Efectos del Cu en la absorcion de nutrientes en una especie vegetal procedente de suelos
mineros

TRIGUEROS VERA, D.!, MINGORANCE ALVAREZ, M. D.!, VALDES CASTRILLON,
B.2, ROSSINI OLIVA, S.

'Instituto Andaluz de Ciencias de la Tierra (CSIC-UGR), Profesor Albareda 1, 18008, Granada (Espafia),
daniel.trigueros@eez.csic.es
’Departmento de Biologia Vegetal y Ecologia, Universidad de Sevilla, Av. Reina Mercedes s/n, 41012, Sevilla
(Espaiia).

Resumen

La intensa explotacion de los recursos naturales acontecida a partir de la mitad del siglo
pasado ha propiciado una degradacion ambiental progresiva. En el caso de las explotaciones
mineras se generan grandes areas en las que los suelos ven reducida, o incluso mermada, su
fertilidad. En el area minera de Riotinto se aprecian vastas areas con suelos que presentan un
bajo contenido en nutrientes, pH 4acido, baja capacidad de intercambio catidnico y un
enriquecimiento en metales, entre los que cabe destacar el Cu. A pesar de la existencia de
unas condiciones edaficas desfavorables, diversas especies vegetales han conseguido
establecerse en la zona evitando de este modo parte de la erosion y degradacion del suelo.
Entre estas especies cabe destacar Erica australis y Erica andevalensis. Para estudiar el efecto
que los niveles de Cu disponible pueden tener sobre la nutricion mineral y el crecimiento de
esta especie, plantulas de E. australis fueron cultivadas en solucion nutritiva y expuestas a
diferentes concentraciones de Cu (50, 100 y 200 pM) bajo condiciones controladas. La
respuesta a los diferentes niveles de Cu fue medida determinando la absorcion de macro- y
micro- nutrientes en las diferentes partes vegetales, el contenido hidrico relativo de la parte
area y de la raiz y la variacion de biomasa fresca. El aumento de Cu en la solucion nutritiva
induce una disminucion de la biomasa y del contenido hidrico y favorece la absorcion de la
mayoria de los nutrientes.
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1. Introduccion

El 4rea minera de Riotinto (Faja Piritica Ibérica, SO de Espaiia), ha sido objeto de una
intensa actividad minera desde época de los Tartessos, alcanzdndose su maximo apogeo a
finales del s. XIX (TORNOS, 2008). Una explotacion minera de tan dilatada historia ha
generado millones de toneladas de escombros y residuos mineros, que acidifican y enriquecen
el suelo de la zona en metales dificultando el establecimiento de la biota. Ademas, estos
suelos presentan una serie de atributos que los caracterizan como suelos de baja fertilidad. A
pesar de dichas caracteristicas edaficas, diversas especies vegetales han sido capaces de
establecerse en los suelos de la zona constituyendo poblaciones estables.

El establecimiento de comunidades vegetales constituye el eje central de cualquier plan
de restauracion de terrenos degradados (HOBBS & NORTON 1996). Las comunidades
vegetales pioneras juegan un papel muy importante en la recuperacion de suelos mineros
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degradados, mejorando algunas de las caracteristicas fisico-quimicas y nutritivas del suelo y
facilitando el establecimiento de otras especies vegetales (FREITAS ET AL., 2004). Entre las
especies que han colonizado de forma espontanea los suelos mineros de la Faja Piritica se
encuentran Erica australis, E. andevalensis, Nerium oleander, Ulex eriocladus y varias
especies del género Cistus (TRIGUEROS VERA ET AL., 2010). Todas estas plantas son
capaces de sobrevivir en suelos con escasa fertilidad y condiciones hostiles, como la elevada
concentracion de elementos potencialmente toxicos y la presencia de ciertos micronutrientes
en concentraciones superiores a las consideradas 6ptimas para el desarrollo vegetal.

