales o subletales de los
metales pesados. A pesar de estas circunstancias, se han determinado los valores limites de
concentracion letal para el cadmio, cromo, cobalto, cobre, mercurio, niquel, plomo y zinc, para
varias clases de organismos marinos como peces, crustaceos, moluscos, equinodermos, insectos y
plantas, entre otros [2].

Por ejemplo, el cobre es un micronutriente esencial para la mayoria de los organismos, ya
que es constituyente de muchas metaloenzimas y de otras proteinas implicadas en los procesos de
transporte de electrones y en otras reacciones de 6xido-reduccion. Los requerimientos del cobre
por parte de los microorganismos por lo general se satisfacen con concentraciones muy bajas del
metal, pero cuando este elemento se encuentra en su forma idnica libre (Cu?) y en concentraciones
altas, es toxico para las células microbianas, asi como para ciertas algas, hongos e incluso animales.
En el caso de plantas, a un &mbito de 20-30 mg kg dentro de los tejidos, comienzan a observarse
sintomas de toxicidad, particularmente en las raices [3]. La transmision del cobre al hombre puede
resultar del consumo de plantas contaminadas o indirectamente del consumo de la leche o de la
carne de animales que hayan consumido dichas especies. Este metal se relaciona con varias
enfermedades. Por ejemplo, puede estar involucrado en el dafio neuronal por oxidacién, en la
enfermedad de Alzheimer y en la precipitacion de la proteina 3-amiloide, ademas de participar en
otras enfermedades neurodegenerativas [4].

Costa Rica se ha caracterizado por velar por el ambiente mediante la preservacion y el buen
uso de sus recursos naturales, manteniendo cerca de un 25.1 % de su territorio como Parques
Nacionales y Reservas [5]. Sin embargo, no ha sido hasta recientemente que el pais se ha
preocupado por la utilizacion de tecnologias limpias, el tratamiento adecuado de los desechos y en
la limpieza de nuestro ambiente. Son muchos los residuos, que a lo largo de los afios, se han
acumulando debido a las actividades industriales y agricolas que se realizaron o aun ahora se
realizan.

Las contaminaciones persistentes en forma de metales pesados y de plaguicidas en el
ambiente costarricense han sido provocadas en su mayoria por la extraccion de oro, por algunas
industrias como las tenerias y la agricultura. La actividad agricola de Costa Rica ha sido una fuente
de ingresos muy importante, principalmente por las plantaciones de banano y café, pero por otro
lado las malas practicas en el uso de agroquimicos han provocado contaminaciones serias. Por
ejemplo, durante mas de 20 afos, a partir del afo 1930, las plantaciones bananeras fueron
sometidas a tratamientos con el fungicida “Caldo Bordolés” (2,5 kg de sulfato de cobre Il y 2,5 kg
de carbonato de calcio) a razén de 20-30 aplicaciones por afio de 5 kg de cobre/ha/aplicacion [6].
Inclusive hoy en dia, hay varios productos aceptados por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia
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(MAG), que son con base en cobre (Plaguicidas compuestos con base en cobre y
pentacloronitrobenceno, Norma RTCR-238:1924) y se utilizan comtinmente para gran variedad de
cultivos. Lamentablemente estas actividades lo que ocasionan es el deterioro de terrenos de un alto
potencial agricola.

Andlisis de suelos en varios sitios del Pacifico Sur del pais indicaron contenidos de cobre en
la capa arable de hasta de 2000 mg kg [6] y en otro estudio realizado por Pérez y Bornemisza [7],
se determino que la concentracidon del metal en la misma region oscil6 entre 662 y 718 mg kg'. Por
otro lado, en suelos de origen volcanico procedentes de plantaciones de café del Valle Central,
Turrialba y Coto Brus, se encontraron niveles del metal de hasta 94 mg kg [8, 9].

Los valores promedio de cobre en los suelos naturales, a nivel mundial, se encuentran en el
ambito de 13 a 24 mg kg, mientras que en suelos contaminados por el metal se han reportado
valores de hasta 4622 mg kg, en sitios cercanos a fundiciones [10].

