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4 RESUMEN

En esta tesis se evalud si metales pesados (Cr (III), Ni (I) y Zn (II)), en forma aislada y
combinada, tanto en ausencia como en presencia de nutrientes (fosforo (P) y nitrégeno (N)), provocan
modificaciones sobre parametros fisioldgicos y de estrés oxidativo (defensa antioxidante y dafio
oxidativo), en la planta acudtica Eichhornia crassipes que crece en humedales construidos para
tratamiento de efluentes.

El trabajo fue dividido en tres capitulos que describen tres diferentes fases experimentales. El
primer Capitulo presenta resultados relacionados con la respuesta de E. crassipes a la exposicion, en
corto tiempo, de los tres metales en forma aislada. El segundo Capitulo presenta resultados
relacionados con la respuesta sobre parametros fisiologicos y de estrés oxidativo de E. crassipes, en
presencia de metales pesados en combinacion con nutrientes (P y N). El tercer Capitulo profundiza en
los cambios fisiologicos y de estrés oxidativo producidos por la presencia de metales pesados en forma
combinada y con el agregado de nutrientes (P y N).

En el Capitulo I, los resultados muestran que hubo un aumento de la concentracion de los metales
en los tejidos de la planta con el aumento de la concentracion del metal en agua y los tiempos de
exposicion. Por otro lado, la mayor acumulacion de los metales, se produjo principalmente en las
primeras 24 hs y en raiz. Ademas, la exposicion a corto tiempo de las concentraciones ensayadas para
los tres metales, produjeron cambios fisioldgicos favorables que demostrarian una continuidad en la
actividad fotosintética de la E. crassipes. En general, E. crassipes, mostr6 la capacidad de incrementar
rapidamente la respuesta de su defensa enzimatica antioxidante, ante la exposicion a cortos tiempos y
diferentes concentraciones de los metales, para asegurar su homeostasis redox. Sin embargo, el dafio
a lipidos, medido por la concentracion de malondialdehido (MDA), indicaria la presencia de un estrés
oxidativo moderado, tanto en raices como en parte aérea, siendo el Cr el que mayor efecto toxico
ejerce, particularmente sobre la raiz.

En el Capitulo II, los resultados muestran que existid una influencia sobre la sorcion de los
metales al agregar nutrientes al medio. Por un lado, la sorcion de Cr y Zn se vio disminuida, mientras
que sobre la de Ni, no tuvo efecto. En cuanto a los parametros fisioldgicos, la presencia de nutrientes
permitid el incremento de las concentraciones de pigmentos fotosintéticos en las exposiciones a Cr y
Zn, no asi para la exposicion a Ni, donde se observd el mayor dafio fotosintético. Por ultimo, los
nutrientes provocaron un aumento de las actividades de las enzimas antioxidantes, pero sin lograr una

disminucion de la peroxidacion lipidica provocada por la exposicion a Ni 'y Zn, no asi para Cr. En este
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ultimo caso, la presencia de nutrientes favorecio la disminucién de la concentracion de MDA mediante
la activacion del mecanismo de defensa enzimatico antioxidante.

En el altimo Capitulo se observo que en el tratamiento con combinacion de los metales Cr+Ni y
en Cr+Ni+Zn (en ausencia y presencia de nutrientes), la concentracion de los metales disminuyo en
comparacion a los tratamientos con los metales aislados. En cuanto a los efectos sobre E. crassipes al
ser expuesta a combinacion de metales, en los tratamientos con Cr+Ni, se observo una disminucion de
las concentraciones de pigmentos fotosintéticos y una disminucion de las actividades de las enzimas
antioxidantes. Esta respuesta se ve marcadamente relacionada al efecto provocado por Ni. La presencia
de nutrientes en este tratamiento no favoreci6 la respuesta de la planta. En cuanto al tratamiento con
Cr+Ni+Zn, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, se observdo un aumento de la
concentracion de clorofilas y carotenoides y un aumento de las actividades de las enzimas
antioxidantes, respecto del tratamiento binario Cr+Ni. La presencia de Zn produjo una mejor respuesta
de E. crassipes a los metales, activando el sistema de defensa antioxidante.

Concluyendo, se observo que E. crassipes demuestra una alta plasticidad, ya que, incremento la
actividad de sus enzimas antioxidantes en respuesta a la presencia de metales pesados y sus efectos de
stress oxidativo. Por otro lado, el agregado de nutrientes favoreceria la continuidad de la actividad
fotosintética, mientras que la presencia de metales pesados (como Zn) a bajas concentraciones
permitiria el incremento en la capacidad de la respuesta enzimatica antioxidante, permitiendo un menor

dafo oxidativo.
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S ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate if heavy metals Cr (II), Ni (II) and Zn (II), in isolation or
in combination, both in absence and presence of nutrients (phosphorus (P) and nitrogen (N)) cause
changes on physiological parameters and oxidative stress (oxidative damage and antioxidant defense)
in the macrophyte Eichhornia crassipes growing in constructed wetlands for wastewater treatment.

This work was divided in three Chapters describing three different experimental phases. The first
Chapter presents results concerning the response of E. crassipes to each metal exposure, in a short
period of treatment. The second Chapter presents results related to the physiological and antioxidative
response of E. crassipes exposed to heavy metals in combination with nutrients (P and N). The third
Chapter discusses the physiological and oxidative stress changes caused observed in E. crassipes
treated with a combination of the three heavy metals and the addition of P and N.

In Chapter I, results show that there was an increment of metals concentration in plant tissues
subjected to increasing metal concentration in the water and increasing exposure times. On the other
hand, the greater metal accumulation mainly occurred in the first 24 hours in root. In addition, short
time exposure to the three metals, produced favorable physiological changes that would demonstrate
continuity in the photosynthetic activity on E. crassipes. In general, E. crassipes showed the ability to
increase the response of antioxidant defense, when exposed to short times and different metals
concentrations to ensure their redox homeostasis. However, damage to lipids, measured by the
concentration of malondialdehyde (MDA), indicate the presence of a moderate oxidative stress both
in root and aerial part, being Cr which exerts higher toxic effect, particularly on the root.

In Chapter II, results show that the addition of nutrients had influence on the sorption of metals.
Cr and Zn sorption was decreased, whereas there was no effect on Ni. In relation to physiological
parameters, the presence of nutrients increased the concentration of photosynthetic pigments when
plants were exposed to Cr and Zn, but not for Ni exposure, where a photosynthetic greater damage was

observed. Finally, the nutrients increased the activities of antioxidant enzymes, but without reduction
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of the lipid peroxidation caused by Ni and Zn. In the case of Cr treatment, the presence of nutrients
decreased MDA concentration by activating the enzymatic antioxidant defense mechanism.

In the last Chapter we observed that metals concentration in treatments with a combination of
Cr+Ni and Cr+Ni+Zn (in the absence and presence of nutrients), decreased compared to treatments
with each metal alone. When E. crassipes was exposed to a combination of metals, treatments with
Cr+Ni, showed a decrease of photosynthetic pigments concentrations and a reduction of antioxidant
enzymes activities. This response was markedly related to Ni-induced effect. The presence of nutrients
in this treatment did not help the plant response. On treatment with Cr+Ni+Zn, in presence or absence
of nutrients, increase chlorophyll and carotenoids concentrations and antioxidant enzyme activities
respect of binary treatment (Cr+Ni) were observed. The presence of Zn produced the best response of
E. crassipes to metals, activating the antioxidant defense system.

Concluding, it was found that E. crassipes shows a high plasticity, because it increased
antioxidant enzymes activities in response to the presence of heavy metals and their effects of oxidative
stress. Furthermore, the addition of nutrients could promote the continuity of photosynthetic activity.
While the presence of heavy metals (as Zn) at low concentrations would allow an increase of enzymatic

antioxidant response capacity, allowing less oxidative damage.
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6 ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ANOVA (siglas en inglés): Analisis de la varianza

APX: Ascorbato peroxidasa

ASC: Ascorbato reducido

CAT: Catalasa

DE: Desviacion estandar

DHA: Dehidroascorbato

DHAR: dehidroascorbato reductasa

DTE: Dithiothreitol

EDTA: Etilendiaminotetraacético

FTIR (siglas en inglés): Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier
FWS (siglas en inglés): Wetlands de flujo de agua superficial

GR: Glutation reductasa

GSH: Glutation reducido

GSSG: Disulfuro de glutation (glutation oxidado)

HSSF (siglas en inglés): Wetlands de flujo de agua sub-superficial horizontal
IUPAC (siglas en inglés): Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
MDA: Malondialdehido

MDHA: monodehidroascorbato

MDHAR: Monodehidroascorbato reductasa

MnSOD: Mn-superoxido dismutasa

N: Nitrégeno

NADH: Nicotinamida adenina dinucle6tido en forma oxidada

NADPH: Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato en forma reducida
NO: Oxido nitrico

P: Fosforo

POD: Guaiacol peroxidasa

ROS (siglas en inglés): Especies reactivas de oxigeno

SOD: Superoxido dismutasa

TBA (siglas en inglés): Acido tiobarbiturico

USEPA (siglas en inglés): Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de Estados Unidos
VF (siglas en inglés): Wetlands de flujo de agua vertical

WC: Wetlands construidos
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Tabla 3: Procesos de produccion de especies reactivas de oxigeno en plantas. Modificado de
Mittler (2002).
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monodehidroascorbato reductasa; DHAR dehidroascorbato reductasa; GR glutation reductasa; ASC
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11 Materiales y Métodos

Figura 7: Foto satelital del lugar de campafa (extraida de Google Hearth).

Figura 8: Fotografias de la camara de cultivo.

20



Lic. Gonzalez, César Ivan -2015-

Tabla 6: Caracterizacion fisicoquimica del agua utilizada en los experimentos, (ND = no
detectado, LD = limite de deteccion).

Figura 9: Esquema de las experiencias del Capitulo I.

Figura 10: Esquema de las experiencias del Capitulo II.

Figura 11: Esquema de las experiencias del Capitulo III.

12 Capitulo I

Figura I.1: Acumulaciéon de Cr en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion. Todos los valores son medias de triplicados = DE.

Figura L.2: Acumulacién de Cr en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones y tiempos de
exposicion. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura 1.3: Efectos del Cr sobre las concentraciones de pigmentos fotosintéticos de E. crassipes.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura 1.4: Efectos del Cr sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes, en
parte aérea y raiz. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura 1.5: Efectos del Cr sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en parte aérea y raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura 1.6: Acumulacion de Ni en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura 1.7: Acumulacién de Ni en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones y tiempos de
exposicion. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura L.8: Efectos del Ni sobre las concentraciones de pigmentos fotosintéticos de E. crassipes.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura 1.9: Efectos del Ni sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes, en
parte aérea y raiz. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura 1.10: Efectos del Ni sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en parte aérea y raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura I.11: Acumulacion de Zn en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion. Todos los valores son medias de triplicados = DE.

Figura 1.12: Acumulacion de Zn en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones y tiempos
de exposicion. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura I.13: Efectos del Zn sobre las concentraciones de pigmentos fotosintéticos de E. crassipes.

Todos los valores son medias de triplicados + DE.
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Figura 1.14: Efectos del Zn sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes, en
parte aérea y raiz. Todos los valores son medias de triplicados + DE.
Figura 1.15: Efectos del Zn sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en parte aérea y raiz.

Todos los valores son medias de triplicados + DE.
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Figura II.1: Acumulacion de Cr en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones de
Cr, en presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados = DE.

Figura I1.2: Acumulacion de Cr en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones de Cr, en
presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura I1.3: Efectos de diferentes concentraciones de Cr sobre las concentraciones de pigmentos
fotosintéticos de E. crassipes, en presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de
triplicados = DE.

Figura I1.4: Efectos del Cr sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes, en
ausencia y presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz. Todos los valores son medias de
triplicados = DE.

Figura IL.5: Efectos del Cr sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en ausencia y
presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz. Todos los valores son medias de triplicados
+ DE.

Figura I1.6: Acumulacion de Ni en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones de
Ni, en presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura I1.7: Acumulacién de Ni en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones de Ni, en
presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura I1.8: Efectos de diferentes concentraciones de Ni sobre las concentraciones de pigmentos
fotosintéticos de E. crassipes, en presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de
triplicados + DE.

Figura I1.9: Efectos del Ni sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes, en
ausencia y presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz. Todos los valores son medias de
triplicados = DE.

Figura I1.10: Efectos del Ni sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en ausencia y
presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz. Todos los valores son medias de triplicados

+ DE.
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Figura II.11: Acumulacion de Zn en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones de
Zn, en presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura I1.12: Acumulacion de Zn en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones de Zn, en
presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura I1.13: Efectos de diferentes concentraciones de Zn sobre las concentraciones de pigmentos
fotosintéticos de E. crassipes, en presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de
triplicados + DE.

Figura I1.14: Efectos del Zn sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes,
en ausencia y presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz. Todos los valores son medias
de triplicados + DE.

Figura IL.15: Efectos del Zn sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en ausencia y
presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz. Todos los valores son medias de triplicados

+ DE.

14 Capitulo I11

Figura II1.1: Acumulacion de Cr y Ni en parte aérea de E. crassipes a diferentes tratamientos, en
presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados = DE.

Figura IIL.2: Acumulacion de Cr y Ni en raiz de E. crassipes a diferentes tratamientos, en
presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Figura III.3 Efectos sobre las concentraciones de pigmentos fotosintéticos en E. crassipes a
diferentes tratamientos, en presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de
triplicados + DE.

Figura IIi.4: Efectos sobre las actividades de las enzimas antioxidantes en E. crassipes, expuesta
a diferentes tratamientos, en ausencia y presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz.
Todos los valores son medias de triplicados = DE.

Figura IIL.5: Efectos del Zn sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en ausencia y
presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz. Todos los valores son medias de triplicados

+ DE.
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8 INTRODUCCION

8.1 Contaminacion de aguas con metales pesados

El agua es, fue y serd un elemento indispensable para los seres vivos, ya que es fuente y sustento
de vida. Ademas, es base para el desarrollo de muchas de las actividades que realiza el hombre, siendo
el ser humano la especie que mas consume este recurso.

La poblacion mundial va en aumento, por lo cual, el uso y la demanda de este preciado recurso
se ha vuelto esencial. Su uso desordenado y descuidado en multiples actividades conlleva a su
contaminacion con diversas sustancias. Es por esto que, la cantidad de agua disponible para consumo
va en disminucién, ya que la contaminacion provoca la pérdida de gran parte de sus propiedades
fisicoquimicas. Desde hace afios los esfuerzos para lograr la eliminacion de los contaminantes
generados por el hombre no han sido capaces de ajustarse ni al ritmo de incremento en la cantidad de
desechos industriales, ni al crecimiento demografico.

Desde el comienzo de la Revolucion Industrial, los metales han penetrado lentamente en el
ambiente, ocasionando que se acumulen progresivamente en suelos, sedimentos y aguas superficiales.
Las fuentes antropogénicas de contaminacion por metales son muy diversas, entre ellas tenemos:
productos quimicos agricolas, actividades de mineria y fundicion, cenizas de la combustion de carbon
y petrdleo, aguas residuales industriales de diversos sectores, residuos urbanos e industriales, etc.
(Forstner y Wittmann, 1983, Adriano, 1986). Actualmente es dificil encontrar una actividad industrial
o un producto manufacturado en los que no intervenga algin metal (Forstner y Wittmann, 1983).

En los ambientes acuaticos, los metales se acumulan fundamentalmente en los sedimentos de
fondo. Estos metales se encuentran en forma aislada o combinados formando minerales (Vega y
Reynaga, 1990). En la actualidad, los términos metal o metal pesado estan siendo utilizados de forma
generalizada. Sin embargo, no existe una definicion del término metal pesado ampliamente aceptada
por la comunidad cientifica que haya sido formulada por alguna institucién de reconocido prestigio
como la Unioén Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, siglas en inglés) y que clasifique
este grupo de metales a partir de sus propiedades fisico-quimicas (Duffus, 2002).

Los metales pesados han sido reconocidos como peligrosos para la salud del hombre y la biota
acuatica, dados los impactos negativos que pueden generarse incluso cuyo estos se encuentran en
concentraciones muy bajas. La presencia de elevadas concentraciones de estos contaminantes en el

agua, asi como la falta de tratamiento de los mismos, traen como consecuencia el dafio a los
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ecosistemas, enfermedades al ser humano, pérdida de especies, falta de suministro de agua potable,
intoxicacion de peces, problematicas sociales y demas efectos negativos. Al contrario de muchos
contaminantes organicos los metales pesados, generalmente, no se eliminan de los ecosistemas
acuaticos por procesos naturales debido a que no son biodegradables (Murray, 1996). Los principales
problemas de la presencia de metales pesados en el agua son la bioacumulacion y la biomagnificacion.
El término bioacumulacion hace referencia al proceso por el cual la concentracion quimica de una
sustancia en un organismo acuatico alcanza un nivel que supera a la concentracion en el agua, como
resultado de la absorcion a través de todas las rutas posibles (Alexander, 1999). Mientras que, se
entiende por biomagnificacion a la tendencia a acumularse a lo largo de la cadena trofica, exhibiendo
concentraciones sucesivamente crecientes al ascender el nivel trofico (Alexander, 1999).

Se han implementado diversas técnicas para el tratamiento de aguas contaminadas con metales
pesados, con el objetivo de hacerlas reutilizables. Actualmente, las investigaciones en el campo del
tratamiento de aguas contaminadas con metales pesados mediante tecnologias no convencionales, ha
desembocado en el disefio, construccion y puesta en marca de diversos sistemas: lagunas de oxidacion,
filtros verdes, humedales construidos, etc. Todos estos no son més que ecosistemas donde procesos
fisicos, quimicos y bioldgicos juegan un papel importante que permiten la eliminaciéon de nutrientes,
materia organica, trazas de metales pesados y agente patogenos, reduciéndose los posibles efectos
adversos de los vertidos sobre los medios receptores.

Los humedales construidos son los que estan experimentando un mayor grado de desarrollo e
implantacion, resultando una opcidn a tener en cuenta a la hora de obtener un agua con una buena

calidad, debido principalmente a su elevada eficiencia en la remocion.

8.2 Utilizacion de humedales construidos para el tratamiento de efluentes en

presencia de metales pesados

Los humedales naturales han sido con frecuencia los receptores de muchos de los residuos
generados por el hombre, gracias a su conocida capacidad de autodepuracion. El siglo XX trajo el
desarrollo de sistemas de humedales construidos (WC = wetlands construidos), disefiados por el
hombre para enfatizar caracteristicas especificas de los humedales naturales, con el objeto de mejorar
la eficiencia del sistema. La USEPA (1998) define a los humedales construidos como sistemas
complejos e integrados en los que tienen lugar interacciones entre el agua, plantas, microorganismos,
energia solar, suelo y aire; con el proposito de mejorar la calidad del agua residual y proveer una

mejora ambiental.
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El hecho de que tienen un bajo costo inicial de construccion, es que la tecnologia de wetlands
construidos se ha convertido en una de las formas de tratamiento de efluentes cada vez mas difundida
en los ultimos afios (Kadlec y Wallace, 2009). Ademas, pueden construirse donde se necesitan,
dimensionarse de acuerdo a las necesidades del tratamiento, impermeabilizarse para evitar la
contaminacion de las napas y tienen un bajo costo anual de funcionamiento.