Los metales, esenciales o no, son toxicos para las plantas cuando estdn presentes en
concentraciones elevadas (TURNER, 1994). Este es el caso del Cu, metal esencial para las
plantas que interviene en varios procesos fisiologicos importantes, como la fotosintesis y la
respiracion, pero que en exceso puede ser fitotoxico por la formacion de especies reactivas de
oxigeno, que danan las células, o por la inactivacion de proteinas (MARSCHNER, 1995;
YRUELA, 2009). En los suelos del area de Riotinto se encuentra en concentraciones de hasta
410 mg Cu total/kg. Estos valores pueden ser considerados como contaminantes de acuerdo a
diversas normativas (BOWEN, 1979; VAN DEN BERG ET AL., 1993), pudiendo alterar el
estado nutritivo y fisiologico de las plantas que crecen en la zona.

Erica australis L. (Ericaceae) es una especie perenne dominante de los matorrales
occidentales de la Peninsula Ibérica con una amplia distribucion en la zona de Riotinto. Se
trata de una especie rebrotadora facultativa que coloniza areas abandonadas formando densos
matorrales de un estado sucesional temprano o intermedio (CRUZ ET AL., 2003). Aunque
existen referencias de poblaciones monoespecificas en la Faja Piritica Ibérica, en Riotinto es
frecuente encontrarla asociada a E. andevalensis formando comunidades de tipo Ericetum
australi-andevalensis (RIVAS-MARTINEZ ET AL., 2001). Si bien, las dos especies se
encuentran ampliamente representadas en la zona de Riotinto, E. australis es capaz de
colonizar un mayor numero de hébitats. Para investigar la potencialidad de E. australis como
agente estabilizador y remediador de los suelos de Riotinto, se han estudiado los efectos que
puede tener un exceso de Cu en el medio de cultivo. Por la dificultad que supone el estudio in
situ del comportamiento de E. australis frente a diferentes concentraciones de Cu se
realizaron ensayos bajo condiciones controladas, permitiendo el control de un mayor numero
de variables que puedan influir en la respuesta de la planta.

2. Objetivo

El presente trabajo tiene como objetivo el estudio del efecto del Cu sobre la nutricion de
E. australis bajo condiciones controladas. El efecto del Cu se evalu6 determinando la
biomasa, el contenido hidrico y la cantidad de nutrientes acumulados en los diferentes
organos vegetales.

3. Metodologia
3.1. Obtencion de plantulas

Se recogieron capsulas maduras de E. australis en Junio de 2008 de una poblacion de la
zona minera de Riotinto, localizada en las orillas del rio Tinto, en un tramo préoximo a su

nacimiento. Las semillas fueron tratadas de acuerdo a TRIGUEROS VERA ET AL. (2010) y
se germinaron previo tratamiento por choque térmico.
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Las plantulas obtenidas fueron cultivadas durante tres meses en solucion nutritiva (pH
4) conteniendo (en mM): NOs', 4; H,POy4, 1; SO42', 2,5; K7, 4; Ca2+, 2; Mg2+, 1. Los
micronutrientes se suministraron como se describe en la formula de Long Ashton (Hewitt
1966) y el hierro fue suministrado como 4 mg/L Fe-EDDHA. Tanto el cultivo de plantulas
como los ensayos se realizaron en camara de cultivo con ciclo de 16 h de luz (23 °C)/ 8 h de
oscuridad (18 °C) y una iluminacién de 160 pmol/m’s. La solucién nutritiva se mantuvo
oxigenada durante la duracion de los ensayos mediante una bomba de acuario.

3.2. Cultivo de Erica australis en solucion de Cu

Para realizar los diferentes ensayos se prepararon soluciones nutritivas con niveles de
Cu (CuSOQy4) de 50, 100 y 200 uM. Estos valores se corresponden con los valores de Cu
disponible en los suelos de Riotinto, estimados como fraccion extraida con EDTA, que se
encuentran entre 2 y 52 mg/kg. Se utilizaron 8 plantas crecidas segtn el apartado anterior para
cada nivel de Cu. Se usaron tres plantas para realizar el seguimiento de la biomasa y para
determinar el contenido hidrico y otras para el analisis de nutrientes.

La respuesta de las plantas tratadas se compar6 con el control, constituido por plantas
crecidas en solucion nutritiva (1 uM Cu). Los ensayos se realizaron bajo las mismas
condiciones descritas anteriormente. La solucidon nutritiva se reemplazé cada 10 dias durante
los 30 dias de duraciéon del ensayo. Al final del experimento se cosecharon las plantas y se
separaron hojas, tallos y raices. Estas ultimas se lavaron con agua destilada.