En muchos sitios contaminados con metales, se ha visto la aparicién de especies vegetales
que se vuelven tolerantes a los elementos, y que incluso son capaces de almacenarlos en su
biomasa. Tales plantas, denominadas acumuladoras o hiperacumuladoras, dependiendo de la
cantidad del metal que acumulen, se pueden utilizar para limpiar terrenos contaminados. La
tecnologia que utiliza estas especies es conocida como fitorremediaciéon o en forma mas general
biorremediacion.

Teniendo en cuenta la realidad costarricense, se analizd el contenido de cobre tanto en
plantas silvestres como en el suelo de terrenos que han sido sometidos a tratamientos con
agroquimicos con base en cobre durante mas de cincuenta afios, con el fin de valorar si existen
plantas con potencial para ser utilizadas en biorremediacion.

II. MATERIALES Y METODOS

Muestreo.

El estudio se realizé durante el mes de julio en dos zonas del pais: en una plantacién de café
en Carrizal (Alajuela) y en un bananal en Gudpiles (Limon), situados a una altura de 309 m
10°21,59'N, 84°12,04'0O y a 311 m 10°12,08'N, 83°47,29°0, respectivamente.

Muestras de suelo y plantas se recolectaron y se pusieron cada una en bolsas de plastico
para ser transportadas al laboratorio. El suelo se muestre6 de 0 a 10 cm de profundidad y
correspondio a la rizosfera de las plantas. Las especies vegetales mas abundantes, que crecian en
forma silvestre, se recolectaron al azar.

Especimenes de herbario de todas las plantas se obtuvieron y fueron identificadas por el Sr.
Luis Diego Vargas del Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio).

Preparacion de las muestras
Las muestras de suelo se secaron en una estufa a 130°C durante tres dias, se molieron, y
tamizaron. Las plantas se lavaron, liofilizaron, molieron, tamizaron y homogenizaron.

Digestion de las muestras de suelo y especies vegetales.

Toda la cristaleria se lavé empleando jabon liquido y agua de cafieria, luego se enjuagd tres
veces con agua destilada y se colocé en un bano al 20% de 4cido nitrico (calidad para analisis)
durante veintidds dias. Después, la cristaleria se enjuago tres veces con agua destilada y recibi6 un
enjuague final con agua desionizada. La cristaleria limpia se secé a temperatura ambiente.

Se tomaron muestras homogéneas de aproximadamente 200,0 mg y se digirieron en balones
de 25,00 mL, empleando entre 4,0 y 9,0 mL de una mezcla 1:1 de acido nitrico para analisis (69%-
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71%) y acido percldrico concentrado. Las muestras se digirieron entre cuarenta y noventa horas,
hasta que quedaron completamente transparentes. Luego se dejaron enfriar y se aforaron con agua
desionizada, se filtraron cuantitativamente en papel Whatman N°40 y se midieron en el
espectrometro de AA.

Analisis por absorcion atomica.

La técnica de andlisis empleada para medir las concentraciones de cobre en las muestras
vegetales y de suelo, fue la de absorcion atdmica de llama (AA). Para esto se utilizé una curva de
calibracién con siete patrones en un ambito de concentraciones entre 0,00 y 10,00 mg L de cobre.
La disolucién madre empleada para elaborar todos los patrones, se prepard a partir de un
TITRISOL® de cobre marca Merck. Se obtuvieron valores de 0,09 mg Ly 0,3 mg L1, para los
limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC), respectivamente.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA), utilizando el
programa de Excel de Microsoft.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad de cobre en los suelos varia de acuerdo a su tipo y al uso que se le haya dado a
la tierra. Por esta razdn el suelo analizado en este estudio se compara con suelos de uso agricola.