Existen tres tipos de wetlands construidos (Kadlec y Wallace, 2009):

v" Los wetlands de flujo de agua libre o de agua superficial (FWS, segun sus siglas en
inglés) presentan areas de agua a cielo abierto y son de aspecto similar a los pantanos naturales. Debido
a su capacidad de enfrentar pulsos de flujo y niveles de agua variables, pueden utilizarse para
tratamiento final de aguas residuales proveniente de procesos de tratamiento secundario o terciario de
aguas pluviales urbanas, de la agricultura y de la industria, para el tratamiento de aguas de minas,

pulido final de efluentes con metales pesados y tratamientos de lixiviacion.

v" Los wetlands de flujo sub-superficial horizontal (HSSF, segun sus siglas en inglés), que
normalmente utilizan una lecho de grava sembrada con plantas enraizadas. El agua, que se mantiene
por debajo de la superficie del lecho, fluye horizontalmente desde la entrada hasta la salida,
interactuando con el sistema rizosférico. Comunmente se utilizan para tratamiento secundario para
viviendas unifamiliares, pequefios grupos de viviendas, para comunidades pequeiias y para efluentes

agroindustriales.

v' Los wetlands de flujo vertical (VF, segtn sus siglas en inglés) distribuye el agua a
través de la superficie de un lecho de arena o grava sembrada con plantas acudaticas enraizadas
wetlands. El agua se filtra a través de la zona de la raiz de las plantas. Se utilizan para efluentes
cloacales, municipales, y de la industria alimenticia, donde el objetivo de disefio es producir un efluente

nitrificado.

El wetland mas adecuado a utilizar se elige de acuerdo al tipo de efluente, al caudal, a los
contaminantes a eliminar, etc. Los wetlands de flujo superficial son los mas utilizados para la
depuracion de efluentes conteniendo metales pesados.

En Argentina, el uso de wetlands para tratamiento de efluentes es atin muy limitado a pesar de
sus ventajas. Los trabajos publicados sobre wetlands construidos en nuestro pais son de nuestro grupo
de trabajo, que ha estudiado la respuesta de wetlands naturales y construidos, a los contaminantes,

dedicandose al estudio de wetlands de flujo superficial para la depuracioén de efluentes industriales
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(Maine y col., 2006, 2007, 2009, 2013, Hadad y col., 2006, 2007, 2010, 2011, Mufarrege y col., 2010,
2011, 2014, Di Luca y col., 2011a, b, 2014). El primer wetland que se disefi6 y se continua
monitoreando, tiene 13 afos de operacion. Fue construido en la ciudad de Santo Tomé, Santa Fe
(Argentina), en una industria metalirgica, para tratar sus efluentes, los cuales presentan alto pH y
conductividad y contienen Cr (III), Ni (II) y Zn (IT) (efluente industrial) y P y N (efluente cloacal), en
forma conjunta. Inicialmente, se trasplantaron varias especies de macréfitas. Eichhornia crassipes

lleg6 a ser la especie dominante durante los primeros afios de operacion.

8.3 Caracteristica de la macrofita modelo utilizada

Las macrofitas han sido utilizadas para la diagnosis o prediccion de las consecuencias negativas
de actividades antropogénicas mediante el estudio de sus procesos fisioldgicos, respuestas
bioquimicas, mecanismos de adaptacion y mortalidad. Las respuestas que tienen lugar en estas plantas
acuaticas como consecuencia del efecto de un contaminante se han denominado biomarcadores (Brain
y Cedergreen, 2009). Estos pueden definirse como las variaciones bioquimicas, celulares, fisiologicas
o comportamentales que pueden ser medidas en el tejido y/o a nivel del organismo completo y brindan
evidencia de la exposicion a uno o mas componentes quimicos (Prasad, 2004). Los biomarcadores
ofrecen informacion completa y biologicamente relevante sobre el potencial impacto de los
contaminantes toxicos en la salud de los organismos. Tienen la ventaja de poner en evidencia sintomas
tempranos del dafio causado por el contaminante y, por tanto, pueden ser utilizados como sefiales de
alarma ante la presencia de contaminantes quimicos.

Por otro lado, estas plantas acudticas son el componente bioldgico principal de los humedales y
se han convertido en una cuestion central no solo en estrategias de conservacion de humedales
naturales sino en la optimizacién de la eficiencia de wetlands construidos. Ademas de asimilar los
contaminantes directamente en sus tejidos, actlan como un catalizador para las reacciones de
purificacién, aumentando la diversidad del ambiente en la zona de las raices y promoviendo una
variedad de reacciones quimicas y bioquimicas que mejoran la purificacioén (Jenssen y col., 1993).

Es necesario encontrar plantas autdctonas que en las condiciones ambientales donde se va a
llevar a cabo el tratamiento del efluente, presenten alta tolerancia y capacidad de remocion de los
contaminantes. El valle aluvial del rio Parana Medio, donde nos encontramos, cuenta con numerosos
humedales naturales donde se desarrolla una abundante y variada vegetacion acudtica. En esta area se
reconoce una zona litoral compuesta por vegetacion emergente, otra zona mas profunda, las cuales

presenta macrofitas con hojas flotantes y una zona mas interna donde se hayan las plantas sumergidas.
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Estas plantas pueden usarse en humedales construidos ya que presentan la ventaja de estar adaptadas
a las condiciones ambientales propias de la region.

Las especies generalmente empleadas en los sistemas de tratamiento de efluentes son las
flotantes libres como Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes y Lemna sp. y emergentes como 7ypha
sp. y Scirpus sp. Las macrofitas flotantes se han estudiado por su capacidad de remocioén de
contaminantes del agua y consiguiente utilizacion en los humedales artificiales para el tratamiento de
aguas residuales (Delgado y col., 1993, Sen y Bhattacharyya, 1994, Banerjee y Sarker 1997, Maine y
col., 2001, 2004, Hadad y col., 2006). De acuerdo a Brix (1997), los procesos que tienen lugar para la
depuracion de contaminantes con macrofitas flotantes se dan a través de tres mecanismos primarios:
uno de ellos es la filtracion y sedimentacion de sélidos, otro, la incorporacion de contaminantes a los
tejidos vegetales y su posterior cosechado y un tercero, la degradacion de la materia organica por un
conjunto de microorganismos facultativos asociados a las raices de las plantas y en los detritos del
fondo del wetland, dependiendo del disefio.

El camalote (E. crassipes) es una macrofita acuatica perenne de libre flotacion, con alta
reproduccion y tasa de crecimiento, por lo cual se extiende rapidamente y forma tapetes o esteras (Fig.
1). E. crassipes es originaria de los tropicos, especificamente del Amazonia, Brasil (Barrett y Forno,
1982). Crece en todo tipo de aguas dulces, non grata en gran parte del mundo donde a menudo produce
atascos de los rios y lagos, debido a su capacidad de reproduccion, llegando a duplicar su poblacion
en tan solo 6 dias, seglin lo informado por Michell (1976). Se la considera una candidata ideal para su
uso en la rizofiltracion de elementos trazas toxicos de una variedad de cuerpos de agua, debido a que
el éxito econdomico de la fitorremediacién en gran medida depende de la actividad fotosintética y la

tasa de crecimiento de las plantas.
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Taxonomia Cientifica
¢ Reino: Plantae
¢ Division: Magnoliophyta
e Clase: Liliopsida
e Orden: Commelinales
e Familia: Pontederiaceae
e Género: Eichhornia

e Especie: E. crassipes

Figura 1: Eichhornia crassipes - Imagen por Forest & Kim Starr (Starr Environmental).

Se ha realizado una amplia investigacion, llevada a cabo por diversos grupos de investigacion,
para estudiar el funcionamiento y la eficiencia de E. crassipes en la remocion de nutrientes (Desougi,
1984, Vora y Rao, 1988, Goel y col., 1989, Oke y Elmo, 1990, Soltan, 1999), minerales, quimicos
organicos y herbicidas de aguas contaminadas (Boyd, 1976, , Reddy y col., 1982, Reddy, 1983, Nora
y Jesus, 1997, Xia y Ma, 2006, Fox y col., 2008) y metales pesados (Wolverton, 1975, Wolverton y
McDonald, 1975, Muramoto y Oki, 1983, Vesk y Allaway, 1997, Vesk y col., 1999, Ali y Soltan,
1999, Soltan, 1999, Kelley y col., 2000, Lu y col., 2004, Gardea-Torresdey y col., 2005, Ebel y col.,
2007, Mishra y Tripathi, 2009).

8.4 Caracteristicas de los metales a ser estudiados

Como se describio anteriormente, nuestro grupo de trabajo viene estudiando la respuesta de un
wetland de flujo superficial, para la depuraciéon de un efluente industrial con alta salinidad y pH,
conteniendo metales pesados (Cr (II), Ni (I) y Zn (II)) y nutrientes (P y N). Por este motivo planteamos
en esta tesis, trabajar con estos tres metales pesados, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes,
en forma aislada y combinada.

El Cr es un elemento natural ubicuo, que se encuentra en rocas, plantas, suelos, animales y en
los humos y gases volcanicos. Es un elemento de transicion, por lo que puede funcionar con distintas
valencias, las mas comunes son las derivadas del cromo trivalente, o Cr (III), y las del cromo

hexavalente, o Cr (VI). El Cr es introducido en los ecosistemas naturales como resultado de diferentes
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actividades industriales como la elaboracion de pigmentos, baterias de alta temperatura, fungicidas,
curtidos de pieles, industrias papeleras y demas actividades antropogénicas. Por su alta reactividad, el
cromo metalico no se encuentra libre en la naturaleza. El Cr (VI) se presenta como iones CrOs~ o
Cr,07 . Contrariamente, el Cr (III) en forma de 6xidos, hidroxidos o sulfatos, es mucho menos moévil
y generalmente se encuentra acomplejado a la materia organica en suelos o ambiente acuaticos. El Cr
(VI) es un agente oxidante fuerte y en presencia de materia orgéanica es rapidamente reducido a Cr
(III). Solo Cr (III) y Cr (VI) son significativos en sistemas bioldgicos, mientras que compuestos de Cr
tetra o pentavalente pueden ocurrir como intermediarios reactivos de corta vida en reacciones redox.
Altas concentraciones de Cr (VI) pueden sobrepasar la capacidad reductora del ambiente y entonces
persistir como contaminantes. El Cr (III) es poco probable que sea oxidado a Cr (VI), esto podria
ocurrir por ejemplo en presencia de grandes cantidades de Mn (V) (McGrath y Smith, 1990; Vajpayee
y col., 1999). En el ambiente acuatico, los compuestos del Cr (VI) se disuelven con facilidad, pero en
condiciones naturales y en presencia de materia organica oxidable, se reducen rapidamente a
compuestos de Cr (III) mas estables y menos hidrosolubles (Facetti y col., 1998). No obstante, si el
pH es menor a 5, el ion Cr (III) no precipita, manteniéndose en disolucion.

El Zn es un metal muy abundante en la corteza terrestre. En aguas superficiales se encuentra en
forma inorganica, idnica o coloidal, siendo las especies més frecuentes Zn**, Zn (OH)" y ZnCl;" (Taylor
y Demayo, 1989). Es introducido en aguas residuales como resultado de su uso en aleaciones (por ¢j.,
bronce y laton), vulcanizacion del caucho, industrias textiles, funguicidas, laboratorios quimicos y
farmacéuticos, etc. (Haquenoer y Furon, 1981, Adriano, 1986). Segin las caracteristicas
fisicoquimicas (por ej., pH, dureza del agua), los compuestos de metal zinc pueden ser toxicos,
particularmente en el ambiente acuatico. Sin embargo, en los mismos, se encuentra principalmente
como Zn (II). También puede encontrarse en los suelos, y es un nutriente requerido por las plantas para
su desarrollo (Mahler, 2003). Es menos toxico que el Cr y Ni (Newman, 1998).

El Ni que alcanza el medio ambiente lo hace siguiendo principalmente dos caminos:
meteorizacion de minerales y rocas y como resultado de las actividades antropogénicas. Es utilizado
en la produccion de aceros inoxidables, aleaciones, niquelados, baterias alcalinas (Ni-Cd), pigmentos
inorgénicos y otros (Adriano, 1986). El Ni en los sistemas acuaticos suele estar presente en su mayor
parte en forma soluble y solo una baja proporcion forma complejos no muy estables. La movilidad y
biodisponibilidad del Ni en medio acuoso estan influenciadas por factores ambientales tales como el
pH, el potencial de 6xido-reduccion y la presencia de materia organica y de material particulado
inorganico (Callahan y col., 1979). En condiciones aerdbicas, a pH por debajo de 9, el Ni forma

compuestos con iones hidroxilo, carbonato, sulfato y grupos organicos; en condiciones anaerobicas y
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en presencia de azufre, se forman sulfuros de baja solubilidad (Adriano, 1986). Los 6xidos de hierro y
manganeso adsorben el Ni*? y coprecipitan a pH mayor que 6 (CCME, 1996).

La interaccion entre la acumulacion de metales pesados en los tejidos de plantas y las
concentraciones de nutrientes en el medio circundante, ha sido estudiada. Lee y Wang (2001)
informaron que un aumento en la concentracion de nitrato en agua resulté en un aumento significativo
en la tasa de acumulacion de Cd en Ulva fasciata, mientras que la tasa de acumulacion de Cr (VI) y
Zn no se vio afectada. La acumulacion de Cd y Zn se correlaciond inversamente con la concentracion
de fosfato en agua, mientras que el Cr (VI) mostr6 la tendencia opuesta, lo que sugiere que la influencia
de los principales nutrientes en la acumulacion de metales era de metal especifico. Gothberg y col.
(2004) reportaron una mayor acumulacion de metales en [pomoea aquatica a menores concentraciones
de nutrientes. Sundaramoorthy y col. (2010) estudiaron la correlacion entre la acumulacion de Cr y la
absorcion de nutrientes utilizando Oryza sativa L. y encontraron que la absorcion de macronutrientes
(N, P y K) y micronutrientes (Mn, Cu, Zn y Fe) disminuia gradualmente a medida que la concentracion
de Cr aumentaba. La interaccion entre los metales y absorcion de nutrientes es controvertida. Al
parecer, esta interaccion no es s6lo de metal especifico sino también especifico de la especie.

La acumulacion y fitotoxicidad de los metales depende de la forma quimica en la que se
encuentren en el medio, la persistencia, la concentracion, la presencia de otros contaminantes y/o
nutrientes y la especie vegetal. Sin embargo, cualquier elemento que comunmente es indispensable
para un organismo en concentraciones trazas, puede transformarse en toxico a concentraciones

excesivas.

8.5 Toxicidad de metales en plantas

El término metal pesado no es sinonimo de toxicidad. Las plantas requieren para su
supervivencia una variedad de metales que, de forma genérica, se denominan “esenciales”, pues son
requeridos a bajas concentraciones, como elementos nutricionales. Hay otros elementos que se han
comprobado que son esenciales solo para algunas especies y otros que se han comprobado que
estimulan el crecimiento de las plantas, pero de los que no se conocen aun los procesos especificos en
los que intervienen (Prasad, 2004). Por tanto, un elemento se define como esencial cuando no puede
ser sustituido por otro por la especificidad en sus funciones bioquimicas y porque tiene una influencia
directa en el organismo, el cual no puede crecer ni completar algun ciclo metabolico si este elemento
no esta presente (Kabata-Pendias, 2000). Los metales son incorporados a través de las raices, como

micronutrientes u oligoelementos. Sin embargo, los metales esenciales pueden ser toxicos si su
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concentracion efectiva es muy elevada. Con alguna excepcion, los metales pesados son no esenciales
y por tanto, son toxicos en la naturaleza atin a concentraciones muy bajas (Clijsters y col., 1999, Prasad,
2004). Tanto la deficiencia como el exceso de elementos esenciales afectan al desarrollo 6ptimo de la

planta, como se muestra en la Fig. 2.
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Figura 2: Curva dosis-respuesta del crecimiento de plantas. (a) Respuesta frente a metales pesados esenciales.
(b) Respuesta frente a metales pesados no esenciales (adaptada de Shaw y col., 2004).

Algunos metales desempenan funciones de gran importancia en el metabolismo de las plantas,

como puede observarse en la Tabla 1.

Elemento Forma parte de: Implicancia metabdlica
Controla propiedades coloidales en la célula, posible
Al activacion de algunas deshidrogenasas y oxidasas
Metabolismo y transporte de carbohidratos, sintesis de
B Fosfoglucanatos flavonoides, sintesis de acidos nucleicos, utilizacion del

fosfato y produccion de polifenoles
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Varias oxidasas, o . ‘
Oxidacion, fotosintesis, metabolismo de las proteinas y

Cu plastocianinas y
los carbohidratos, metabolismo de la pared celular
cenilplasminas
Hemoproteinas y
Fe Fotosintesis, fijacion del N2 y cambios de valencia
ferredoxinas

Fotoproduccion de O; en el cloroplasto e

Mn Sintesis de varias enzimas o )
indirectamente en la reduccion del NO3
Nitrato reductasa, Fijacion del N2 en simbiosis, posiblemente también en
Mo
nitrogenasas y oxidasas plantas sin nédulos
Anbhidrasas, ' ' ‘ ‘
. Metabolismo de lipidos, carbohidratos y acidos
Zn deshidrogenasas, .
. . nucleicos
proteinasas y peptidasas
Ni Ureasa N-metabolismo y fijacion biologica de N

Tabla 1: Principales funciones de elementos traza que son esenciales para las plantas (tomada de
Kabata-Pendias, 2000).

Los metales cuya concentracion se encuentran en exceso en las células vegetales pueden producir
cambios de permeabilidad en las membranas celulares (Ag, Au, Br, Cd, Cu, Fe, Hg, I, Pb), reaccionar
con los grupos tioles (Ag, Hg, Pb), competir por sitios especificos con metales esenciales (As, Sb, Se,
Te, W, Fe) o sustituir iones esenciales (Cs, Li, Rb, Se, Sr) entre otros efectos (Kabata-Pendias, 2000).

Desde un punto de vista ambiental, no todos los metales producen la misma respuesta en las
plantas, ni todas las plantas responden de la misma manera frente al mismo metal. Una vez en el interior
de la raiz, y por tanto en el tejido vegetal, los metales causan dafios a las plantas a través de distintos
mecanismos (Ochiai, 1987):

v' bloqueando los grupos funcionales de moléculas de importancia bioldgica, como
enzimas, polinucledtidos o sistemas de transporte de iones,

v" desplazando o sustituyendo iones de metales esenciales de biomoléculas y unidades
celulares funcionales,

v" desnaturalizando e inactivando enzimas,

v" rompiendo la integridad de membrana de células y organulos celulares y

v' promoviendo la generacion de especies reactivas que causan estrés oxidativo.

Los mecanismos de defensa de las plantas frente a la fitotoxicidad de los metales pueden tener
caracter extracelular o intracelular. Estos procesos de prevencion permiten mantener una baja

concentracion del metal en el simplasto (Tabla 2), operando de forma conjunta y coordinada, e incluso
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estar apoyados por la presencia de organismos distintos a la propia planta que, como las micorrizas,
les confieren resistencia en forma de barrera fisica impidiendo el acceso de los metales a las células
radicales de la planta afectada (Bradley y col., 1981, 1982, Macnair, 1997, Leyval y col., 1997, Cairney
y Meharg, 2003, Midgley y col., 2004).

Secrecion de quelantes que disminuyen la solubilidad del metal o reducen la eficacia

del transporte al interior de la célula
Mecanismos de

Secrecion de compuestos que cambian el pH de la rizosfera y afectan la especiacion
exclusion o

del metal
barrera
Produccion de residuos anionicos en la pared celular, donde quedan atrapados los
iones metalicos
Modificacion de las propiedades de la membrana celular, o estructuras proteicas
asociadas, reduciendo el transporte del metal hacia el citosol
Modulacioén de las vias de transporte (simporte o antiporte), disminuyendo la entrada
Mecanismos neta del metal contaminante en la célula.
defensivos Alteracion (constitutiva o inducible) de enzimas sensibles para prevenir la inhibicion
intracelulares de por el metal
control e Produccion de sustancias quelantes (fitoquelatinas y metalotioneinas) que se unen al
inertizacion metal en el interior de la célula, restandole toxicidad al impedir su interaccion con

diversas biomoléculas

Transporte del metal hacia la vacuola, donde se almacena y puede ser objeto de otros

mecanismos de detoxificacién como su unién a agentes quelantes

Tabla 2: Mecanismos de defensa generales de las plantas a nivel extracelular e intracelular (adaptada de
Macnair, 1997).