3.3 Parametros de crecimiento y nutrientes

Se determino el peso fresco (Pf) de las plantas al principio, cada 10 dias y al final del
experimento para establecer la variacion de la biomasa a lo largo del tiempo.

Se determino el contenido hidrico (CH) de la parte aérea y de las raices expresado como
(P{=Ps)/Ps (Ps, peso seco) al final del ensayo.

El material vegetal se seco a 60 °C durante 48 h, se molid y se sometio a digestion con
HNO; + H,0, asistida por microondas (MarsXpress, CEM). Posteriormente se analizé el Cu 'y
los macro- y micro-nutrientes por [CP-OES (Thermo ICAP 6000SERIES)

3.4. Tratamiento estadistico de los datos

Se contrastd la normalidad de los datos (test de Shapiro-Wilks) y la homogeneidad de
varianzas (test de Levene). En el caso de no cumplirse estas premisas se procedio a la
transformacion de los datos o se utilizo el tests no paramétricos de la U de Mann-Whitney. La
relacion entre la acumulacion de Cu y los otros nutrientes en los diferentes 6rganos vegetales
fue analizada usando el coeficiente de correlacion de Pearson. Ademas, se estudio la relacion
entre el nivel de exposicion a Cu y la acumulacion de Cu en hojas, tallos y raices, y la
relacién entre la biomasa y el tiempo de exposicion mediante analisis de regresion. La
significacion que se eligid en todas las pruebas para aceptar la hipdtesis nula fue de 0.05. El
tratamiento estadistico de los resultados se llevo a cabo con el paquete estadistico SPSS 15.0
(SPSS Inc.).
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4. Resultados
4.1. Efecto del Cu en los parametros de crecimiento de la planta

La variacion del Pf a lo largo del ensayo (Fig. 1) mostré que la biomasa alcanzada a los
30 dias de ensayo se reduce significativamente con el aumento de la exposicion a Cu. Dichos
efectos comienzan a ser evidentes a un nivel de 100 uM Cu, que se corresponde con unos
niveles de Cu en hojas, tallos y raices de 25, 28 y 804 mg/kg, respectivamente. A
concentraciones de Cu en el medio de 100 y 200 uM las plantas presentaron unos valores de
Pf al final del ensayo menores que los iniciales. El estudio de la evolucion de la biomasa a lo
largo del tiempo mostré que solo se produce un aumento significativo en la biomasa en los
diez dias trascurridos entre pesada y pesada en las plantas control (R* = 0,979; y = 98*¢™ ">
y en las expuestas a 50 uM de Cu (R” = 0,753; y = 99+1,24*t).

Concentracion de Cu
{microM)

-=-=-100

Variacion de biomasa

Dia de ensayo

Figura 1. Variacion de la biomasa (media + desviacion tipica) en las plantas de Erica australis expuestas a 1 (Control), 50,
100y 200 uM de Cu..

Los contenidos hidricos de la parte aérea y de las raices fueron significativamente
afectados por la exposicion a Cu. En la figura 2 se observa que la exposiciébn a una
concentracion de Cu de 50 uM produjo una reduccion significativa del CH de la parte aérea (p
= 0,029) y de las raices (p = 0,029) al compararse con el control. Al aumentar el nivel de
exposicion a Cu (100 y 200 uM) se observéd una reduccion (p < 0,050) del CH de la parte
aérea mas acusada. No se apreciaron diferencias significativas (p > 0,050) entre los
contenidos hidricos de las plantas expuestas a 100 y 200 uM de Cu.
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Concentracion de Cu (pM)

Figura 2. Contenido hidrico (CH) determinado en plantas de Erica australis sometidas a 1 (Control), 50, 100y 200 uM de
Cu. Los valores indican la media + desviacion tipica. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores de
CH de la parte aérea (minusculas) y de las raices (mayusculas).

4.2. Acumulacion de Cu en hojas, tallos y raices

La mayor acumulacion de Cu se produjo fundamentalmente en las raices (Tabla 1) y tan
so0lo un pequefio porcentaje fue transportado a la parte aérea. En ésta, el tallo acumuld la
mayor cantidad de Cu, aunque sigue siendo unas 20 veces inferior a la encontrada en raices.
Por lo tanto, el patron de acumulacion de Cu fue raices > tallos > hojas.