Todas las muestras presentaron cantidades de cobre en un ambito de 60,0 a 307 mg kg 7, el
cual corresponde a valores mucho mas altos que los valores promedio reportados para otros paises
como los europeos (Cuadros I y II). Por ejemplo, un valor de 13,4 mg kg y otro de 57,5 se reportan
como los datos extremos para Bélgica e Italia, respectivamente [11]. Estas cifras corresponden a un
estudio que incluy¢ a otros paises como Austria, Francia, Inglaterra, Alemania, Holanda, Noruega,
Finlandia y Suecia. Los valores mas altos de este estudio se justificaron por las caracteristicas
geoldgicas de los suelos italianos, los cuales pertenecen a diferentes tipos de origen volcanico. Sin
embargo, existen otras mediciones como las realizadas en suelos vinicolas del mismo pais, que han
sido expuestos por muchos anos a fungicidas con base en cobre, donde se reportan cantidades de
hasta 183 mg kg! del metal [12]. También, en una zona mediterrdnea francesa, se observaron
valores en los ambitos de 31 a 250 y 32 a 184 mg kg™ en el suelo de plantaciones de viiiedos donde
se han utilizado compuestos de cobre para controlar plagas [13, 14]. La zona noroeste espafiola
utilizada para vifiedos asi como plantaciones de aguacate en Australia, tampoco han sido la
excepcion en cuanto a presentar niveles de mas de 100 mg kg y 280-340 mg kg, respectivamente
[15, 16]. El hecho de que los suelos recolectados para este estudio han sido expuestos a fungicidas
con base en cobre, justifica los valores encontrados.

Los resultados obtenidos de las especies vegetales recolectadas revelaron que contenian
cantidades de cobre por encima del valor promedio que han reportado diferentes autores. Por
ejemplo en un estudio realizado en follajes de diferentes zonas de Costa Rica, incluyendo las
regiones de nuestro estudio, se encontré un promedio de 3,38 mg kg del metal [17]. Por otro lado
en otro estudio realizado en la Peninsula de Santa Elena (Guanacaste, Costa Rica), se encontré que
las especies presentes contenian valores entre 1,6 y 25,0 mg kg [18]. Estos valores estan dentro del
ambito de datos que se ha reportado en sitios no contaminados alrededor del mundo y los cuales
varian de 1 a 33,1 mg kg'. Sin embargo, cuando las plantas se encuentran en sitios contaminados se
han reportado valores de hasta 2 854 mg kg [19].

En este estudio, un total de 20 plantas sin signos de toxicidad se recolectd en plantaciones
de banano y de café. Las concentraciones de cobre en las especies provenientes del bananal, quince
en total, mostraron una concentracion promedio de cobre (56,9 mg kg') mayor que las del cafetal
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(34,0 mg kg1), aunque la mayor cantidad promedio de cobre en el suelo se encontraba en el cafetal.
De todas las plantas, la que mas cantidad del metal acumuld en su biomasa fue Melampodium
divaricatum con 170 mg kg, y fue recolectada en el cafetal. Posterior a ella, otras seis especies
recolectadas en el bananal presentaron valores superiores a 100 mg kg': Eleutheranthea ruderalis
(167 mg kg™), Portulaca oleracea (147 mg kg), Elephantopus spicatus (146 mg kg'), Commelina erecta
(141 mg kg), Momordica charantia (138 mg kg') y Phillodendron sp. (115 mg kg™). Sin embargo,
ninguna de las plantas acumuld una cantidad mayor de 1000 mg kg™, criterio que se considera para
clasificar a una planta como hiperacumuladora de cobre [20].

Cuadro 1. Contenido de cobre en plantas y suelo recolectados en la Finca Probana, Limén.

Familia Especie CCMS & Cve CCS« C.V? | CFE4
(mg kg1) (%) (mg kg?) | (%)

Araceae Phillodendron sp 115 4,3 115 2,5 1,0
Asteliaceae Cordyline terminalis 45,0 10 115 4,9 0,39
Asteraceae Elephantopus spicatus 146 10 254 9,8 0,57
Eleutheranthea ruderalis 167 6,0 303 3,9 0,55
Mikania guaco 99,0 10 224 6,3 0,44
Neurolaena lobata 77,0 8,2 117 7,1 0,66
Campanulaceae Hippobroma longiflora 33,0 6,7 101 4,2 0,33
Cecropiaceae Cecropia insignis 39,0 5,8 118 8,5 0,33

Commelinaceae Commelina erecta 141 0,8 - - -
Cucurbitaceae Momordica charantia 138 8,0 224 1,9 0,62
Euphorbiaceae Chamaesyce hyssopifolia 69,0 9,8 85,0 3,5 0,81
Melastomataceae Clidemia petiolaris 33,0 5,4 120 10 0,28
Piperaceae Piper auritum 47,0 0,9 149 8,1 0,31
Portulacaceae Portulaca oleracea 147 8,5 60,0 1,5 2,5
Urticaceae Laportea aestuans 78,0 6,3 124 7,0 0,62

a: Contenido de cobre en materia seca; b: Coeficiente de variacién; c¢: Contenido de cobre en suelo seco
d: Coeficiente de fitoextraccidn. Se calcula dividiendo el CCMS entre el CCS.