Por consiguiente, y en general, la estrategia de las plantas para prevenir los efectos toxicos de
los metales es impedir que €stos estén libres en el citosol y en los organulos celulares (Hall, 2002). Por
ello, hay plantas cuya tolerancia se basa en la exclusion de metales, de tal manera que la concentracion
intracelular de éstos es siempre inferior a la existente en el medio. En sentido contrario, hay grupos de
plantas que pueden acumular y atn hiperacumular metales en compartimentos celulares aislados y/o
ligados a moléculas quelantes que convierten al metal en inocuo (Baker, 1981). Ademas se puede
incluir en esta clasificacion a un grupo de plantas denominadas indicadoras que incorporan y acumulan
los metales en funcion de la concentracion que se encuentra disponible en el sustrato (Ross y Kaye,

1994). La relacion entre la concentracion de metal en el agua y en la planta se muestra en la Fig. 3.
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Hiperacumuladora

Acumulad

Concentracion del metal en la planta

Concentracion del metal en agua

Figura 3: Respuesta de las plantas frente a la concentracion de metales en agua (adaptada de Greger, 2004).

Los mecanismos de defensa de las plantas frente a la acumulaciéon de metales son altamente
eficaces para aquellas variedades que se han adaptado a situaciones ambientales especificas, siempre
que la concentracion de metales se mantenga relativamente estable (Hall, 2002). No obstante, sea por
causas naturales o por actividades humanas, si la concentracion de los metales aumenta excesivamente
o si se incorporan al suelo o agua, metales no esenciales, las barreras defensivas de la planta pueden
ser superadas. En estos casos, la planta se vera afectada por los metales, en mayor o menor grado, en
funcion de la especiacion del metal y su biodisponibilidad, pudiendo llegar a morir si la contaminacion
es excesiva. Pero cuando los niveles de metales no superan valores letales y la exposicion tiene un
caracter cronico, la planta desarrolla una sintomatologia ligada al estrés oxidativo derivado de la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés — Reactive Oxygen
Species). Un estrés oxidativo persistente provocara una disminucion de las capacidades fisiologicas de
la planta con sintomas como clorosis, color amarillento, marchitez, atrofia, necrosis, etc. (Macnair,

1997, Prasad, 2004).

8.5.1 Estrés oxidativo

La definicion biofisica de estrés tiene un significado equivalente al de presion. Por lo tanto, el
término estrés en el marco de la fisiologia vegetal refleja la magnitud de presion ambiental que obliga
al cambio en la fisiologia de una planta (Nilsen y Orcutt, 1996).

Desde que la atmosfera fue enriqueciéndose en O», debido principalmente a la proliferacion de
las cianobacterias fotosintéticas, existid el riesgo de produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS). EI O7 es una molécula relativamente estable que, sin embargo, puede generar especies mucho

mas reactivas a través de reacciones de transferencia de energia o de electrones. Las ROS son
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moléculas con moderada (H20,, peréxido de hidrégeno; ‘O, radical superéxido) o elevada ("OH,
radical hidroxilo; '0», oxigeno singlete) reactividad quimica que se generan durante el metabolismo
celular (Fig. 4). El radical hidroxilo se origina por reducciéon del H>O con cantidades traza de Fe** y
Cu’ (reacciones de Fenton). Este radical hidroxilo es extremadamente oxidante y reacciona
instantdneamente con moléculas proximas. Un ejemplo de gran importancia biologica es su capacidad
para iniciar la peroxidacion de lipidos. En cambio, el radical O2™ o el H2O; no causan dafio oxidativo
por si mismos, pero si intervienen en la formacioén de ROS (Halliwell y Gutteridge, 2007). E1 'Oz oxida
a diferentes biomoléculas en funcidén de su localizacion intracelular, dafia las membranas e incluso

interviene en la induccion de la muerte celular (Ryter y Tyrrell, 1998).

FORMACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO |

Oxigeno singlete

Radical Superoxido

e+ 2H@
4

Peroxido de hidrogeno H,0,
e+ H* W
P
H O

Radical Hidroxilo

Figura 4: Esquema de los diferentes estados de oxidacion del oxigeno.
Se muestra en la columna de la derecha con una flecha, el spin que presentan los electrones de la ultima capa
de cada uno de los radicales (Garcia, 2009).

En las plantas, las ROS se producen principalmente en la fotosintesis, respiracion, metabolismo

celular, respuesta a estrés y fijacion de Na. Por lo tanto, las ROS surgen en las células vegetales a través
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de varias rutas y la mayoria de los compartimentos celulares tienen el potencial de convertirse en una

fuente de ROS (Tabla 3), por ejemplo:

v" Cloroplastos: En los cloroplastos el fotosistema I puede reducir el O a radical
Oy através de la reaccion de Mehler (fotorreduccion de O») y el fotosistema I puede generar radicales
O>"y "OH. En el interior de los cloroplastos se puede producir 'Oz cuyo la clorofila transfiere la energia

de excitacion al Oz (Apero y Hirt, 2004; Halliwell y Gutteridge, 2007).

v’ Mitocondrias: Durante la respiracion mitocondrial se reduce el O a H2O a
través de la cadena de transporte electronico. Esta reduccion puede tener lugar por un mecanismo
tetravalente (citocromo c¢ oxidasa, oxidasa alternativa), pero, inevitablemente, un 1-2% del O»
consumido genera ROS. Esto ocurre principalmente en los complejos I (NADH deshidrogenasa) y 111
(ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa) de la membrana interna mitocondrial. La Mn-superéxido
dismutasa (MnSOD) mitocondrial actiia sobre el radical O™ transformandolo en H>O», que puede a su
vez ser reducido por iones Fe?" o Cu™ a radicales "OH en reacciones tipo Fenton (Navrot y col., 2007).
En las mitocondrias se genera también NO que puede interferir con la actividad del complejo III

(Yamasaki y col., 2001).

v' Peroxisomas: En los peroxisomas se produce H>O», entre otros procesos,
durante la fotorrespiracion mediante la glicolato oxidasa, la B-oxidacion de los acidos grasos y la
dismutacion del radical O>". Se ha demostrado también la formacion de O2” y NO en los peroxisomas,
y se ha propuesto que estas moléculas tienen una funcion sefializadora. EI O;™ se origina en la matriz
por accion de la xantina oxidasa y en la membrana por un mecanismo dependiente de NAD(P)H (del
Rio y col., 2006). La capacidad de producir y regular la liberacion de ROS y RNS al citosol, asi como
la proliferacion de peroxisomas en respuesta a diversos estreses y durante la senescencia, determinan
que estos organulos desempefien un papel clave en la respuesta al estrés oxidativo en las plantas

(Corpas y col., 2001; del Rio y col., 2002).

MECANISMO DE PRODUCCION LOCALIZACION
O en fotosintesis (transporte de
Cloroplasto
electrones, PSI y PSII)
Oy en respiracion (transporte de _ ‘
Mitocondria

electrones)
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H>0O; por la glicolato oxidasa Peroxisoma
O» por clorofila excitada Cloroplasto
Oy por la NADPH oxidasa Membrana plasmatica
H>O:> por la B-oxidacion de acidos )
Peroxisoma
grasos
H>O; por la oxalato oxidasa Apoplasto
Oy por la xantina oxidasa Peroxisoma

H>0, y O2 por peroxidasas, Mn y
NADH

Pared celular

Tabla 3: Procesos de produccion de especies reactivas de oxigeno en plantas. Modificado de Mittler (2002).

Las ROS no son moléculas toxicas por definicion, tienen un papel importante en los procesos de
sefializacion en las plantas y controlan procesos fundamentales, tales como el crecimiento, el
desarrollo, la respuesta a estimulos medio-ambientales y la muerte celular programada (Bailey-Serres
y Mittler, 2006). En condiciones normales, la produccion y remocion de las ROS esta estrictamente
controlada, a través de una serie de complejos mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
(Tabla 4). Sin embargo, este equilibrio puede ser perturbado por una serie de factores medio-
ambientales adversos, ya sean bidticos o abidticos, produciendo lo que se conoce como estrés

oxidativo.

ELIMINACION LOCALIZACION

) ) Cloroplasto, mitocondria, citoplasma,
O™ por superdxido dismutasa .
peroxisoma, apoplasto

' Cloroplasto, mitocondria, citoplasma,
H>O; por la ascorbato peroxidasa '
peroxisoma, apoplasto

H>O: por la catalasa Peroxisoma

H>0; y OH" por la glutation

' Citoplasma
peroxidasa
H>O; por peroxidasas Pared celular, citoplasma, vacuola
H>0O: por tioredoxina peroxidasa Cloroplasto, citoplasma, mitocondria
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. ‘ Cloroplasto, citoplasma, mitocondria,
H>0; y Oy por acido ascorbico .
peroxisoma, apoplasto

' Cloroplasto, citoplasma, mitocondria,
H>O; por el glutation '
peroxisoma, apoplasto

OH" y Oz por el a-tocoferol Membranas

Oa por carotenoides Cloroplasto

Tabla 4: Procesos de eliminacion de especies reactivas de oxigeno en plantas. Modificado de Mittler (2002).

El “estrés oxidativo™ es una expresion que se refiere al establecimiento de un desbalance entre
la produccion de ROS vy las defensas antioxidantes presentes en mayor o menor medida en todos los
tejidos. Fue Sies quien introdujo el término como titulo del libro que edit6 en 1985 “Oxidative stress”.
En su segunda edicion en 1991 lo define como “una alteracion en el balance prooxidante-antioxidante
en favor del primero, llevando a un dafio potencial”. A este dano se lo llama “dafo oxidativo”, el cual

puede dividirse en tres tipos:

»  Dario a lipidos: el dafio a lipidos causados por las ROS, conducen a la peroxidacion
lipidica y se producen como resultado una cadena de reacciones que implica a los 4cidos grasos
poliinsaturados (Fig. 5), y que da lugar a la desestabilizacion de las membranas celulares, pudiendo
causar la muerte de la célula al afectar a una variedad de procesos de transporte, reconocimiento
celular, sefializacion celular, etc. Uno de los productos finales de esta cadena de reacciones es el
malondialdehido (MDA), compuesto que se forma por la oxidacion de los &cidos grasos
poliinsaturados en las células. Su concentracion intracelular puede medirse facilmente, siendo

indicativa del grado de estrés oxidativo que padecen las células (Hodges y col., 1999).

R-H + 10,
Rl ———s R+ ——+ROO ,\‘*’Roou—ﬁ - RO
./ Y * \\ /
HO- H,O | Q, RH R Fe*2 Fet3+ OH
)

Figura 5: Esquema del proceso de peroxidacion lipidica.
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> Dario a proteinas: Las proteinas también pueden ser atacadas por las ROS, siendo el
radical hidroxilo la molécula que inicia las reacciones de oxidacion. La oxidacion de los aminoacidos
(especialmente histidina, cisteina, tirosina y triptofano) afecta a las estructuras primaria, secundaria y
terciaria de la proteina, provocando uniones internas entre cadenas peptidicas o roturas de las mismas,
con la consiguiente pérdida de su actividad funcional, sea catalitica o estructural (Berlett y Stadman.

1997, Foyer y Noctor 2005).

> Dario al ADN: El radical hidroxilo puede alcanzar al ADN genomico o mitocondrial,
con el que reacciona oxidandolo mediante la captacion de protones de las bases nitrogenadas. Una vez
que se oxidan estas bases, se pueden producir una variedad de alteraciones de caracter mutagénico por
pérdida o delecion de fragmentos de ADN, formacion de enlaces cruzados ADN/ADN,
ADN/proteinas, etc. (Briat y Lebrun 1999, Briat, 2002). Ademas de estos dafios que afectan
directamente al ADN, la alteracion por oxidacion de una variedad de proteinas que catalizan las
diversas fases de la expresion génica, dara lugar a dafios epigenéticos que interferiran con numerosos
procesos celulares.
La consecuencia final de un estrés oxidativo prolongado sera la muerte celular y, en el peor de
los casos, la muerte de la planta (Briat, 2002).
Una vez definido el estrés oxidativo, se van a definir los principales mecanismos de defensa con

los que cuentan las plantas, poniendo mas énfasis en aquellos evaluados en esta tesis.

8.5.2 Defensa de las plantas ante el estrés oxidativo

Las plantas, como todos los seres vivos, han desarrollado una variedad de mecanismos para
defenderse del estrés oxidativo producido por aumento de las ROS. Estos mecanismos incluyen tanto
sistemas enzimaticos como no enzimaticos que previenen la formacion de ROS o impiden la
propagacion de las reacciones de oxidacion, originadas por éstas, mediante la reduccion de
intermediarios oxidados (Clijsters y col., 1999).

En general, los mecanismos de defensa de las plantas se basan en 3 tipos:

1) Lapresencia de agentes reductores: interactiian directamente con las especies oxidadas

(sean ROS o compuestos orgdnicos), siendo los mas importantes el acido ascorbico y el glutation,
aunque existen otras muchas moléculas reductoras que actian como antioxidantes (vitaminas
lipofilicas como tocoferol o coenzima Q; compuestos volatiles como terpenos, arenos y ésteres;
polifenoles, antocianinas, flavonoides, carotenos; acidos grasos poliinsaturados, etc.) (Blokhina y col.,

2003).
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2) El mantenimiento de un estado redox adecuado en la célula: esto se logra via la
generacion de piridin-nucledtidos reducidos originados por oxidacion de compuestos organicos en
reacciones catalizadas por la enzima malica, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, isocitrato
deshidrogenasa o la glutamato deshidrogenasa (Clijsters y col., 1999).

3) La actividad de sistemas enzimdticos: que catalizan la eliminacion de ROS o la
reduccion de radicales de moléculas orgéanicas, como las superoxido dismutasas, catalasas y

peroxidasas (Clijsters y col., 1999).

8.5.2.1 Sistema de defensa enzimdatica en las plantas
Una posible clasificacion de los sistemas enzimaticos que presentan las células vegetales se

muestra a continuacion:

PEROXIDASAS (POD)
ENZIMAS QUE METABOLIZAN ROS SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)
CATALASA (CAT)

ASCORBATO PEROXIDASA (APX)
MONODEHIDROASCORBATO REDUCTASA (MDHR)
DEHIDROASCORBATO REDUCTASA (DHR)
GLUTATION REDUCTASA (GR)

ENZIMA MALICA (ME)

ENZIMAS DEL CICLO ASCORBATO-
GLUTATION

GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (G6PDH)
ISOCITRATO DESHIDROGENASA (ICDH)
GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH)

ENZIMAS REDUCTORAS DE
NAD(P)*

Tabla 5: Clasificacion de los sistemas enzimaticos (Clijsters y col., 1999).

> Catalasa (CAT): La enzima catalasa (EC 1.11.1.6) es una hemoproteina
tetramérica (220kD), tiene como sustrato el H>O (Inz€¢ y Van Montagu, 1995, Mittler, 2002, Van
Breusegem y col., 2001). Tiene una alta capacidad de reaccion, pero muy poca afinidad por el H2O»
(Willekens y col., 1997, Smirnoff, 1998). Esta baja afinidad por el sustrato hace pensar que su papel
principal es la eliminacion de H>O», cuando este esta a elevadas concentraciones bajo condiciones de
estrés (Mittler, 2002, Smirnoff, 1998). A diferencia de otras peroxidasas, la catalasa no requiere de un
sustrato reductor para poder actuar (Inzé y Montagu, 1995). Se localiza en los peroxisomas,
glioxisomas y mitocondrias (Inzé y Montagu, 1995, Mittler, 2002, Van Breusegem y col., 2001). Los
peroxisomas son organulos con diversas funciones en las células de las plantas y hongos, como la
fotorrespiracion, la oxidacion de los lipidos, el ciclo del glicoxilato y el metabolismo de las especies
reactivas del oxigeno entre otras. Por ello el importante papel que tiene la catalasa en la eliminacion
de ROS en estos organulos (del Rio y col., 2002). Se han descrito tres variedades de esta enzima que

pueden presentarse o no en todas las plantas (difieren segln las especies), con diferentes funciones. La
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catl, encargada de eliminar el HoO> producido en la fotorrespiracion, la cat2 tiene la funcién de
eliminar el H>O, que se forma durante el estrés oxidativo y la cat3 que elimina el H>O, generado

durante la oxidacion de los 4cidos grasos (Inzé y Montagu, 1995).

> Superoxido dismutasa (SOD): La enzima superoxido dismutasa (EC 1.15.1.1)
esta presente en casi todos los organismos aerobios. Es una de las enzimas clave en los mecanismos
de defensa frente al estrés oxidativo (Van Breusegem y col., 2002) ya que actia sobre los radicales
superoxido (del Rio y col., 2002, Scandalios, 1993). Esta enzima hace que la reaccion sea 10000 veces
mas rapida que la dismutacion espontdnea (Bowler y col., 1992) y requiere de la presencia de un
cofactor metalico (Inz€ y Montagu, 1995). Se clasifica segin el cofactor sea cobre o zinc, hierro y
manganeso (Cu/ZnSOD, FeSOD y MnSOD, respectivamente). Normalmente, la MnSOD se localiza
en las mitocondrias de todas las células eucariotas, mientras que las Cu/ZnSOD se han encontrado en

el citosol, peroxisomas y cloroplastos de las plantas superiores (Van Breusegem y col., 2002).

> Guaiacol peroxidasa (POD): Se denomina guaiacol peroxidasa (EC 1.11.1.7) a
un conjunto de enzimas presentes en el citosol, la vacuola y la pared celular en las células vegetales
que, al igual que la catalasa y la ascorbato peroxidasa, tienen como sustrato al H>O», al cual reducen
hasta agua (Mehlhorn y col., 1996). Tanto esta enzima como la ascorbato peroxidasa son inducidas

por la presencia de metales pesados (Clijsters y col., 1999).

> Glutation reductasa (GR): La glutation reductasa (EC 1.6.4.2) es una enzima
que acttia reduciendo el glutation disulfuro (GSSG) a glutation (GSH) y necesita de la presencia de
NADPH como agente reductor. Tiene un importante papel en la regeneracion del glutation, y es
también parte del ciclo de Halliwell-Asada. En este ciclo, el glutatiéon se oxida para regenerar el
ascorbato. Es la ultima enzima implicada en el ciclo de Halliwell-Asada, ademas de jugar un
importante papel en numerosos procesos celulares (Inz¢é y Montagu, 1995). Esta enzima se localiza en
las plantas superiores en los plastidos y en el citosol (Mullineaux y Creissen, 1997).
A modo de representacion esquematica, en la siguiente figura (Fig. 6) se muestra un esquema

general de algunas de las enzimas implicadas en la defensa frente a las ROS.
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Figura 6: Esquema de algunas de las enzimas implicadas en la defensa frente a las ROS.

SOD superdxido dismutasa; POD peroxidasas; CAT catalasa; APX ascorbato peroxidasa; MDHAR
monodehidroascorbato reductasa; DHAR dehidroascorbato reductasa; GR glutation reductasa; ASC ascorbato
reducido; MDHA monodehidroascorbato; DHA dehidroascorbato; GSH glutation reducido; GSSG glutation
oxidado.

8.6 Antecedentes sobre efectos fisiologicos y bioquimicos en E. crassipes expuesta

a metales pesados.