Tabla 1. Concentraciones de Cu (mg/kg) determinadas en hoja, tallo y raiz de Erica australis expuestas a los diferentes
niveles de Cu. Los valores indican la media + desviacion tipica. Coeficientes de regresion (a, b) + error tipico.

Concentracion de Cu anadida (uM) Regresion exponencial
1 (Control) 50 100 200 R? a b
Hoja 45+13 25+5 59+18 50 £ 30 0,913  5,0+0,8 0,026 0,003
Tallo 4,0+0,1 28+6 200 £ 100 170 £ 120 0,954 4,0+0,7 0,037+ 0,003
Raiz 23+4 800200 3700+300 6000+ 1400 0,943 30+ 8 0,052 + 0,004

La cantidad de Cu encontrada (y) en los tres organos aumentd exponencialmente
(y:a*ebx) a medida que aumentaba el nivel de exposicion a Cu (x) entre 1 y 100 uM (tabla 1).

4.3. Efecto del Cu en la nutricion mineral

La acumulacion de Cu en los distintos organos vegetales influy6 en la absorcion de
macro- y micro- nutrientes. Se puede observar (tabla 2) que un aumento en el contenido de Cu
en las hojas produjo una mayor acumulacion de todos los macro- y micro- nutrientes, con la
excepcion del P y B. En el tallo, sin embargo, la cantidad de Cu so6lo estaba relacionada
positivamente con S y Zn. En la raiz, las cantidades de todos los macro- y micro- nutrientes se
encontraron relacionadas positivamente con el nivel de Cu en dicho érgano, observandose un
efecto antagonista entre la acumulacion de Cu y la de K.
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Tabla 2. Valores del coeficiente de Pearson (p < 0,05) para las relaciones entre la concentracion de Cu en los diferentes
organos vegetales y las concentraciones de macro- y micro- nutrientes (n > 16).

MACRONUTRIENTES MICRONUTRIENTES
P K S Mg Ca Fe Mn B Zn
(%) (%) (%) (%) (%) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
HOJA - 0,607 0,751 0,643 0,696 0,484 0,641 - 0,550
TALLO  ---- - 0,848  ---- - - - -—-- 0,605

RAIZ 0,960 -0,558 0,889 0,591 0,577 0,982 0,843 0,939 0,809

5. Discusion

Para la mayoria de las especies, los valores de Cu considerados tdxicos en hojas se
encuentran entre 20 y 30 mg/kg (ROBSON & REUTER, 1981; KABATA-PENDIAS, 2001).
En nuestro estudio, las plantas tratadas con 100 y 200 uM Cu presentaron unos niveles
superiores a este rango (Tabla 1).

Aunque el contenido de Cu en hojas de especies metalofitas puede llegar hasta valores
de 1000 mg/kg (MARSCHNER, 1995), KRUCKEBERG & WU (1992) observaron que
concentraciones de Cu por encima de los 60 uM inhiben significativamente el crecimiento
vegetal en especies de suelos contaminados con Cu. Los elevados niveles de Cu encontrados
en las hojas de E. australis pueden ser los responsable de la marcada reduccidon de biomasa y
de contenido hidrico observada en las plantas tratadas con 100 y 200 uM de Cu. En las
plantas expuestas a 50 uM Cu se observa una menor reduccion del CH de la parte aérea y del
crecimiento que podria estar relacionada con los valores de Cu en dichos tejidos, que se
encuentran en el umbral de toxicidad por Cu (KABATA-PENDIAS, 2001).