Cuadro 2. Contenido de cobre en plantas y muestras de suelos colectados en un cafetal en Carrizal de

Alajuela.
Familia Especie CCMS CVa CCS C.Va | CFE
(mg kg1) (%) (mg kg?) | (%)
Asteraceae Acmella radicans 19,0 6,9 307 3,9 0,06
Ageratum conizoides 49,0 10 307 3,9 0,16
Galinsoga quadriradrata 96,0 4,3 307 3,9 0,31
Melampodium 170 5,0 307 3,9 0,55
divaricatum
Sonchus oleracea 57,0 6,1 307 3,9 0,19

a: Coeficiente de variacion.

De los datos obtenidos no es posible decidir si las plantas con mayores cantidades del metal
en su biomasa, pueden ser utilizadas para la limpieza de sitios contaminados. Sin embargo, los
valores confirman que esas plantas tienen la habilidad de tolerar y acumular metales.

La habilidad de una planta para acumular metales de suelos se puede estimar utilizando el
coeficiente de bioconcentraciéon (BCF, bioconcentration factor). Este coeficiente se define como la
relacion de la concentracion del metal en la planta con respecto al suelo y un valor superior a 1
implica que es factible utilizar la especie en fitoextraccion [21].
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En este estudio, Portulaca oleracea fue la especie que obtuvo un BCF mas alto: 2,5. Este valor
corresponde, aproximadamente, a un tercio del reportado para la mostaza india (Brassica juncea,
7,0) [22]. Esta ultima, es una productora de gran biomasa y posee la capacidad de hiperacumular
varios metales, entre los que se encuentran muchos de alta relevancia ambiental tales como el
plomo, el cromo y el cadmio. Al reunir estas cualidades, esta especie ha sido estudiada por muchos
investigadores, lo que la constituye en una especie de referencia en los estudios de fitoextraccion:
se utiliz para limpiar con éxito un sitio contaminado con plomo y cadmio en Polonia [23] y puede
ser utilizada en rizofiltracidon para remediar aguas superficiales y subterraneas [24].

No es posible comparar con base en valores de BCF, el estudio realizado en esta
investigaciéon con los del mundo (Cuadro III).
Desafortunadamente no se tienen los valores de BCF de dichas especies. Sin embargo, es evidente
que no en todos los sitios se tiene la suerte de encontrar especies hiperacumuladoras.

realizados en otros sitios alrededor

Cuadro 3. Contenido de cobre en plantas estudiadas en sitios contaminados con el metal alrededor del

mundo.
Ambito de concentracién del metal .
Referencia
Lugar/pais Especie Familia (mg kg)
biomasa suelo
Cataluna. | Hirschfeldia incana Cruciferae 97-355 30-18 500 [25]
Espana. Sedum sediforme Grassulaceae 406-639
Yunnan. Rumex hastatus Polygonaceae 33 (raices), 67-4 125 [19]
Reptblica 42 (tallos)
Popular de 45 (hojas)
China. Polygonum Polygonaceae 491 (raices) 181-6 713
microcephalum 110 (tallos)
133 (hojas)
Rio Agrio. | Helianthus annuus Asteraceae 63 1550 [26]
Espana. Sorghum bicolor Poaceae 7,5
Rio Yangtze. | Elsholtzia haichowensis | Lamiaceae 154 301-14 625 [27]
Reptblica | Commelina communis Commelinaceae 512
Popular de | Rumex acetosa Polygonaceae 596
China.
Chipre Acacia retinoides Fabaceae 1900 1400 - 4000 [28]
Eucalyptus torquata Myrtaceae 2100 1400-83600
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