Se han observado efectos en parametros fisioldgicos (concentracion de clorofilas, proteinas,
fosforo inorganico, peso seco, permeabilidad, etc.) en E. crassipes cuando se la expuso a Hg (Jana y
col., 1987), Cr (VI) (Jana y col., 1987, Satyakala y Kaiser, 1997, Mishra y col., 2009), Cd (Mishra y
col., 2007) y Cu (Hu y col., 2007), para diferentes tiempos de exposicion (de 24 hs a 28 dias) y
concentraciones de metal. En cuanto a alteraciones morfologicas (como clorosis, amarillamiento, etc.)
también han sido observadas en exposiciones a Cr (VI) (Satyakala y Kaiser, 1997).

Por otra parte, se ha demostrado que exposiciones a metales pesados tales como Hg (Jana y col.,
1987, Odjegba y Fasidi, 2007, Narang y col., 2008), Cr (VI) (Jana y col., 1987, Satyakala y Kaiser,
1997, Mishra y col., 2009), Cu (Alves y col., 2003, Odjegba y Fasidi, 2007), Cd (Sanita de Troppi y
col., 2007, Vestena y col., 2011), Ni, Zn y Pb (Odjegba y Fasidi, 2007) producen estrés oxidativo, en
esta especie de macrofita, observado en los efectos a nivel bioquimico (actividades de catalasas,
proteasas, peroxidasas y fosfatasa dcida-alcalina). En algunos de estos estudios también se ha detectado
el incremento de la concentracion de malondialdehido, lo cual es un indicio de la presencia de

peroxidacion lipidica (Hu y col., 2007, Narang y col., 2008).
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Algunos estudios profundizaron sobre la exposicion a metales pesados en combinacidon con
nutrientes, tales como nitrogeno (N) y fosforo (P). Como por ejemplo el realizado por Alves y col.
(2003), los cuales concluyeron que la exposicion a Cu con suplementacion de nutrientes produce
cambios positivos a nivel fisioldgico. Otro ejemplo de estudio de respuestas fisiologicas a la exposicion
combinada de Hg y exceso de nutriente, fue realizado por Caldelas y col. (2009). Luego de 8 semanas,
la acumulacion de P y S fue reducida por la presencia de HgCl,. En contraste, la adicion de HgCl»
incremento las concentraciones de Ca y Mg en las partes sumergidas (raices). La interaccion de la
exposicion combinada fue sinérgica, disminuyendo la concentracion de clorofila, P y Mn en las partes
emergentes (parte aérea). Mientras que la interaccion produjo un incremento de la concentracion de
Cay K en la parte sumergida.

De acuerdo a los trabajos citados, se observan cambios significativos en los pardmetros
fisioldgicos y de estrés oxidativo en plantas de E. crassipes, los cuales constituirian mecanismos para
establecer la homeostasis en su interior, tolerando asi la presencia de metales pesados. Finalmente,
cabe aclarar que es necesario investigar mas sobre estas respuestas para obtener una mejor
comprension de los efectos que provoca la exposicion a metales pesados. Asi también, en los wetlands
construidos, donde es utilizada esta macrofita, la presencia de mezclas de metales pesados y de
nutrientes (provenientes de efluentes cloacales) es muy comun, para lo cual seria indispensable la
investigacion adicional de los efectos de estos contaminantes en forma conjunta. Es de destacar, que
la mayoria de los estudios llevados a cabo en laboratorio, utilizan un medio de cultivo enriquecido, tal
como la solucion de Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950), lo cual, si bien favorece el crecimiento de
las plantas, no seria representativo de las condiciones de crecimiento en un ambiente natural.

En esta tesis se investigara los efectos sobre la Eichhornia crassipes ante la exposicion a
diferentes concentraciones de metales pesados (Cr (III), Ni (IT) y Zn (II)), tanto en forma aislada como
combinada y la influencia de la presencia de nutrientes. Este trabajo serd util para entender como las
plantas son capaces de ajustar las estrategias de desintoxicacion enzimatica con el fin de prevenir el

estrés oxidativo inducido por la exposicion a metales.
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9 OBJETIVOS

9.1 Objetivo General

Evaluar si los metales pesados (Cr (III), Ni (II) y Zn (II)) provocan modificaciones sobre
parametros fisiologicos (pigmentos fotosintéticos) y de estrés oxidativo (enzimas antioxidantes y

peroxidacion lipidica) en la macrofita Eichhornia crassipes, tanto en su parte aérea como en la raiz.

9.2 Objetivos especificos

v' Evaluar la tolerancia y la capacidad de sorcion de Cr (III), Ni (II) y Zn (II), en forma
aislada y combinada, de E. crassipes.

v" Determinar si existen cambios en las concentraciones de clorofilas y carotenoides de la
E. crassipes, en presencia de metales pesados.

v" Determinar si existen cambios en las actividades de las enzimas antioxidantes en E.
crassipes, sometida a estrés abiotico por presencia de metales pesados.

v" Determinar el dafio oxidativo en lipidos, a nivel de membrana celular, por la presencia
de metales pesados.

v" Evaluar como influye la presencia de nutrientes en la capacidad de sorcion de metales
en forma aislada y combinada.

v" Evaluar la influencia de la presencia de nutrientes en la respuesta a nivel fisiologico y
de estrés oxidativo de la macrofita E. crassipes cuando ésta es expuesta a metales pesados, en forma
aislada y combinada.

v' Evaluar si la combinacion de metales, en presencia y ausencia de nutrientes, influyen
sobre la sorcidon de cada metal y los cambios en los pardmetros fisiologicos y de estrés oxidativo que

estos producen en E. crassipes.
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10 HIPOTESIS

v' E. crassipes sera tolerante a la presencia de Cr (III), Ni (II) y Zn (II).

v' La presencia de metales pesados, en forma aislada y combinada, producira una
modificacion sobre la concentracion de clorofilas, carotenoides y del sistema de defensa enzimético
antioxidante en E. crassipes.

v' Elestrés oxidativo, inducido por la presencia de metales pesados, producira dafio a nivel
de membrana celular, ocasionando peroxidacion lipidica.

v' La presencia de nutrientes favorecera la tolerancia y disminuira la sorcion de metales
pesados por parte de las plantas.

v' La combinacion de metales y la presencia de nutrientes, afectaran la sorcion de metales

y modificara los efectos sobre los parametros fisiologicos y de estrés oxidativo.
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11 MATERIALES Y METODOS

11.1 Disefno Experimental

La especie vegetal seleccionada fue la macrofita flotante Eichhornia crassipes. Es una especie
que puede crecer muy rapidamente (Tchobanoglous y Burton, 1996) y adaptada a las condiciones
climaticas de la zona. Ademas presentd buenos resultados de acumulacion y tolerancia de metales
pesados en experiencias previas, realizadas por el grupo de investigacion (Maine y col., 1998, 2001,
Hadad y Maine, 2001, Hadad y col., 2007, 2011).

Antes de cada experiencia se realizaron campafas para la busqueda y colecta de muestras de
Eichhornia crassipes, en brazos del rio Paran4, en sitios no contaminados por descargas de efluentes

industriales o cloacales en las cercanias (Fig. 7).

(ﬂ&glc

Figura 7: Foto satelital del lugar de campafia (extraida de Google Earth).

Luego, las plantas recolectadas fueron aclimatadas en el laboratorio bajo condiciones controladas
en una camara de cultivo, realizada especialmente para esta investigacion. Las condiciones fueron las
siguientes: luz (1400 pmol m? s de densidad de flujo de fotones fotosintéticos), temperatura (24 + 3
°C) y humedad (50 + 10 %). La luz proviene de una mezcla de fluorescentes Sylvania Grolux (espectro

rojo y azul) y fluorescentes comunes. La camara de cultivo se observa en la Fig. 8.
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Figura 8: Fotografias de la camara de cultivo.

Después de 7 dias de aclimatacion, se seleccionaron plantas sanas y jovenes, de un tamafo
uniforme y un peso similar para los fines experimentales.

Dos litros de agua de red declorada y una planta (30 a 40 g de biomasa de planta fresca), fueron
dispuestos en cada una de los reactores plasticos experimentales. El agua de red se utiliz6 para simular
las condiciones del sistema acuatico natural. La composicion fisicoquimica del agua utilizada en los

experimentos fue la siguiente:

PARAMETROS VA_L ORES
(X+DE)
Conductividad 13442 (uS cm™)
pH 7,1+0,1
Oxigeno disuelto (DO) 7.6£0.10 (mg I'")
Fosforo reactivo soluble (PRS) 0.035+0.002 (mg 1)
Amonio (NH4") 0.550+0.019 (mg 1)
Nitrato (NO5) 0.6510.005 (mg I')
Nitrito (NO2") 0.008+0.001 (mg 1"
Calcio (Ca*") 10.3£0.8 (mg 1)
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Magnesio (Mg*")

3.8£0.5 (mg 1)

Sodio (Na") 13.741.0 (mg ')
Potasio (K") 3.50+0.5 (mg 1)
Cloruro (CI") 10.6+1.3 (mg 1)
Sulfato (SO4>) 8.0+1.8 (mg I'")

Bicarbonato (HCO3")

51.7+0.8 (mg I'")

Hierro Total (Fe) 5(uglh
Cromo total (Cr) ND (LD =2 ug 1)
Niquel (Ni) ND (LD =2 pgl™)
Zinc (Zn) ND (LD =5 pgl")

Tabla 6: Caracterizacion fisicoquimica del agua utilizada en los experimentos,

(ND =no detectado, LD = limite de deteccion).

En el Capitulo I, se describen las experiencias llevadas a cabo a corto plazo, en cadmara de
cultivo, bajo condiciones controladas, para evaluar la sorcion y el efecto sobre parametros fisiologicos
y de estrés oxidativo, de los metales pesados Cr (III), Ni (II) y Zn (II) (en forma aislada) a diferentes
concentraciones, entre ellas las concentraciones de metales usuales encontradas en los efluentes de los

wetlands construidos. Esquema de las experiencias (Fig. 9):

Concentracion del metal
(mg I'") Tiempo de exposicién

0hs 24 hs 48 hs 72 hs

Exp. 1 Exp. 2
Cr () | | Niqn

2] [
4 [
[¢] [3]
8][4

Figura 9: Esquema de las experiencias del Capitulo L.
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En el Capitulo II, se describen las experiencias llevadas a cabo en camara de cultivo, bajo

condiciones controladas, para evaluar la sorcion y el efecto sobre pardmetros fisiologicos y de estrés

oxidativo de soluciones con Cr (III), Ni (IT) y Zn (II) (en forma aislada) en combinacidn con nutrientes

(P y N) a fin de simular las condiciones del tratamiento de un efluente cloacal y un industrial en forma

conjunta como se hace en los wetlands bajo estudio. Las experiencias tuvieron una duracion de 5 dias.

Esquema de las experiencias (Fig. 10):

Concentracion del metal
(mg 1)

Nutrientes
(SmglldeP+15mglideN )

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
Cr (1ID) Ni (I Zn (ID)

[4] [2] [4]
[s] [] [d]
8] [ [o]

Figura 10: Esquema de las experiencias del Capitulo II.

Por ultimo, en el Capitulo III, se evalu6, bajo condiciones controladas, la sorcion y el efecto

sobre parametros fisiologicos y de estrés oxidativo de soluciones combinadas de Cr (II), Ni (I) y Zn

(IT) sobre E. crassipes, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes (P y N) (Fig. 11). Las

experiencias tuvieron una duracion de 5 dias.
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Concentracion del metal Nutrientes
(mg I'") (5mglldeP+15mglideN )

o] [cw

| Experiencia

|

[cram | [Niap | [zoap |

Figura 11: Esquema de las experiencias del Capitulo I1I.

Para las diferentes determinaciones llevadas a cabo en las experiencias, las plantas fueron
diseccionadas en dos partes, la aérea (consta de hoja y peciolo) y la raiz. Al comienzo y final de las
experiencias en laboratorio, se determind las concentraciones de metales en tejidos y las
concentraciones de clorofilas y carotenoides, asi como también el nivel de peroxidacion lipidica.
También se determinaron la actividades de enzimas involucradas en el sistema de defensa antioxidante
como: catalasa (CAT, EC 1.11.1.6), superdxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), guaiacol peroxidasa
(POD, EC 1.11.1.7) y la glutation reductasa (GR, EC 1.6.4.2). Dichas determinaciones se describen a

continuacion;

11.2 Determinaciones analiticas

11.2.1 Determinaciones de parametros fisicoquimicos en agua
Las determinaciones fueron realizadas por miembros del equipo de investigacion del Laboratorio
de Quimica Analitica de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Litoral.
Las determinaciones analiticas en agua se llevaron a cabo utilizando técnicas normalizadas de
APHA (1998). Las técnicas empleadas para determinar cada parametro se detallan a continuacion:
. Conductividad, OD y pH: la conductividad del agua se midid con un
conductimetro portatil marca YSI modelo 33. El OD (oxigeno disuelto) se midi6 con un oximetro

Horiba OM-14 y el pH con un peachimetro Orion.
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J Amonio (NH4"): nesslerizacion directa, previa precipitacion de interferencia
utilizando tartrato de sodio y potasio. El color amarillo desarrollado se mide a 425 nm con un
espectrofotometro.

. Nitrato (NOs3): medicion potenciométrica con electrodo selectivo
(Potenciometro y Electrodo Orion, sensibilidad 0,01 mg I'! NOj3", reproducibilidad + 2%), utilizando
método de adicion estandar.

. Nitrito (NO7): determinacién mediante método colorimétrico basado en la
diazotacion de acido sulfanilico con el nitrito presente en la muestra y posterior copulacion del
compuesto formado, con N-(1 naftil) etilendiamida de hidrocloruro, obteniéndose un compuesto
rosado que se lee con un espectrofotometro a 543 nm.

o Calcio (Ca**): volumetria quelatométrica con EDTA trabajando a pH=12
(llevado con NaOH) y utilizando murexida como indicador.

. Magnesio (Mg?*): se determina la concentracion de Mg por diferencia entre la
dureza total y el Ca.

o Sodio y Potasio (Na* y K*): por fotometria de emision de llama. Se utiliz6 un
fotometro marca Metrolab modelo 315.

. Cloruro (CI): titulometria por precipitacion con nitrato de plata (Método de
Mohr), utilizando dicromato de potasio como indicador.

. Sulfato (§04?): método turbidimétrico: En medio 4acido se precipita el sulfato
con cloruro de bario. Se mide la absorbancia de luz de la suspension formada en espectrofotometro a
420 nm y se determina la concentracion de sulfato por comparacion con curva de calibrado.

° Carbonato-Bicarbonato (HCO3): por volumetria dcido-base con hidroxido de
sodio, usando fenolftaleina y verde de bromo cresol como indicadores.

° Hierro, Cromo, Niquel y Cinc (Fe, Cr, Ni, Zn): se determinaron por
espectrofotometria de absorcion atomica (por llama o atomizacion electrotérmica, segin la
concentracion de la muestra, Perkin Elmer A Analyst 200, siguiendo los métodos propuestos por APHA

(1998).

11.2.2 Determinacion de metales en tejidos de plantas
Los vegetales se separaron en parte aérea (hoja-tallo) y raices y se secaron en estufa a 70 °C hasta
peso constante, se sometieron a digestion con HCI:HNOs3 (10:4) (Método USEPA 200.2, 1994). Luego,

las concentraciones de Cr, Ni y Zn se determinaron por espectrofotometria de absorcion atdmica con
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llama (Perkin Elmer AAnalyst 200). Se utilizaron soluciones estandar certificadas. Las
determinaciones se realizaron por triplicado. Las concentraciones se refirieron a peso seco.
El factor de translocacion (FT) se calculdé como la relacion entre la concentracion del metal en

las partes aéreas y las raices.

11.2.3 Determinacion de pigmentos fotosintéticos

Se tomaron hojas frescas por cada tratamiento y se usaron para estimar los pigmentos
fotosintéticos. Las concentraciones de clorofila y carotenoides se estimaron de acuerdo con el
procedimiento de Arnon (1949). Los pigmentos fotosintéticos se extrajeron de hojas frescas (0,5 g,
aproximadamente) utilizando 80% acetona fria, durante 48 h en la oscuridad a 3-5 ° C sin agitacion y
con la adicion de un pizca de carbonato de magnesio, para proteger y estabilizar los pigmentos. Los
extractos se filtraron y se midieron por espectrofotometria a 663, 646 y 470 nm. Las concentraciones

de pigmentos (mg g' PF) se calcularon de acuerdo a las ecuaciones de Wellburn (1994).

Ecuaciones utilizadas (Wellburn, 1994 ) (ug/ml)

Clorofila a = 12,21 Aes3 - 2,81 Aess

Clorofila b = 20,13 As4s - 5,03 Asss

Carotenoides = (1000 Aa7o - 3,27 Ca- 104 Cp) / 198

11.2.4 Determinacion de enzimas antioxidantes

Durante las experiencias se extrajo parte aérea (hojas-peciolo) y raiz (0.5-1 g PF,
aproximadamente) para la extraccion enzimatica de acuerdo a Pflugmacher y Steinberg (1997), con
modificaciones menores. Brevemente, los tejidos fueron colocados en un mortero y macerados hasta
polvo fino, en presencia de nitrégeno liquido. Los extractos enzimaticos se prepararon a partir de
plantas individuales (no pooles), llevandose a cabo a 4° C. Después de ser molido con nitrogeno
liquido, el material vegetal se homogenizé en tampon fosfato 0,1 M (pH 6,5), que contiene 20 % v(/v)
de glicerol, 1,4 mM de dithioerythritol (DTE) y 1 mM de écido etilendiaminotetraacético (EDTA), en
una relacion 2:1 (v/p). Por tltimo, los homogenatos se centrifugaron a 12000 g durante 15 min a 4° C.
El sobrenadante resultante, correspondiente a la fraccion soluble, fue utilizado como extracto

enzimatico, almacendndose en alicuotas separadas a -80° C. Para las mediciones de actividad
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enzimatica todas las operaciones se realizaron a 4°C, manteniendo las muestras en un bafo de hielo
hasta que los ensayos se completaran.
Las mediciones enzimadticas de cada muestra se llevaron a cabo por triplicado y fueron calculadas

segun el contenido proteico (Bradford, 1976).

11.2.4.1 Determinacion de catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6)

La enzima CAT cataliza la destruccion del peroxido de hidrogeno formando agua y oxigeno. Su
cuantificacion se determino segun el método propuesto por Aebi (1984) basado en la disminucion de
absorbancia, debida a la desaparicion del H2O2 que se produce a 240 nm y 30°C. La actividad

enzimatica de CAT se expresd como: pmol min' mg™! prot.

11.2.4.2 Determinacion de superoxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1)

La actividad SOD cataliza la dismutacion de superdxido a oxigeno y peroxido de hidrégeno. La
medicion de la actividad de la SOD se realizd seglin la metodologia de Giannopolitis y Ries (1977) y
Beyer y Fridovich (1987), mediante un ensayo basado en la inhibicion de la reduccion fotoquimica del

NBT (nitroblue tetrazolium). La actividad enzimatica de SOD se expresd como: U min' mg™! prot.

11.2.4.3 Determinacion de guaiacol peroxidasa (POD) (EC 1.11.1.7)
La actividad POD elimina el peréxido de hidrogeno utilizando guaiacol como donador de
electrones, que es transformado en tetraguaiacol. Para su determinacion se usé el método descrito por

Bergmeyer (1983). La actividad enzimatica de POD se expresd como: umol min! mg™! prot.

11.2.4.4 Determinacion de glutation reductasa (GR) (EC 1.6.4.2)

La actividad GR regenera el glutation reducido a partir de su forma oxidada, utilizando el
NADPH como poder reductor, pudiéndose medir la disminucion de absorbancia a 340 nm. El ensayo
se realizd de acuerdo a lo descrito por Edwards y col. (1990). La actividad enziméatica de GR se expreso

como: nmol min"! mg™! prot.