En suelos alterados por la mineria del Cu, las especies vegetales colonizadoras exportan
poco Cu a la parte aérea, acumulando la mayoria en las raices (POSCHENRIEDER ET AL.,
2001). De este Cu, hasta un 60 % podria estar unido a las paredes celulares y a la interfase
pared celular-membrana plasméatica (IWASAKI ET AL., 1990). De este modo, las plantas
evitan la acumulacion de Cu en hojas, donde este metal produce mayor toxicidad puesto que
interfiere con la fotosintesis. Asi, muchas de las plantas colonizadoras de suelos mineros
siguen esta estrategia, basada en la exclusion, para hacer frente a unos elevados niveles de Cu
disponible (KRUCKEBERG & WU, 1992; POSCHENRIEDER ET AL., 2001), al igual que
ocurre con E. australis en nuestro estudio. ROSSINI OLIVA ET AL. (2010) observd un
patron de acumulacion de Cu parecido en E. andevalensis al crecer plantulas en
concentraciones crecientes de Cu. Sin embargo, esta estrategia es eficaz hasta cierto nivel de
exposicion, ya que existe una concentracion umbral (entre 100 y 200 uM en nuestros
experimentos) a partir de la cual el exceso de Cu parece producir la muerte de las raices por
sus efectos toxicos sobre las membranas celulares, destruyendo los mecanismos de exclusion.

Diferentes estudios han demostrado que en determinadas concentraciones, algunos
elementos interfieren en la acumulacion de otros elementos (FRITIOFF & GREGER, 2006).
Algunos cationes, por su similitud con otros elementos, pueden entrar en las plantas
compitiendo por la ruta de entrada de nutrientes. Una vez dentro, los metales de transicion
pueden competir con los cationes esenciales por los sitios de union especifica, desplazandolos
y originando una importante accion toxica (YRUELA, 2009). También se ha observado que,
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en los tejidos de las plantas, el Cu interactia con varios elementos (KABATA-PENDIAS,
2001).

En el caso de toxicidad por Cu, dicho metal va alterando la estructura de la membrana
celular y el crecimiento de las raices (ERNST ET AL., 1992) pudiendo desencadenar la
inhibicion de la absorcién y el transporte de nutrientes esenciales. En nuestro estudio,
elevados niveles de Cu inducen una reduccion de la acumulacion de K en raices que puede ser
atribuida a la pérdida de K, indicando dafios en la membrana celular y pérdida de su
selectividad (ERNST ET AL., 1992). En cambio, el aumento de Cu en el medio favorece la
acumulacion en la raiz de todos los macro- y micro- nutrientes. Se ha publicado que algunos
macroelementos, como el Ca, Mg o P, desempeian un papel protector frente a los efectos
toxicos de algunos metales pesados (ZIMDAHL, 1976; KARATAGLIS, 1981; RENGEL,
1992). Consecuentemente, el aumento en los contenidos de nutrientes observados, tanto en
raices como en hojas de E. australis, puede constituir una estrategia para proteger a la planta
frente a los efectos toxicos del Cu. En particular, la correlacion positiva observada entre Cu y
P en raiz indica que el P juega un papel importante en el control del transporte y acumulacion
de Cu, como han mostrado algunos estudios en otras especies como el frijol enano
(WALLACE & CHA, 1989) y la col china (XIONG ET AL., 2002). Aunque el antagonismo
entre Fe y Cu ocurre muy a menudo en especies expuestas a niveles toxicos de Cu, en el
presente estudio los niveles de Fe en hojas y raices aumentan a medida que lo hace el Cu. Este
hecho no es una excepcidn, ya que situaciones similares han sido descritas en plantas de
orégano (PANOU-FILOTHEOU ET AL., 2001) y trigo (LANARAS ET AL., 1993)
expuestas a niveles toxicos de Cu.

Por ultimo, cabe sefialar que las plantas de E. australis expuestas a 200 uM de Cu sufren
una toxicidad a la que no pueden hacer frente, por lo que se produce una alteracion de su
fisiologia y de todas las tendencias que han sido expuestas anteriormente.

6. Conclusiones

Erica australis muestra el comportamiento tipico de las plantas exclusoras de metales y
la mayor parte del Cu absorbido es acumulado en raices, donde su toxicidad es menor. Sin
embargo, cuando se expone a concentraciones de Cu superiores a 50 uM, se observa una
inhibicion del crecimiento que puede indicar que se ha sobrepasado el umbral de
concentracion a partir del cual los mecanismos de exclusion no funcionan de forma correcta.

Un aumento de Cu en raiz y hoja produce un aumento paralelo de la mayoria de los
nutrientes, indicindonos que la mayor acumulacion de macro- y micro- nutrientes puede
constituir uno de los mecanismos que E. australis tiene para hacer frente a los efectos toxicos
de unas elevadas concentraciones de Cu en el medio de cultivo.
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