11.2.5 Determinacion de peroxidacion lipidica

El malonaldehido (MDA) es un aldehido citotoxico que se genera en pequeias cantidades
durante la peroxidacion de lipidos (lipoperoxidacion) (Aruoma y col., 1989). El contenido de MDA
se determino segun el método descrito por Heath y Packer (1968). Este método se basa en la reaccioén
del acido tiobarbitarico (TBA) con el grupo aldehido del MDA, formando un producto cromoforo
rosado con un maximo de absorcion a 532 nm. Puesto que algunos aminoécidos y otros compuestos
como el ascorbato también reaccionan con el TBA formando aductos que absorben en la zona cercana

a 532 nm, se propuso calcular siguiendo la ecuacion propuesta por Hodges y col. (1999).
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1) [(Abs532+1BA) - (Abs600+TBA) - (Abs532.tBA — Abs600.-1BA)] = A
2) [(Abs440+18A — Abs600+18A) 0,0571] =B
3) Equivalentes de MDA (nmol ml!) = (A — B/ 157000) 10°

La concentracion de MDA se expres6 como: nmol g PF (peso fresco).

11.3 Tratamiento estadistico de los resultados

Para el procesamiento de los datos se utilizo el software SPSS Statistics v20.

En todos los casos, a priori, la normalidad de los residuos se estudio graficamente (graficos P-P
y Q-Q) y mediante la prueba de Shapiro-Wilks. Se utilizo el test de Levene para comprobar la
homocedasticidad (corrobora si las variancias fueron homogéneas). Las comparaciones entre
tratamientos fueron analizadas por ANOVA con el test post-hoc de Duncan, para diferenciar medias
cuando se detectaron diferencias significativas. Todas las comparaciones tuvieron un nivel de
significacion de 0,05.

En el Capitulo I, se desarrollan las experiencias para evaluar si las diferentes concentraciones de
metales (en forma aislada), en un periodo de 72 hs con muestreo cada 24 hs, producen alteracion sobre
los parametros fisiologicos y de estrés oxidativo en E. crassipes. Se realizd6 un ANOVA de dos vias,
para comparar el efecto del tiempo y las concentraciones de los metales sobre los pardmetros
evaluados. En el Capitulo II, se desarrollan las experiencias para evaluar si la presencia de nutrientes
influye sobre la sorcion de metales y los cambios en los parametros fisioldgicos y de estrés oxidativo
que estos ultimos producen en E. crassipes. Se realiz6 el test estadistico ANOVA de una via, para
determinar si existieron diferencias significativas en los parametros medidos entre los diferentes
tratamientos (con y sin nutrientes). En el Capitulo III, se desarrollaron las experiencias para evaluar si
la combinacion de metales y la presencia de nutrientes, influyen sobre la sorcién de cada metal y los
cambios en los parametros fisiologicos y de estrés oxidativo que estos producen en E. crassipes. Se
realizo el test estadistico ANOVA de una via, para determinar si existieron diferencias significativas

en los parametros medidos entre los diferentes tratamientos.
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12 CAPITULO1

Acumulacion de Cr (III), Ni (II) v Zn (II) (en forma aislada) v sus
efectos sobre Eichhornia crassipes

12.1 Experiencia N° 1: Acumulacion de Cr (III) y sus efectos sobre Eichhornia

crassipes

12.1.1 Introduccion

El cromo no se considera un elemento esencial para la nutricion de las plantas (Shanker y col.,
2004, Mangabeira y col., 2011). Sin embargo, el Cr (III) y Cr (VI) pueden ser absorbidos por las
plantas utilizando diferentes mecanismos de captacion para cada especie de metal. La absorcion del
Cr (III) es de manera pasiva, ocurriendo por difusion simple, mientras que para el Cr (VI) la absorcion
es activa (Shewry y Peterson, 1974, Skeffington y col., 1976). En ambientes acuaticos, el Cr (III) es la
forma predominante, ya que la reduccién de Cr (VI) a Cr (III) se produce en presencia de materia
organica, de Fe (II) u otros agentes redox (Losi y col., 1994, Fendorf, 1995).

Por encima de las concentraciones umbral, el Cr (III) puede causar efectos toxicos debido a su
capacidad para combinarse con diversos compuestos organicos resultando en la inhibicioén de algunos
sistemas de metaloenzima (Shanker y col., 2004). Se ha demostrado que el Cr (III) estimula la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como los radicales superdxido (*O2), peréxido
de hidrogeno (H202) y radicales hidroxilo ("OH), ya sea por transferencia directa de electrones

involucrando cationes metalicos o como consecuencia de la inhibicion de reacciones metabdlicas

(Stohs y Bagchi, 1995).

12.1.2 Metodologia

Las plantas recolectadas fueron aclimatadas en el laboratorio bajo condiciones controladas,
explicadas en la seccion de Metodologia. Dos litros de agua de red y una planta (30 a 40 g de biomasa
de planta fresca) fueron dispuestos en reactores experimentales de plastico. Una solucion de Cr (III)
(preparada usando CrCl3.6H>O, marca Merck) fue agregada para obtener concentraciones de 2,4, 6y
8 mg 1! finales. El pH del agua se mantuvo entre 5,0 y 5,3 (se usé6 HCI 6 Na (OH)) para evitar la

precipitacion del metal. La duracion de la exposicion fue de 3 dias, tomandose muestras cada 24 hs.
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Acumulacion de Cr y translocacion
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Se observo un aumento en la concentracion de Cr en partes aéreas y raices con el aumento de la

concentracion de Cr en la solucion y los tiempos de exposicion (Fig. 1.1 y 1.2). Cuanto mayor fue la

concentracion de Cr en el agua, mayor fue la concentracion final de Cr en los tejidos vegetales (partes

aéreas y raices). Las mayores concentraciones de Cr se detectaron en las raices (Fig. 1.2). La mayor

acumulacion de Cr se observd en las partes aéreas durante las primeras 48 hs para las dos

concentraciones mas altas, mientras que para las dos concentraciones mas bajas, la mayor acumulacion

se produjo en las primeras 24 hs (Fig. I.1). Sin embargo, la mayor acumulacion de Cr en las raices se

produjo en las primeras 24 hs para todas las concentraciones de Cr en agua (Fig. 1.2).

De acuerdo con los FTs calculados (entre 0,02 y 0,06), el Cr no fue facilmente translocado a las

partes aéreas (Tabla L.1).
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Figura I.1: Acumulacion de Cr en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones y tiempos de
exposicion. Todos los valores son medias de triplicados + DE.
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Figura L.2: Acumulacion de Cr en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones y tiempos de
exposicion. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Concentracion
de Cr en agua Tiempo de exposicion (hs)
(mg 1) 24 48 72
2 0,033 0,037 0,032
4 0,019 0,037 0,041
6 0,033 0,019 0,042
8 0,032 0,026 0,060

Tabla I.1: Factor de Translocacion por acumulacion de Cr en plantas.

Efectos del Cr sobre los pigmentos fotosintéticos

La exposicion a Cr en las macroéfitas produjo respuestas fisioldgicas importantes. Clorofila a y
b exhibieron un incremento significativo para todas las concentraciones y tiempos de exposicion
analizados (Fig. I.3). Sin embargo, clorofila a para 2 y 4 mg 1! de Cr a las 72 hs, clorofila b para 2 mg
I'de Cralas 48 hs y 2, 4 y 6 mg I'" de Cr a las 72 hs, no mostraron diferencias significativas en
comparacion con el control. Las mayores concentraciones de clorofila a y b se observaron a las 24 hs
para las dos concentraciones mas bajas de Cr y a las 48 hs para las dos concentraciones mas elevadas
de Cr utilizadas. A las 72 hs, las concentraciones de clorofila @ y b se redujeron en comparacion con
las obtenidas a las 24 y 48 hs, pero sin diferencias significativas respecto al control.

Se observo un aumento significativo en las concentraciones de carotenoides para todas las

concentraciones de Cr a las 24 y 48 hs, seguido de una disminucion a las 72 hs, sin diferencias
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significativas respecto al control. Esta respuesta también estuvo de acuerdo con la observada para las

concentraciones de clorofilas a y b.
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Figura 1.3: Efectos del Cr sobre las concentraciones de pigmentos fotosintéticos de E. crassipes.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos del Cr sobre la actividad de CAT, POD, SOD y GR.

Las actividades de las enzimas antioxidantes se vieron afectadas por la exposicion de E.
crassipes a Cr (III), tanto en las raices como partes aéreas (Fig. 1.4).

La actividad de CAT aument6 significativamente solo a las 24 hs para 8 mg 1" de Cr (45,39 +
2,42 mol min"! mg! prot) en las partes aéreas, disminuyendo por debajo de los valores del control
después de 72 hs de exposicion. La actividad de POD mostré un aumento significativo respecto al
control para todos los tratamientos y tiempos de exposicion analizados. Sin embargo, es importante
sefialar que la actividad de POD mostré una tendencia de concentracion-respuesta en forma de
campana para las concentraciones de 6 y 8 mg I'' de Cr: el nivel de actividad aumentd acompafiado

del aumento de las concentraciones de Cr, hasta un valor maximo y luego disminuyd. Esta disminucion
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se observo a las 72 hs de exposicion. De manera similar a POD, la actividad de SOD aument6
significativamente en todos los tratamientos, mientras que a las 72 hs mostr6 una disminucion en
comparacion con los otros tiempos, lo que indica una tendencia de concentracidon-respuesta en forma
de campana, excepto para la concentracion de 8 mg 1! de Cr. Se observé un aumento significativo en
la actividad de GR sdlo a las 48 y 72 hs.

En las raices, la actividad CAT aument6 significativamente en todos los tratamientos. A las dos
concentraciones mas bajas de Cr, la enzima CAT mostr6 una respuesta en forma de campana con una
actividad méxima a las 48 hs y una disminucién a las 72 hs. Se observd un aumento significativo en
comparacion con el control para la actividad de POD para todos los tratamientos de Cr. En los
diferentes tiempos de exposicidon, se observd un aumento de la actividad de POD al aumentar la
concentracion inicial del metal en agua. La actividad de SOD aument6 significativamente en todos los
tratamientos y presentd una respuesta en forma de campana, a excepcion de la concentracion de 2 mg
I'! de Cr. Se observaron concentraciones maximas de actividad de SOD a las 48 hs para las
concentraciones de 4, 6 y 8 mg 1! de Cr. La actividad de GR aument6 significativamente para todas
las concentraciones de Cr y tiempos de exposicion. El patron de la respuesta de la enzima GR fue
similar a la respuesta de POD, que muestra un aumento de la actividad en funcion del aumento de la

concentracion de Cr en agua.
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Figura 1.4: Efectos del Cr sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes,
en parte aérea y raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.
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Efectos del Cr sobre la peroxidacion de lipidos

Los efectos del Cr sobre la concentracion de MDA se presentan en la Fig. I.5. En comparacion
con los controles, las concentraciones de MDA disminuyeron significativamente en las partes aéreas
a las 24 y 48 hs para todos los tratamientos, excepto para 2 mg 1! de Cr a las 48 hs, los cuales no
mostraron diferencias significativas respecto al control. La magnitud de la reduccion del MDA vario
de 10 a 22% con respecto al control. Sin embargo, se observd un aumento significativo a las 72 hs para
todas las concentraciones de Cr, lo que indica un aumento de la peroxidacion de lipidos en este tiempo.
Se observd que el aumento maximo de MDA fue para la concentracion de 2 mg I'! de Cr (58,70 + 4,63
nmol g! PF) a las 72 hs.

En las raices, la concentracion de MDA aument6 significativamente en 24 hs a las
concentraciones mas elevadas de Cr (4, 6 y 8 mg 1I'"), lo que indica un aumento en la peroxidacion de
lipidos con el aumento de las concentraciones de Cr. Se observo el mayor incremento (38% por encima
del control) a la exposicion de 8 mg 1! de Cr. Mientras que, se observé una respuesta en forma de
campana a las 48 y 72 hs, observandose los mayores incrementos a las 48 hs (4 mg 1! de Cr) y a las 72

hs (6 mg 1! de Cr).
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Figura L.5: Efectos del Cr sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en parte aérea y raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.
12.1.4 Discusion

Aunque el Cr (IIT) es un elemento no esencial para las plantas, E. crassipes acumulo este metal
de manera eficiente, especialmente a bajas concentraciones, en concordancia con lo observado por
otros autores (Delgado y col., 1993, Soltan y Rashed, 2003).

E. crassipes acumul6 mayores concentraciones de Cr en las raices que en las partes aéreas de la

planta, lo cual ha sido también observado para otros metales (Ingole y Bhole 2003, Maine, et al 2004,
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Paiva y col., 2009, Mangabeira y col., 2011, Hadad y col., 2011). La baja concentracién del metal en
las partes aéreas de E. crassipes puede ser debido a la lenta movilidad del metal después de ser tomado
por las raices. Zhang y col. (2008) emplearon la espectrometria infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR) para estudiar las paredes de las células de la raiz de las plantas tratadas con Cr, sugiriendo que
-OH y COO- se asociaron con Cr en soluciones acuosas, lo que podria constituir un mecanismo para
la acumulacion de Cr. Mangabeira y col. (2004) emplearon microscopia ionica detectando grandes
cantidades de Cr en el cilindro vascular de E. crassipes, tanto en raices como tallos. Ademas, estos
autores observaron Cr en el parénquima de transporte, lo que indica que estas células eran responsables
de llevar el metal desde las raices hasta las hojas.

La acumulacion de Cr puede reducir el crecimiento, inducir clorosis en las plantas jovenes,
reducir la concentracion de pigmentos y causar modificaciones ultraestructurales de los cloroplastos y
las membranas celulares (Barton y col., 2000, Chatterjee y Chatterjee, 2000, Cervantes y col., 2001,
Panda y Choudhury, 2005). Sin embargo, en esta experiencia, la concentracion de pigmentos
fotosintéticos aumentd a bajas concentraciones de Cr después de la exposicién a corto plazo. En
coincidencia con nuestros resultados, Paiva y col. (2009) encontraron que el Cr (III) podria
eventualmente aumentar la fotosintesis y la concentracion de clorofila. En otro estudio, El-Bassam
(1978) informd6 que el Cr (IIT) a bajas concentraciones promueve el crecimiento vegetal y también
estimula la sintesis de clorofila y la actividad fotosintética. Observaciones similares fueron hechas por
Bonet y col. (1991), quienes encontraron que las bajas concentraciones de Cr (III) pueden aumentar la
concentracion de clorofila mediante la mejora de la disponibilidad de Fe biologicamente activo en el
tejido vegetal. Se sabe que las concentraciones bajas o moderadas de metales pesados no afectan o
incluso mejoran algunas funciones metabdlicas tales como la nutricion mineral, fotosintesis y el
crecimiento, mientras que mayores concentraciones de metal reducen las funciones metabolicas
(Mysliwa-Kurdziel y col., 2004, Gratio y col., 2005). Este fenomeno, que describe que las sustancias
pueden ser beneficiosas en bajas concentraciones y letal a mas altas, se ha explicado hace mas de un
siglo como la ley de Arndt-Schulz (Schulz, 1887). Luego fue introducido el término "hormesis"
(Southam y Erhlich, 1943) como una perturbacion de la homeostasis, en los organismos, debido al
estrés ambiental inducido. Algunos autores han propuesto que la hormesis podria ser desencadenada
por ciertos tipos de estrés, como aquellos que desatan la sobreproduccion de ROS (Cedergreen y col.,
2007). Por esta razon, se analizd la actividad de enzimas asociadas con el estrés oxidativo como
biomarcadores para detectar la toxicidad inducida por el metal.

Las ROS se producen en las plantas como resultado de las principales reacciones enzimaticas,
pero también parecen ser un accidente inevitable, por ejemplo, el O," formado por la cadena de

transporte de electrones del cloroplasto. Aunque las concentraciones fisiologicas de ROS tienen
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funciones importantes en las senales de estrés, las cantidades en exceso pueden causar estrés oxidativo,
que de mantenerse, conduce a la muerte celular. Los lipidos de membrana son las principales dianas
celulares en ser susceptibles a dafio oxidativo, siendo la peroxidacion de lipidos un proceso mediado
por radicales libres (Repetto y col., 2012, Sharma y col., 2012). El Cr (IIT) puede perturbar el equilibrio
entre la generacion de ROS y su eliminacién, lo que causa la acumulacion de MDA en las plantas,
resultando en un dafio oxidativo. Como un mecanismo de defensa, las enzimas antioxidantes juegan
un papel importante en la proteccion de las células ante las ROS. En esta experiencia, las
concentraciones mas altas de Cr indujeron un aumento significativo, en las partes aéreas, de MDA a
las 72 hs, indicando la presencia de estrés oxidativo. Por otro lado, se observd una disminucion
significativa en la concentracion de MDA a las 24 y 48 hs, respecto al control, lo cual indicaria que un
mejor mecanismo protectivo puede estar operando en las plantas a tiempos tempranos. En las raices,
se observd un aumento en las concentraciones de MDA asociado con el aumento de las
concentraciones de Cr en agua a las 24 hs, revelando el dafo oxidativo a lipidos. En general, una
respuesta en forma de campana, fue observada en las actividades enzimaticas. Un aumento
significativo en las actividades enziméaticas para las dos concentraciones mas bajas de Cr y una
disminucion para las dos concentraciones mas altas de Cr, fue observado. Esta disminucion podria ser
interpretada como un signo de citotoxicidad debido a un exceso de produccion de ROS que llevo a una
caida en la actividad del sistema antioxidante que no pudo evitar el dafo inducido por el metal. La
induccion de las actividades de un grupo particular de enzimas se considera que desempefia un papel
importante en la estrategia de defensa celular contra el estrés oxidativo (Van Assche y col., 1990,
Moller y col., 2007). El aumento de las actividades enzimaticas antioxidantes observado en F.
crassipes, le proporcioné en cierta manera la capacidad de adaptarse a moderadas concentraciones de
Cr.

La presencia de una respuesta hormética podria ser establecida por la relacion entre la
acumulacion de Cr y la activacion de la defensa antioxidante. Este efecto hormético podria ser debido
a la adaptacion de las plantas a través de la activacion de las defensas por sefializacion cruzada, ya que
un mecanismo de defensa implica la existencia de sistemas sensores de metal que regulan la expresion
de genes a través de cascadas de transduccion de sefiales celular (Poschenrieder y col., 2013). Es
importante sefialar que este estudio no se llevé a cabo con el objetivo de investigar la posible respuesta
hormética sino para dilucidar los efectos del Cr sobre la fisiologia y bioquimica de E. crassipes.
También es importante destacar que el presente estudio se realizd bajo condiciones controladas de
laboratorio donde se utilizo agua de red como medio. Poschenrieder y col. (2013) establecieron que
las plantas utilizadas para experimento en laboratorio, incluso bajo condiciones controladas tienen

tasas de crecimiento suboptimas debido a los estreses latentes, suponiendo que sus rendimientos son

68



Lic. Gonzalez, César Ivan -2015-

los mejores. Sin embargo, estas circunstancias pueden hacer que las bajas concentraciones de iones
toxicos contribuyan a la reduccion de estrés y la estimulacion del crecimiento. Por lo tanto, los
contaminantes pueden inducir respuestas homeostaticas beneficiosas con un espaciamiento adecuado
de las dosis y concentraciones usadas, siendo responsables de incrementar la habilidad de defensa y el

reparo del dafio celular en organismos (Calabrese y Baldwin 2003a, b).

12.2 Experiencia N° 2: Acumulacion de Ni (II) y sus efectos sobre Eichhornia

crassipes

12.2.1 Introduccion

El niquel es considerado un micronutriente esencial para las plantas (Eskew, 1983, Marschner,
1995, Ragsdale, 1998) ya que es un constituyente de enzimas implicadas en el metabolismo y la
fijacion biologica del nitrogeno, siendo también el ion central en el centro activo de la ureasa (Watt y
Ludden, 1999). La sorcidon de niquel en las plantas se lleva a cabo principalmente por los sistemas de
raices a través de difusion pasiva, asi como por transporte activo (Seregin y Kozhevnikova, 2006, Chen
y col., 2009). Sin embargo, estos mecanismos de sorcion varian de acuerdo a las especies de plantas,
el compuesto de niquel y su concentracion en la solucion (Vogel-Mikus y col., 2005). Por arriba de las
concentraciones umbrales, el niquel puede resultar toxico para las plantas (Parida y col., 2003,
Gajewska y Sklodowska, 2005, Drzewiecka y col., 2012). No obstante, el sistema enzimatico
antioxidante puede ser estimulado bajo estrés por Ni, ayudando esto a la tolerancia del mismo
(Baccouch y col., 1998, Randhawa y col., 2001, Gajewska y Sklodowska, 2007, Jocsak y col., 2008,
Wang y col., 2009).

Recientemente cambios ecofisiologicos y bioquimicos en plantas acuéticas expuestas a niquel,
han sido estudiados. Maleva y col. (2004) analizaron concentraciones de Ni entre 0.025 y 0.25 mg mlI
!, concluyendo que dichas concentraciones afectaron la fotosensibilizacion y causaron una
disminucién en la velocidad de fotosintesis en plantas flotantes y sumergidas. Zhao y col. (2008)
expusieron Hydrocharis dubia a concentraciones de Ni entre 0.5 y 4 mM, concluyendo que el Ni fue
fuertemente fitotoxico a las altas concentraciones estudiadas. Singh y Pandey (2011) expusieron Pistia
stratiotes a concentraciones de Ni entre 0.01 y 10 mg 1"}, demostrando que Ni ocasiono sintomas de
toxicidad visibles a altas concentraciones y también un incremento de las actividades de las enzimas
antioxidantes a bajas concentraciones de Ni. Doganlar y col. (2012) informaron que concentraciones
de Ni entre 0.25 y 16 mg I'! causé estrés oxidativo en Lemna gibba. Sin embargo, existen escasos

reportes sobre los efectos del Ni sobre E. crassipes. Hadad y col. (2009, 2011) evaluaron la exposicion
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de E. crassipes a 1 mg 1"! de Ni, durante el periodo de 30 dias, observando un efecto negativo sobre de

la longitud media de la raiz, el nimero de hojas, la biomasa y la concentracion de clorofila.

12.2.2 Metodologia

Las plantas fueron aclimatadas en el laboratorio bajo condiciones controladas, explicadas en la
seccion de Metodologia. Dos litros de agua de red declorada y una planta (30 a 40 g de biomasa de
planta fresca) fueron dispuestos en reactores experimentales de plastico. La solucion de Ni (II)
(preparada usando NiCl,.6H>O, marca Merck) fue agregada para obtener concentraciones de 1, 2,3 y
4 mg I"! finales. El pH del agua se mantuvo entre 6.3 y 6.5 (usando HCI e Na (OH)) para evitar la

precipitacion del metal. La duracion de la exposicion fue de 3 dias, tomandose muestras cada 24 hs.

12.2.3 Resultados

Acumulacion de Niy translocacion

La concentracion de Ni en los tejidos de las plantas (partes aéreas y raiz), increment6 tanto en
términos de tiempo de exposicidon y concentracion inicial del metal en agua (Fig. 1.6 y 1.7). Las
mayores concentraciones de Ni se determinaron en las raices, siendo encontradas concentraciones 10
veces mas altas que en las partes aéreas. La mayor acumulaciéon de Ni fue observada durante las
primeras 24 hs tanto en partes aéreas como en raices. Las concentraciones de Ni en las partes aéreas
continud incrementando significantemente a lo largo del tiempo. En raices, la concentracion de Ni no
incremento significantemente a lo largo del tiempo luego de las primeras 24 hs para las dos
concentraciones mas bajas de Ni, mientras que sigui® aumentando para las dos mas altas
concentraciones. De acuerdo con los FTs calculados (entre 0,027 y 0,093), el Ni no fue facilmente

translocado a las partes aéreas (Tabla L1.2).
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Concentracion
de Ni en agua Tiempo de exposicion (hs)
(mg 1) 24 48 72
1 0,027 0,033 0,043
2 0,068 0,093 0,092
3 0,060 0,062 0,072
4 0,066 0,068 0,087

Tabla 1.2: Factor de Translocacion por acumulacion de Ni en plantas.

Efectos del Ni sobre los pigmentos fotosintéticos

La concentracion de los pigmentos fotosintéticos fue significantemente afectada por los
diferentes tratamientos con Ni en E. crassipes (Fig. 1.8). Los tratamientos de 3 y 4 mg 1! de Ni
produjeron un incremento significativo en las concentraciones de Cl a en las primeras 24 hs.
Comparando con el control, un incremento significativo en las concentraciones de Cl a fue observado
para todos los tratamientos a las 48 hs. Este incremento observado en Cl a vari6 entre 12.11-45.85 %
por sobre los valores del control. Luego, las concentraciones de Cl a disminuyeron para todos los
tratamientos con Ni a las 72 hs, aun asi, sin presentar diferencias significativas con el control.

Respecto del control, la concentracion de Cl b incremento6 significativamente para todos los
tratamientos de Ni a las 24 hs, mientras que solo presentdé diferencias significativas para las
concentraciones de 2 y 3 mg 1! de Ni a las 48 hs. Incrementos por mas del 50% sobre el control fueron
observados a las 24 hs (3 y 4 mg I'! de Ni) y 48 hs (2 mg I de Ni). Luego, a las 72 hs las
concentraciones de Cl b disminuyeron para todos los tratamientos de Ni en comparacién con las
observadas en los otros tiempos de exposicion, pero sin diferencias significativas con el control.

Las concentraciones de carotenoides incrementaron significativamente para las tres
concentraciones mas altas de Ni a las 48 hs. Luego, las concentraciones de carotenoides disminuyeron
significativamente para los tratamientos de 2, 3 y 4 mg 1! de Ni a las 72 hs. La exposicion a la menor

concentracion de Ni no mostré diferencias significativas con el control a lo largo del experimento.
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Figura 1.8: Efectos del Ni sobre las concentraciones de pigmentos fotosintéticos de E. crassipes.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos del Ni sobre la actividad de CAT, POD, SOD y GR.

Las actividades de las enzimas antioxidantes se vieron afectadas por la exposicion a Ni (II) tanto
en las raices como partes aéreas (Fig. 1.9).

En la parte aérea, la actividad de la enzima CAT incremento significativamente solo a las 24 hs
para las dos concentraciones mas altas de Ni y a las 48 hs para las dos mas bajas concentraciones. Este
incremento observado vari6 entre 15.33-44.91 % sobre los valores del control. Una disminucién
significativa de alrededor del 32 % por debajo de los valores del control fue observada luego de 72 hs
de exposicion, para las dos mas altas concentraciones de Ni. En la parte aérea, existido un incremento
significante en la actividad de la enzima POD con el incremento de la concentraciones de Ni y los

tiempos de exposicion, excepto para el tratamiento de 1 mg 1" de Ni. Los incrementos observados
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variaron entre 87.02-420.83 % sobre el control. La actividad de la enzima SOD increment6
significativamente para todos los tratamientos, excepto para el tratamiento con 1 mg 1" de Ni a las 24
hs. Es importante sefialar que para las dos mas bajas concentraciones de Ni la actividad de SOD
increment6 durante las primeras 48 hs y luego se mantuvo casi constante. Mientras que, para las dos
mas altas concentraciones de Ni, la actividad SOD incremento significativamente durante las primeras
24 hs, para luego disminuir. Los incrementos observados variaron entre 49.99-228.86 % sobre los
valores del control. La actividad de la enzima GR mostrd un incremento significativo para todos los
tratamientos con Ni a las 48 hs de exposicion. Luego, para las dos mas bajas concentraciones de Ni, la
actividad de GR se mantuvo casi constante, siendo significativamente inferior a las actividades de GR
obtenidas para las dos mas altas concentraciones de Ni al final del experimento.

En raiz, la actividad de CAT en los tratamientos con las dos mas bajas concentraciones de Ni no
mostré diferencias significativas con el control a lo largo del tiempo. Mientras que, un incremento
significativo se observo en la actividad de CAT a las 24 hs para las dos mas altas concentraciones de
Ni, seguido por una disminucion de la actividad enzimatica. A las 72 hs, la actividad de CAT
disminuy¢ significativamente por mas del 20 % respecto del control. Las actividades de SOD y POD
incrementaron significativamente respecto del control para todos los tratamientos con Ni y tiempos de
exposicion. La actividad de POD aument6 entre el 47.13 y el 205.11 % sobre el control. Mientras que,
la actividad de SOD aument6 entre el 30.67 y el 201.77 % sobre el control. No se observaron cambios
significativos durante las 48 hs en las actividades de GR, en raiz. Sin embargo, un incremento

significativo fue observado para las dos mas altas concentraciones de Ni a las 72 hs.
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Figura 1.9: Efectos del Ni sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes,
en parte aérea y raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos del Ni sobre la peroxidacion de lipidos
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Los efectos del Ni sobre la concentracion de MDA se presentan en la Fig. 1.10. En la parte aérea
un incremento significativo fue observado en las primeras 48 hs para las dos mas altas concentraciones
de Ni, mientras que la concentracion de MDA para las dos mas bajas concentraciones de Ni no presento
diferencias significativas con el control. La concentracion de MDA disminuyd significativamente a las
72 hs para todos los tratamientos realizados.

En raiz, una disminucién significativa en la peroxidacion lipidica fue observado durante las
primeras 48 hs, excepto para las mas altas concentraciones de Ni. Las concentraciones de MDA
aumentaron significativamente a las 72 hs para todos los tratamientos, no presentando diferencias
significativas con el control a las dos mas bajas concentraciones de Ni tratadas. Sin embargo, a las dos
mas altas concentraciones de Ni, la concentracion de MDA fue significantemente mayor que las del
control, observandose un aumento en la peroxidacion lipidica con el aumento en las concentraciones

de Ni a la que es expuesta la planta.
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Figura 1.10: Efectos del Ni sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en parte aérea y raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

12.2.4 Discusion

E. crassipes mostrd una concentracion de Ni significativamente mayor en las raices que en las
partes aéreas, lo cual concuerda con lo previamente informado en la bibliografia (Turnquist y col.,
1990, Zhu y col., 1999, Soltan y Rashed, 2003, Hadad y col., 2009, 2011, Hammad, 2011). Tanto en
parte aérea como en raiz, la mayor acumulacion de Ni ocurri6 en las primeras 24 hs. Luego, la
concentracion de Ni en raiz continué aumentando lentamente para las dos concentraciones mas altas
de tratamiento. Esta rapida sorcion inicial de Ni, seguida de una fase lenta estd de acuerdo con los
descrito por Turnquist y col. (1990), quienes encontraron que E. crassipes sometida a una exposicion

a Ni exhibi6 dos fases de sorcion, lo que sugiere que a mayores concentraciones de Ni los sitios de
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intercambio 16nico en las raices (proceso de difusion) se saturan rapidamente, haciendo que el proceso
de sorcion se frene (Turnquist y col., 1990).

Los valores de TFs indicaron una pobre translocacion de Ni. Se ha informado ampliamente que
los metales se acumulan en los tejidos de la raiz como una estrategia de tolerancia (Taylor y Crowder,
1983, Sinha y Gupta, 2005, Hadad y col., 2009, 2011, Mufarrege y col., 2010, Vymazal, 2011, Hechmi
y col., 2014). Ademas, Seregin y Kozhevnikova (2006) informaron que la retencion de Ni en las raices
puede deberse a la retencion en los sitios de intercambio de cationes de las paredes de las células del
parénquima del xilema y la inmovilizacion en las vacuolas de las células. El confinamiento del metal
en las raices es conocido por ser un proceso de defensa primario con el fin de proteger el aparato
fotosintético en las hojas (Drazkiewicz y Baszynski, 2005).

La concentracion de pigmentos fotosintéticos en las plantas es un buen indicador de la toxicidad
de los diferentes metales (Burton y col., 2004, Kolotov y col., 2004). El deterioro de la maquinaria
fotosintética en plantas expuestas a un exceso de Ni, ha sido informado en la literatura (Seregin y
Kozhevnikova, 2006). Aun asi, en nuestro estudio, las concentraciones de clorofila presentan
incrementos significativos respecto del control a las 24 y 48 hs de exposicion, disminuyendo a las 72
hs, pero sin mostrar diferencias significativas con el control. Una respuesta similar observo Gopal y
col. (2002), quienes encontraron que a una concentracion de Ni de 5.87 mg 1"! o mas baja, plantas de
Vigna radiata mostraron un crecimiento positivo y un aumento en las concentraciones de los
pigmentos fotosintéticos. En el mismo sentido, el incremento en la concentracion de pigmentos
fotosintéticos puede ser debido a una mejora en la asimilacion urea-N por el suplemento de Ni, porque
la clorofila es un compuesto que contiene N (Barker, 1989). La concentracion de carotenoides también
mostr6d un aumento significativo a las 48 hs, seguido de una disminucion significativa a las 72 hs. Esta
respuesta no fue sorprendente, considerando que los carotenoides no solo son componentes esenciales
del aparato fotosintético, sino que también son protectores esenciales contra el dano fotooxidativo,
actuando como eliminadores de radicales libres evitando la peroxidacién de lipidos (Hou y col., 2007).
La disminucion de la concentracion de carotenoides observada a las 72 hs podria ser resultado de un
aumento de la degradacion oxidativa de este pigmento por el estrés oxidativo impuesto.

Se sabe que si las concentraciones de Ni se elevan por encima del limite tolerable por la planta,
el metal puede inducir la generacion de ROS en la misma (Boominathan y Doran, 2002) y por lo tanto
se puede generar estrés oxidativo, como se evidencia en la presente investigacion y otras (Pillay y col.,
1996, Gonnelli y col., 2001, Gajewska y col., 2006). Las discrepancias entre los datos relativos a la
respuesta de las enzimas antioxidantes de la planta ante el estrés por Ni, pueden explicarse por las
diferencias en la tolerancia de la planta, las variaciones de las condiciones de experimentacion, asi

como las concentraciones de Ni utilizadas. En la literatura podemos encontrar informacion sobre las
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respuestas de defensa antioxidantes de E. crassipes al tratamiento con metales pesados (Odjegba y
Fasidi, 2007, Narang y col., 2008a,b, Gonzalez y col., 2014, Malar y col., 2014, Puzon y col., 2014).
En nuestro estudio, las enzimas antioxidantes mostraron respuesta variables a diferentes
concentraciones de Ni y tiempos de exposicion. Un aumento significativo generalizado de las
actividades de CAT, POD, SOD y GR, fue observado. Este incremento de las actividades de las
enzimas antioxidantes en respuesta a la exposicion a Ni, también se ha informado en plantas de cultivo
tales como Zea mays (Baccouch y col., 1998) y Oryza sativa (Maheshwari y col., 2009) y en macroéfitas
como Hydrilla verticillata (Sinha y col., 2003), Nasturtium officinale (Duman y Ozturk, 2010), Pistia
stratiotes (Singh y col., 2011) y Lemna gibba (Doganlar y col., 2012). Es importante sefialar que CAT
tuvo una disminucién significativa en las actividad tanto en la parte aérea como en raiz para las
concentraciones mas altas de Ni, al final del experimento. Esta disminucion podria deberse a un exceso
de produccion de ROS, probablemente mediante la inactivacion de la enzima unida al grupo hemo
(Willekens y col., 1995).

El MDA es el principal producto de la peroxidacion lipidica en las plantas estan bajo estrés
oxidativo y se utiliza a menudo como un indicador de la extension del dafio oxidativo (Chen y col.,
2009). En el presente estudio, la concentracion de MDA aument6 significativamente en las partes
adreas en las primeras 48 hs, para las dos concentraciones mas altas de Ni. Esto podria ser debido a
que las partes aéreas de la planta son mas sensibles a las ROS, cuyo aumento fue causado por el
aumento de la concentracion de Ni en este tejido. Sin embargo, el aumento significativo observado en
las actividades de las enzimas antioxidantes, resultd en una disminucion del dafio oxidativo, lo cual se
evidencia por una disminucion en la concentracion de MDA al final del experimento. Esta respuesta
también se observo cuando se expuso E. crassipes a Pb, en parte aérea y raiz (Malar y col., 2014).

En las raices, se observo una disminucion significativa en la concentracion de MDA a las 48 hs,
lo cual indica que un mecanismo enzimatico antioxidante protector se activo durante las primeras horas
de exposicion para las concentraciones de exposicion mas bajas de Ni. Esto estd en concordancia con
el aumento de las actividades enzimaticas antioxidantes observadas. A las dos concentraciones mas
altas de Ni, la acumulacion del metal contintia en las raices, esto mantiene una concentracion elevada
de ROS, produciendo un dafo oxidativo celular, que se observa por el aumento en la concentracion de
MDA al final del experimento.

Segun los resultados obtenidos, el aumento de la concentracion de pigmentos fotosintéticos y de
las actividades de las enzimas antioxidantes indicaron que E. crassipes tiene capacidad para tolerar

concentraciones moderadas de Ni.
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12.3 Experiencia N° 3: Acumulacion de Zn (IT) y sus efectos sobre Eichhornia

crassipes

12.3.1 Introduccion

El Zn, se encuentra en aguas residuales como resultado de su uso en aleaciones, industrias
textiles, funguicidas, laboratorios quimicos y farmacéuticos, etc. El Zn es uno de los mas importantes
micronutrientes esenciales para el crecimiento vegetal (Broadley y col., 2007). Asimismo, constituye
parte de las metaloenzimas y es cofactor de varias enzimas como anhidrasas, deshidrogenasas,
oxidasas y peroxidasas (Hewitt, 1983). También, juega un papel importante en la regulacién del
metabolismo del nitrogeno, la multiplicaciéon celular, la fotosintesis y la sintesis de auxinas (Shier,
1994). La deficiencia de Zn ha sido reportada como un estimulante del incremento de la permeabilidad
de membrana y exudacion de metabolitos (Cakmak y Marschner, 1988, Cakmak, 2000), lo cual sugiere
que el Zn juega un importante rol en la estabilizacién de membranas. Sin embargo, el Zn puede ser
toxico para las plantas cuando sobrepasa concentraciones umbrales. Un estrés por Zn puede reducir la
capacidad de enraizamiento, disminuir la concentracién de pigmentos fotosintéticos y causar clorosis
en las hojas (Castiglione y col., 2007, Tewari y col., 2008). Se ha demostrado que el estrés por Zn
aumenta la generacion de ROS, causando peroxidacion lipidica y alterando la actividad de muchas

enzimas antioxidantes (Artetxe y col., 2002, Tripathi y col., 2004).

12.3.2 Metodologia

Luego de la recoleccion, las plantas fueron aclimatadas en el laboratorio bajo condiciones
controladas, las cuales fueron explicadas y detalladas en la seccion de Metodologia. Dos litros de agua
de red declorada y una planta (30 a 40 g de biomasa de la planta fresca) fueron dispuestos en reactores
experimentales de plastico. La solucion de Zn (II) (preparada usando ZnCl>.6H>O, marca Merck) fue
agregada para obtener concentraciones de 2, 4, 6 y 9 mg I'!. El pH del agua se mantuvo entre 7.0 y 7.2

para evitar la precipitacion del metal. La duracion de la exposicion fue de 3 dias, tomandose muestras

cada 24 hs.

12.3.3 Resultados

Acumulacion de Zn y translocacion

La concentracion de Zn aument6 en partes aéreas como en raices tanto con el aumento de la
concentracion de Zn en el agua como con los tiempos de exposicion (Fig. I.11 y 1.12). Las mayores

concentraciones de Zn se observaron en raiz, siendo estos valores hasta 50 veces mas que los

79



Lic. Gonzalez, César Ivan -2015-

observados en la parte aérea. La mayor acumulacion de Zn, se observo en las partes aéreas durante las
primeras 24 y 48 hs para las dos concentraciones mas altas, mientras que para las dos concentraciones
mas bajas, la mayor acumulacion se produjo a las 72 hs. En raices, la mayor acumulacion de Zn se
produjo en las primeras 24 hs para todos los tratamientos. La concentraciéon de Zn no incrementd
significantemente a lo largo del tiempo, en raices, luego de las primeras 24 hs para las dos
concentraciones mas altas de Zn. De acuerdo con los FTs calculados (entre 0,03 y 0,06), el Zn no fue

facilmente translocado a las partes aéreas (Tabla 1.3).
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Figura I.11: Acumulacion de Zn en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones y tiempos
de exposicion. Todos los valores son medias de triplicados + DE.
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Figura I.12: Acumulacion de Zn en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones y tiempos de
exposicion. Todos los valores son medias de triplicados + DE.
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Concentracion
de Zn en agua Tiempo de exposicion (hs)
(mg 1) 24 48 72
2 0,043 0,035 0,049
4 0,035 0,034 0,048
6 0,045 0,044 0,047
9 0,039 0,045 0,067

Tabla 1.4: Factor de Translocacion por acumulacion de Zn en plantas.

Efectos de Zn sobre pigmentos fotosintéticos

La acumulacion de Zn en las macrofitas no produjo cambios fisioldgicos importantes (Fig. 1.13).

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de Cl a durante los tratamientos, a

excepcion de la exposicion de 6 mg 1! de Zn a las 48 hs. En cuanto a las concentraciones de Cl b, no

se observaron diferencias significativas en las primeras 24 y 48 hs, respecto del control. A las 72 hs se

observo un aumento significativo de las concentraciones de Cl b para todos los tratamientos con Zn.

En cuanto a la concentracion de carotenoides, no fue afectada durante las primeras 48 hs, mientras que

a las 72 hs se produjo un aumento significativo de las concentraciones para todos los tratamientos,

respecto del control.
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Figura 1.13: Efectos del Zn sobre las concentraciones de pigmentos fotosintéticos de E. crassipes.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos de Zn sobre la actividad de CAT, POD, SOD y GR.

Las actividades de las enzimas antioxidantes fueron afectadas por la exposicion a Zn (II) tanto
en las raices como las partes aéreas, en E. crassipes (Fig. 1.14).

En partes aéreas, la actividad de la enzima CAT no presentd diferencias significativas durante
las primeras 48 hs, respecto del control. Sin embargo, a las 72 hs, para las dos concentraciones mas
bajas de Zn, las actividades presentaron un aumento significativo, no asi para las dos concentraciones
mas altas, donde no hubo diferencias significativas en comparacion al control. Un aumento
significativo en la actividad de POD se observé en todos los tratamientos con Zn y para todos los
tiempos de exposicion. Cabe destacar que para las dos concentraciones mas altas de Zn, a las 72 hs, se
observo una disminucion de la actividad respecto de los tiempos anteriores. Mientras que, para las dos
concentraciones mas bajas de Zn, la actividad de POD continué en aumento a lo largo del tiempo. La
actividad de la enzima SOD, en parte aérea, aumento significativamente para todas las concentraciones
de Zn y tiempos de exposicion estudiados. Un aumento significativo se registrd en la actividad de GR
durante las primeras 48 hs para todos los tratamientos, respecto del control. Mientras que, a las 72 hs,
para los tratamientos con las dos concentraciones mas bajas de Zn, se observo un aumento significativo
de la actividad GR. Por el contrario, para los otros dos tratamientos no hubo diferencias significativas
entre las actividades de GR observadas con las del control.

En raices, la actividad CAT aument6 significativamente para los tratamientos de 2, 4 y 6 mg 1!
de Zn, en los tres tiempos de exposicion, mientras que presentd una disminucion significativa de su
actividad para el tratamiento de 9 mg 1! de Zn a las 72 hs. La actividad de POD aument6

significativamente para todas las concentraciones de Zn y tiempos de exposicion, respecto del control.
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En raiz, SOD tuvo un aumento significativo en su actividad para todos los tratamientos y tiempos de

exposicion, respecto del control. Mientras que para las dos mas bajas concentraciones la actividad de

SOD continu6 aumentando a lo largo del tiempo, se observd que para las dos mas altas

concentraciones, la actividad SOD sufri6 una disminucién a las 72 hs, respecto de los tiempos

anteriores. La actividad GR tuvo un aumento significativo, para todas las concentraciones de Zn y

tiempos de exposicion.
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Figura 1.14: Efectos del Zn sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes,
en parte aérea y raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos de Zn sobre la peroxidacion de lipidos

Los efectos del Zn sobre la concentracion de MDA se presentan en la Fig. 1.15. En parte aérea,

durante los primeros dos tiempos de exposicion, no se observaron diferencias significativas en las

concentraciones de MDA respecto del control, a excepcion del tratamiento de 9 mg 1! de Zn a las 48

hs, el cual mostr6 un aumento significativo. Mientras que, a las 72 hs, para las dos concentraciones

mas altas de Zn, se observd una disminucion significativa de las concentraciones de MDA. La

magnitud de la reduccion del MDA fue de mas del 20 %.

En las raices, la concentraciéon de MDA no fue afectada por los tratamientos.
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Figura 1.15: Efectos del Zn sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes,
en parte aérea y raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.
12.3.4 Discusion

E. crassipes acumuld las mayores concentraciones de Zn en raices, siendo la translocaciéon muy
escasa, en concordancia con lo observado por otros autores (Denga y col., 2004, Miretzky y col., 2004,
Hasan y col., 2007, Mishra y Tripathi, 2009, Hadad y col., 2011, Yapoga y col., 2013). La escasa
translocacion puede deberse a la union del metal a las paredes celulares de la raiz (Wainwright y
Woolhouse, 1977), como asi también por la formaciéon de complejos metdlicos con compuestos
solubles (acidos organicos y aminoacidos) (Turner y Marshall, 1972) o uniéndose a proteinas
especificas, contribuyendo de esta manera a la tolerancia del mismo.

En las hojas de las plantas, se ha observado que el Zn preferentemente se acumula en los
cloroplastos (Van Assche y Clijsters, 1986), donde puede interactuar directamente con las membranas
de los tilacoides (Szalontai y col., 1999). Esta interaccion puede inhibir la sintesis de clorofilas,
produciendo una reduccion de la concentracion de las mismas. Mishra y Tripathi (2009), observaron
una disminucidn de la concentracion de clorofilas debido a la acumulacion de Zn en E. crassipes, luego
de un periodo de 7 dias de incubacion. Hadad y col. (2011) informaron una disminucion significativa
de la concentracion de clorofila, cuando se expuso E. crassipes a 1 mg 1" de Zn por un periodo de 30
dias. En nuestro trabajo, las concentraciones de Zn utilizadas no afectaron las concentraciones de los
pigmentos fotosintéticos durante las primeras 48 hs de tratamiento. Sin embargo, es importante
destacar que a las 72 hs de tratamiento, para todas las concentraciones de Zn, se observo un aumento
significativo de clorofila b y carotenoides. Esta respuesta puede deberse a que la presencia de Zn, en
la parte aérea, genera la produccion de ROS, causando un estrés oxidativo, como varios estudios

reportan (Madhava Rao y Sresty, 2000, Cuypers y col., 2001, Artetxe y col., 2002, Tewari y col.,
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2008). Por lo tanto, considerando que los carotenoides no solo son componentes esenciales del aparato
fotosintético, sino que también son protectores esenciales contra el dafno fotooxidativo, actuando como
eliminadores de radicales libres evitando la peroxidacion de lipidos (Hou y col., 2007), es de esperarse
esta respuesta. Resultados similares reportaron Wang y col. (2009), quienes observaron un aumento
en la concentracion de clorofila total (a + b) en las hojas de Hydrilla verticillata, cuando se expuso la
macrdéfita a 0,05 y 0,5 mg I'! de Zn, por el periodo de 7 dias. Sin embargo, en la misma experiencia,
una disminucién en la concentracion de clorofila total y sintomas de necrosis, se observaron en las
hojas cuando se expuso la macréfita a concentraciones mayores a 10 mg I'! de Zn.

Un exceso de Zn puede generar estrés oxidativo, aumentando la produccién de ROS, causando
peroxidacion lipidica y alterando la actividad de enzimas antioxidantes en plantas terrestres (Madhava
Rao y Sresty, 2000, Cuypers y col., 2001), organismos acuaticos como algas (Li y col. 2006, Tripathi
y col., 2006) y plantas acudticas (Artetxe et al, 2002, Wang y col., 2009, Radic y col., 2010). En este
contexto, el estrés oxidativo producido por el exceso de Zn incrementa la peroxidacion lipidica y la
permeabilidad de las membranas, disminuyendo el contenido de sulthidrilos (Tripathi y Gaur, 2004).
En nuestro experimento observamos un aumento significativo, en general, de las actividades de las
enzimas antioxidantes. Yuan y col. (2009), observaron en hojas de la macrofita Alternanthera
philoxeroides, que al ser expuesta a concentraciones de Zn (entre 0,25 y 5 mM) por el periodo de 5
dias, las actividades de SOD y CAT aumentaron significativamente. Resultados similares también
fueron observados en otra macroéfita, H. verticillata, expuesta a concentraciones de entre 5 y 30 mg I°
! de Zn, por el periodo de 7 dias (Wang y col., 2009). También existen reportes de incremento de la
actividad de las enzimas antioxidantes por estrés con Zn, en plantas terrestres (Prasad y col., 1999,
Tripathi y col., 2006, Tewari y col., 2008). Esto puede ser considerado como una evidencia
circunstancial de un aumento de la produccién de radicales libres bajo el estrés por Zn en E. crassipes.
No obstante, el incremento observado en las actividades de las enzimas que participan del sistema
antioxidante de E. crassipes favorecieron la tolerancia del estrés producido por Zn. Esto se vio
reflejado en la peroxidaciéon lipidica, medida como concentracion de MDA, la cual no tuvo una
variacion significativa respecto del control en raiz, para todos los tratamientos y tiempos de exposicion.
En la parte aérea, las concentraciones de MDA no variaron respecto del control durante las primeras
48 hs, destacandose una disminucion significativa para las dos mas altas concentraciones de Zn. Esta
dualidad de afectar positivamente las actividades de las enzimas antioxidantes y no producir
peroxidacion lipidica, permitiria concluir que el Zn es un metal con potenciales propiedades
antioxidantes. En la literatura se sugiere que el Zn juega un papel importante en la proteccion del DNA
y de las membranas del dafio causado por reaccion con las ROS (Cakmak, 2000). Finalmente, se ha

demostrado que la presencia de Zn puede proteger a las plantas contra el estrés oxidativo inducido por
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otros metales pesados (Aravind y Prasad, 2003, Aravind y Prasad, 2004, Aravind y Prasad, 2005,
Aravind y col., 2009, Cherif'y col., 2011, Tkalec y col., 2014)
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13 CAPITULO II

Influencia de la presencia de nutrientes en la acumulacion y efectos de
Cr (III), Ni (II) v Zn (II) (en forma aislada) sobre Eichhornia crassipes

13.1 Introduccion general

Los nutrientes y metales pesados juegan un rol muy importante en el crecimiento y desarrollo de
las plantas. Dentro de los diferentes nutrientes que necesita la planta para crecer, es ampliamente
aceptado que el nitrogeno (N) y el fosforo (P) son nutrientes limitantes importantes para el crecimiento
de las macrofitas y la produccion primaria en los ecosistemas acuaticos (Downing, 1997, Kilhman y
Hecky, 1988, Kalff, 2002). En su habitat natural, las macroéfitas usualmente son expuestas a diferentes
concentraciones de metales y nutrientes. Mientras que, en los wetlands construidos para el tratamiento
de aguas residuales, las condiciones a las que son expuestas las plantas son completamente diferentes,
encontrandose concentraciones de metal y nutrientes usualmente mas elevadas, las cuales producen
efectos toxicos sobre las mismas.

Sin embargo, se ha demostrado que el enriquecimiento con nutrientes mejora la tolerancia de las
macrofitas a los metales (la mayoria de los estudios realizados a escala de laboratorio) y por lo tanto
permitiria el desarrollo de la vegetacion en los humedales artificiales en las concentraciones de metales
que de otro modo causarian su muerte. Gothberg y col. (2004) expusieron Ilpomoea aquatica a Hg (11),
Pb (II) y Cd (II), reportando que a bajas concentraciones de nutrientes (bajos porcentajes de solucion
Hoagland) se observo una alta acumulacion de metales y mayores efectos toxicos inducidos por estos.
Por otra parte, Hadad y col. (2007) expusieron Salvinia herzogii a diferentes concentraciones de Cr
(IIT), Ni (IT) y Zn (II), tanto en presencia como en ausencia de nutrientes (P y N). Concluyeron que la
tasa de crecimiento relativo, la biomasa de laraiz y la concentracion de clorofila fueron correlacionadas
negativamente con las concentraciones de los metales (en las experiencias sin nutrientes), mientras que
la adicion de nutrientes atenud estos efectos. Por otro lado, Elodea nuttallii € Hydrilla verticillata
fueron expuestas a una combinacion de Cd (II), Zn (II) y varias concentraciones de P por Wang y col.
(2009). Sus resultados sugirieron que la interaccion entre P y Cd+Zn es antagonista. La disminucion
en la eficiencia fotosintética y el incremento de ROS (que provoco estrés oxidativo), fueron observados
en presencia de metales, mientras que el agregado de P, disminuyd parcialmente estos efectos.

Mufarrege y col. (2010) evaluaron los efectos de P sobre Pistia stratiotes cuando es expuesta a Cr (I1I)
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+ Ni (IT) + Zn (II). La adicién de P al tratamiento con combinacién de metales atenud la disminucion
en el crecimiento de las plantas y la longitud de las raices, causando también un incremento
significativo en las areas de seccion transversal de los vasos del metaxilema, sugiriendo que el P
incremento la tolerancia a los metales. Asimismo, en Lemna minor 'y Spirodela polyrhiza el agregado
de nutrientes (P, N y S) suprimié y atenud los efectos negativos sobre la tasa de crecimiento relativo y
los niveles de pigmentos fotosintéticos (Leblebici y Aksoy, 2011). Sin embargo, Bian y col. (2013)
evaluaron los efectos de concentraciones de N y P sobre la toxicidad de Ag (I) en Lemna gibba,
demostrando que la macrofita fue mas sensible a la plata cuando la concentracion de los nutrientes fue
mayor. Por lo tanto, la presencia en exceso de nutrientes, también podria ser perjudicial. Di Luca y col.
(2013) evaluaron los efectos de diferentes concentraciones de P y N, en forma aislada y combinada,
sobre Pistia stratiotes al ser expuesta a Cr (III). Concluyeron que la adicion simultdnea de P y Ny la
adicion aislada de P (5 mg 1-1) y N (5mg 1) favorecen la tolerancia a Cr (I1I), mientras que la adicion
de P (10 mg 1) y N (10 mg I'") incrementan su toxicidad.

En cuanto a la especie en estudio (E. crassipes), Campanella y col. (2005) compararon en un
wetland construido para tratamiento de un efluente cloacal (con concentracion media de P de 5 mg I’
1, la morfologia de esta especie en la entrada y salida del humedal, durante el periodo de 3 meses.
Informaron que las plantas se desarrollaron mas, en especial la parte aérea, a la entrada del humedal,
donde la concentracion de P era mayor. Por otra parte, las plantas que se encontraban a la salida del
wetland desarrollaron mucho mas, el largo de sus raices. El mismo estudio report6d un incremento en
el numero de los vasos y en el area de la seccion transversal de las raices y vasos del metaxilema de
las plantas que crecen en la entrada del wetland. En otro estudio, llevado a cabo por Hadad y col.
(2009), se evaluo los efectos morfologicos sobre E. crassipes expuesta a Ni (II) y P, durante un periodo
de 30 dias. La longitud media de la raiz, el nimero de hojas, la biomasa y la concentracion de clorofila
fue afectada negativamente por la exposicion al Ni (II), mientras que estos parametros incrementaron
significativamente por la exposicion al P, en comparacion al control. Sin embargo, no existen registros
de investigaciones que se hayan llevado a cabo para estudiar los efectos de la presencia de nutrientes
en E. crassipes cuando es expuesta a metales pesados, en especial, sobre parametros de estrés

oxidativo.

13.2 Experiencia N° 1: Influencia de la presencia de nutrientes en la acumulacion

y efectos de Cr (III) sobre Eichhornia crassipes
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13.2.1 Metodologia

Las plantas recolectadas fueron aclimatadas en el laboratorio bajo condiciones controladas,
explicadas en la seccion de Metodologia. Dos litros de agua de red y una planta (30 a 40 g de biomasa
de planta fresca) fueron dispuestos en reactores experimentales de plastico. Una solucion de Cr (III)
(preparada usando CrCl;.6H,0) fue agregada para obtener concentraciones de 4, 6 y 8 mg 1! finales.
En forma paralela se realizaron otros tratamientos, con las mismas concentraciones de Cr (III) pero
con el agregado de nutrientes: 5 mg I'! de P y 15 mg I"! de N (concentraciones de nutrientes usuales
encontradas en los efluentes de los wetlands construidos). El pH del agua se mantuvo entre 5,5 y 6,5
(se us6 HC1 6 Na (OH)) para evitar la precipitacion del metal. La duracion de la exposicion fue de 5

dias, tomandose las muestras al finalizar la experiencia.

13.2.2 Resultados

Acumulacion de Cr

En las Fig. II.1 y I1.2, se observa un aumento significativo en la concentracion de Cr en partes
aéreas y raices con el aumento de la concentracion de Cr en la solucidn, tanto en presencia como en
ausencia de nutrientes. Las mayores concentraciones de Cr se determinaron en las raices (Fig. 11.2),
con concentraciones hasta 15 veces mas. No se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones finales del metal, en la parte aérea, entre los mismos tratamientos de Cr, en presencia
y ausencia de nutrientes. Mientras que en raices, la presencia de nutrientes provocé una disminucion
significativa (entre el 11,89 y 23,43 %) de la concentracion del metal en comparacion con los

tratamientos donde no se adiciond nutrientes.
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Figura II.1: Acumulacion de Cr en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones de Cr, en
presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados = DE.
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Figura I1.2: Acumulacion de Cr en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones de Cr, en
presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre pigmentos fotosintéticos

La acumulacioén de Cr en las macrofitas produjo cambios fisiologicos significativos (Fig. 11.3),
tanto en presencia como en ausencia de nutrientes.

No hubo diferencias significativas entre el control con y sin nutrientes, para ningunos de los
pigmentos fotosintéticos. Todos los tratamientos de Cr en ausencia de nutrientes produjeron una
disminucion significativa de la concentracion de Cl a y b, como también de los carotenoides, respecto
del control. Se observaron disminuciones, respecto del control, de hasta un 39,64 % para Cl a, 21,95
% para Cl b y de hasta un 35,02 % para las concentraciones de carotenoides, en los tratamientos en
ausencia de nutrientes. Sin embargo, estas disminuciones no tuvieron diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos de Cr, en ausencia de nutrientes.

La presencia de nutrientes afectd significativamente la concentraciéon de los pigmentos
fotosintéticos. En Cl a no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con nutrientes
y el control, pero si existid una diferencia significativa cuando se compar6 con los tratamientos de Cr
en ausencia de nutrientes. Hubo aumento en la concentracion de Cl a de un 35,46 a un 56,07 %, en los
tratamientos con nutrientes, comparados con aquellos en ausencia de los mismos. En la concentracion
de CI b se observd una diferencia significativa solo para los tratamientos con las dos mayores
concentraciones de Cr en presencia de nutrientes, comparados con el control, con un aumento de mas
del 40 %. Mientras que, la concentracion de Cl b aument?6 significativamente en un 37,97 a 91,93 %
en los tratamientos con nutrientes comparados con aquellos tratamientos de Cr en ausencia de los
mismos. En cuanto a la concentracién de carotenoides, solo los tratamientos con las dos mayores

concentraciones de Cr, en presencia de nutrientes, tuvieron diferencias significativas con el control,
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con un aumento de mas del 58 %. Al comparar la concentracion de carotenoides en los tratamientos
con nutrientes con aquellos donde no se agregaron, se observd un aumento significativo. Estos

aumentos variaron entre 44,26 y 85,71 %.
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Figura IL1.3: Efectos de diferentes concentraciones de Cr sobre las concentraciones de pigmentos
fotosintéticos de E. crassipes, en presencia y ausencia de nutrientes.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre la actividad de CAT, POD, SOD y GR.

Las actividades de las enzimas antioxidantes en E. crassipes, fueron afectadas por la exposicion
a Cr en todo el tejido vegetal, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes (Fig. 11.4).

En parte aérea, solo el tratamiento de 8 mg 1! de Cr afecto significativamente disminuyendo la
actividad de CAT comparado con el control. Mientras que la presencia de nutrientes no afectod
significativamente las actividades de CAT respecto del control. En cuanto a la diferencia entre los
tratamientos con y sin nutrientes, solo se observd un aumento significativo de la actividad de CAT

(23,83%) en el tratamiento de 8 mg 1! de Cr. Se observd una disminucion significativa de las
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actividades de POD, cuando se expuso E. crassipes a 6 y 8 mg 1" de Cr, comparando con el control.
La presencia de nutrientes incrementd significativamente las actividades de POD, para las dos mas
bajas concentraciones de Cr, comparado con el control. En los tratamientos con nutrientes se vio
incrementada significativamente la actividad de POD (entre 43,48 y 85,37 %). La actividad de la
enzima SOD, en parte aérea increment6 significativamente, tanto en presencia como en ausencia de
nutrientes para todos los tratamientos de Cr, respecto de los controles. Es de destacar que las
actividades de SOD aumentaron significativamente con el aumento de la concentracion de Cr en
solucidn, para los tratamientos en ausencia de nutrientes. Estos aumentos variaron entre un 34,21 a
77,45 %, en funcidn de cada control. Al comparar los tratamientos de Cr con y sin nutrientes, solo se
observo una diferencia en el tratamiento de 8 mg 1", presentando un disminucion significativa del
15,49 %. Los tratamientos con las dos mayores concentraciones de Cr, produjeron una disminucion
significativa de las actividades de GR, respecto del control. Por otra parte, los tratamientos con las dos
menores concentraciones de Cr, pero en presencia de nutrientes, produjeron un aumento significativo
de la actividad de GR, respecto al control. Al comparar los tratamientos de Cr con y sin nutrientes, se
observd un aumento significativo de las actividades de GR, en los tratamientos con nutrientes, que
variaron entre 29,37 y 84,67 %.

En raices, la exposicion a las dos mayores concentraciones de Cr produjo en E. crassipes una
disminucién significativa de la actividad de CAT, respecto del control. Para los tratamientos con
nutrientes, las actividades de CAT no tuvieron diferencias significativas respecto del control. Al
comparar los tratamientos de Cr con y sin nutrientes, solo se observo diferencias significativas en las
actividades de CAT, para las dos mayores concentraciones de Cr. Las actividades de POD, en raiz,
disminuyeron significativamente (entre un 37,22 y 49,88 %) para todos los tratamientos de Cr sin
nutrientes, respecto del control. Solo los tratamientos con las dos menores concentraciones de Cr, en
presencia de nutrientes, presentaron un aumento significativo respecto del control. Al comparar los
tratamientos con y sin nutrientes, se observd que la presencia de nutrientes provoca un aumento
significativo de las actividades de POD, desde 48,5 a 124,42 %. Es de destacar que una disminucion
significativa en las actividades de POD se observd en los tratamientos con nutrientes, al aumentar la
concentracion de Cr en solucion. Las actividades de SOD, en raiz, aumentaron significativamente para
todos los tratamientos de Cr, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, respecto a sus
controles. Los tratamientos donde hubo presencia de nutrientes presentaron actividades de SOD
significativamente menores (del 25,89 a 45,63 %) a los tratamientos donde habia ausencia de
nutrientes. La actividad de GR solo se vio disminuida significativamente para los dos tratamientos de
mayor concentracion de Cr, en ausencia de nutrientes, respecto del control. Las actividades de GR en

los tratamientos con nutrientes no presentaron diferencias significativas respecto de su control. Sin
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embargo, se observo que para las dos concentraciones mayores de Cr en solucion, la presencia de

nutrientes incremento significativamente la actividad de GR (un promedio del 42 %), en comparacion

a los tratamientos sin nutrientes.
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Figura I1.4: Efectos del Cr sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes, en ausencia 'y
presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre la peroxidacion de lipidos

Los efectos del Cr sobre la concentracion de MDA se presentan en la Fig. IL.5, tanto en presencia
como en ausencia de nutrientes.

En parte aérea, no se observaron diferencias significativas en las concentraciones de MDA entre
los controles con y sin nutrientes. Se observo un aumento significativo de las concentraciones de MDA,
para todos los tratamientos de Cr (sin nutrientes), respecto del control. Estos aumentos variaron entre
un 19,36 y un 37,70 %. Por el contrario, en presencia de nutrientes las concentraciones de MDA
aumentaron significativamente solo para los tratamientos de 6 y 8 mg 1! de Cr, respecto del control.
Al comparar los tratamientos de Cr, con y sin nutrientes, se observo una disminucion significativa de
las concentraciones de MDA, entre un 13,14 y 20,98 %.

En las raices, no existieron diferencias significativas entre los controles con y sin nutrientes. Los
tratamientos de Cr sin nutrientes presentaron un aumento significativo de las concentraciones de MDA,
entre un 22,32 y 52,41 % respecto del control. Solo los tratamientos de 6 y 8 mg 1"! de Cr, con agregado
de nutrientes, aumentaron significativamente respecto del control. Sin embargo, al comparar los
tratamientos con y sin nutrientes, observamos que la adicion de nutrientes produce una disminucion

significativa (entre 12,09 y 23,77 %) en las concentraciones de MDA para cada tratamiento.
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Figura IL.5: Efectos del Cr sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en ausencia y presencia de
nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

13.2.3 Consideraciones finales de la experiencia N° 1

E. crassipes acumul6 Cr en sus raices, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, pero
en presencia de nutrientes las concentraciones fueron significativamente menores. Se observd que en
parte aérea no hubo diferencias significativas en las concentraciones de Cr tanto para los tratamientos
en presencia o ausencia de nutrientes.

En cuanto al sistema fotosintético, la presencia de nutrientes favorecio de alguna manera el
sostenimiento o continuidad de la actividad fotosintética, ya que las concentraciones de clorofila como
de carotenoides fueron mayores en los tratamientos con nutrientes respecto de los tratamientos solo
con el metal. Dichas concentraciones se mantuvieron con valores cercanos al control o aumentaron
por encima de él.

Por otro lado, la presencia de nutrientes favorecio la respuesta enzimatica antioxidante ante el
estrés producido por el Cr, aumentando significativamente las actividades de POD (en parte aérea
como en raiz). La actividad de GR, en parte aérea, también se vio favorecida en los tratamientos de Cr
con nutrientes, pero solo para las dos concentraciones mas bajas de Cr. Las demds enzimas, si bien
incrementaron su actividad en presencia de nutrientes, al compararlas con los tratamientos sin
nutrientes, no tuvieron diferencias significativas respecto de los controles.

En los tratamientos de Cr sin nutrientes existié dafio oxidativo debido a que se observd un
aumento en las concentraciones de MDA, tanto en parte aérea como en raiz. En los tratamientos con
nutrientes, se pudo observar una disminucion significativa de las concentraciones de MDA, respecto
de los tratamientos sin nutrientes. Sin embargo en los tratamientos de 6 y 8 mg 1! de Cr, tanto en parte

aérea como en raiz, alin en presencia de nutrientes, se observé un aumento significativo de las
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concentraciones de MDA respecto del control, permitiendo concluir la existencia de peroxidacion

lipidica.

13.3 Experiencia N° 2: Influencia de la presencia de nutrientes en la acumulacion

y efectos de Ni (IT) sobre Eichhornia crassipes

13.3.1 Metodologia

Las plantas recolectadas fueron aclimatadas en el laboratorio bajo condiciones controladas,
explicadas en la seccion de Metodologia. Dos litros de agua de red y una planta (30 a 40 g de biomasa
de planta fresca) fueron dispuestos en reactores experimentales de plastico. Una solucion de Ni (II)
(preparada usando NiCl>.6H,0) fue agregada para obtener concentraciones de 2, 3 y 4 mg 1! finales.
En forma paralela se realizaron otros tratamientos, con las mismas concentraciones de Cr (III) pero
con el agregado de nutrientes: 5 mg 1! de P y 15 mg I'! de N. El pH del agua se mantuvo entre 6,3 y
6,5 (se us6 HC1 6 Na (OH)) para evitar la precipitacion del metal. La duracion de la exposicion fue de

5 dias, tomandose las muestras al finalizar la experiencia.

13.3.2 Resultados

Acumulacion de Ni

Se observo un aumento significativo en las concentraciones de Ni, tanto en parte aérea como en
raiz, con el aumento en la concentracion de Ni en solucidn, tanto en presencia como en ausencia de
nutrientes (Fig. I1.6 y I1.7). Las mayores concentraciones de Ni se determinaron en las raices (Fig.
I1.7), con concentraciones hasta 10 veces mas que las de la parte aérea. No se encontraron diferencias
significativas entre las concentraciones finales del metal, en la parte aérea y raiz, entre los mismos

tratamientos de Cr, en presencia y ausencia de nutrientes.
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Figura I1.6: Acumulacion de Ni en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones de Ni, en
presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.
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Figura I1.7: Acumulacion de Ni en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones de Ni, en
presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre pigmentos fotosintéticos

Se observaron cambios fisiollgicos significativos por la acumulacion de Ni, tanto en presencia
como en ausencia de nutrientes (Fig. I1.8).

No se observaron diferencias significativas entre el control con y sin nutrientes, para ningunos
de los pigmentos fotosintéticos. En ausencia de nutrientes, se observd una disminucion significativa
de la concentracion de Cl a en todos los tratamientos con Ni, respecto del control. Dichas
disminuciones en las concentraciones de Cl a, variaron entre un 20,82 y un 38,59 %. Por otra parte, en
presencia de nutrientes, solo el tratamientos de 4 mg 1! de Ni, present6 una disminucion significativa
(del 22,17%) en la concentracion de Cl a respecto del control. Al comparar los tratamientos de Ni, con

y sin nutrientes, se observd que en presencia de nutrientes hay una mayor concentracion de Cl a. Estas
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diferencias, estadisticamente significativas, van entre un 29,59 y 46,42 %, respecto de los tratamientos
sin nutrientes.

La concentracion de Cl b solo fue afectada en el tratamiento de 4 mg ' de Ni, en ausencia de
nutrientes, observandose una disminucion significativa de un 22,33 %, respecto del control. En los
tratamientos de Ni, en presencia de nutrientes, no se observaron diferencias significativas en las
concentraciones de Cl b respecto del control. Solo se observo una diferencia significativa en la
concentraciéon de Cl b, entre los tratamientos de 4 mg 1"! de Ni, con y sin nutrientes, siendo 24,19 %
mayor la concentracion en el tratamiento con nutriente.

La concentracién de carotenoides fue afectada significativamente en los tratamientos de 2 y 4
mg 1! de Ni, sin nutrientes, con un aumento y disminucion, respectivamente, al compararse con el
control. En los tratamientos de Ni en presencia de nutrientes, se observd un aumento en la
concentracion de carotenoides para las dos mas bajas concentraciones de Ni, respecto del control. Al
comparar los tratamientos de Ni, con y sin nutrientes, se observd que la presencia de nutrientes

favorecio significativamente el aumento en la produccion de carotenoides.
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Figura IL.8: Efectos de diferentes concentraciones de Ni sobre las concentraciones de pigmentos
fotosintéticos de E. crassipes, en presencia y ausencia de nutrientes.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre la actividad de CAT, POD, SOD y GR.

Las actividades de las enzimas antioxidantes en E. crassipes, fueron afectadas por la exposicion
a Ni (III) en todo el tejido vegetal, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes (Fig. I1.9).

En parte aérea, los tratamientos con las dos mayores concentraciones de Ni, en ausencia de
nutrientes, disminuyeron significativamente la actividad de CAT, entre un 25,20 y 35,17 % respecto
del control. Los mismos tratamientos (6 y 8 mg I'' de Ni) pero en presencia de nutrientes, también
presentaron una disminucion significativa (entre 23,98 y 20,86 %) en la actividad de CAT, respecto
del control. Al comparar las actividades de CAT, entre los tratamientos de Ni, con y sin nutrientes,
solo en el tratamientos de 8 mg 1! de Ni existe una diferencia significativa, siendo mayor la actividad
de CAT (24,97 %) en el tratamiento con nutrientes. La actividad de la enzima POD, en la parte aérea,
solo se vio afectada para el tratamiento con 2 mg 1! de Ni, tanto en presencia como en ausencia de
nutrientes. Un incremento significativo del 89,50 % y del 117,68% se observo en la actividad de POD,
para el tratamiento de menor concentracion de Ni, en ausencia y presencia de nutrientes,
respectivamente. Los demas tratamientos no tuvieron diferencias significativas, tanto en presencia
como en ausencia de nutrientes, respecto de los controles. Se observo un incremento significativo en
la actividad de SOD respecto de los controles, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, para
las dos mayores concentraciones de Ni a la que fue expuesta E. crassipes. Sin embargo, dichos
aumentos (entre 83,37 y 142,21 %) no tuvieron diferencias significativas al ser comparados entre
tratamientos. La actividad de GR tuvo un aumento significativo, en parte aérea, para el tratamiento de
2 mg I'! de Ni, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, respecto de los controles. Sin

embargo, para los dos tratamientos con mayor concentracion de Ni, se observd una disminucion
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significativa de la actividades de GR (entre el 12,16 y 16,39 %), tanto en presencia como en ausencia
de nutrientes, respecto de los controles.

En raices, todos los tratamientos con Ni, en ausencia de nutrientes, produjeron una disminucién
significativa de la actividad de CAT (entre el 12,16 y 40,93 %) respecto del control. Mientras que en
presencia de nutrientes, solo los tratamientos con las dos mayores concentraciones de Ni produjeron
una disminucion significativa de la actividad de CAT (entre el 33,92 y 35,56 %), respecto del control.
No se observaron diferencias significativas en las actividades de CAT, entre los tratamientos con y sin
nutrientes. Al igual que las respuestas observadas en la actividad de la enzima CAT, POD presentd
una disminucion significativa de la actividad ( entre 38,57 y 54,11 %) para los tratamientos de 3 y 4
mg I de Ni, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, respecto de los controles. No se
observaron diferencias significativas en las actividades entre los tratamientos con y sin nutrientes.
Todos los tratamientos de Ni, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, presentaron un
aumento significativo de la actividad de SOD (entre 74,50 y 217,17 %) respecto de los controles. Se
observo que la actividad de SOD, en raiz, aument6d con el aumento de la concentracion de Ni en
solucion. La presencia de nutrientes disminuy6 significativamente la actividad de SOD en los
tratamientos de 2 y 3 mg 1! de Ni. La actividad de GR disminuy¢ significativamente en todos los
tratamientos de Ni, en ausencia de nutrientes, respecto del control. Solo para los tratamientos de 3 y 4
mg 1! de Ni, en presencia de nutrientes, se observo una disminucion significativa (entre el 30,75 y
45,82 %) de la actividad de GR, respecto del control. No se observaron diferencias significativas en

las actividades de SOD entre tratamientos de Ni con y sin nutrientes.
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Figura I1.9: Efectos del Ni sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes, en ausencia 'y
presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre la peroxidacion de lipidos

Los efectos del Ni, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, sobre la concentracion de
MDA se presentan en la Fig. 11.10.

En parte aérea, en ausencia de nutrientes, se observdO un aumento significativo de la
concentracion de MDA para todos los tratamientos de Ni, en ausencia de nutrientes, respecto del
control. Por el contrario, en presencia de nutrientes, solo en los tratamientos con 3 y 4 mg 1! de Ni, se
observo un aumento significativo de la concentracion de MDA, respecto del control, pero sin diferencia
significativa respecto del tratamiento paralelo sin nutrientes. En el tratamiento de 2 mg 1" de Ni se
observa una disminucion significativa en la concentracion de MDA al agregar nutrientes en la solucion,
pero sin diferencia significativa respecto del control.

En las raices, se observo un aumento significativo en todos los tratamientos de Ni, tanto en
presencia como en ausencia de nutrientes, respecto de los controles. Dichos aumentos, en ausencia de
nutrientes variaron entre 55,21 y 98,07 % y en presencia de nutrientes, entre un 26,69 y 89,81 %. No
se encontraron diferencias significativas entre los mismos tratamientos de Ni, con y sin nutrientes,
excepto para la concentracion de 2 mg 1! de Ni, donde disminuy6 significativamente un 17,06 % la

concentracion de MDA en presencia de nutriente.
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Figura I1.10: Efectos del Ni sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en ausencia y presencia de
nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.
13.3.3 Consideraciones finales de la experiencia N° 2

E. crassipes tuvo la capacidad de acumular Ni en todo el tejido vegetal, tanto en presencia como
en ausencia de nutrientes. No existido diferencia significativa, entre las concentraciones de Ni
encontradas en los tejidos, al agregar nutrientes al medio. La sorcion de Ni no fue afectada por la
presencia de nutrientes en solucion.

La exposicion de E. crassipes a las tres concentraciones de Ni, produjo en 5 dias una disminuciéon
significativa de la concentracion de clorofila a. Solo la exposicion a la concentracion mayor de Ni (4
mg 1) produjo una disminucion significativa en la concentracién de clorofila b. Mientras que el
tratamiento con la menor concentracion de Ni produjo un aumento significativo de la concentracion
de carotenoides, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, los demas no tuvieron efectos
significativos. El Ni afectd negativamente el proceso fotosintético al disminuir la concentracion de
clorofila, probablemente debido al estrés oxidativo observado en el aumento de la concentracion de
MDA en parte aérea. Sin embargo, la presencia de nutrientes en el medio ayud6 a mantener la actividad
fotosintética, solo para las concentraciones menores, donde también se observd un aumento de la
concentracion de carotenoides. Estos ultimos tienen un caracter antioxidante, lo cual indicaria la
presencia de ROS y por consiguiente un estrés oxidativo moderado.

En cuanto a la respuesta enzimatica antioxidante en E. crassipes, los tratamientos con Ni
produjeron un incremento y disminucion de las actividades de las diferentes enzimas, tanto en
presencia como en ausencia de nutrientes, lo cual indicaria un desequilibrio en la homeostasis celular
efecto de un estrés oxidativo. En la parte aérea, a mayor concentracion de Ni a la que se expone a E.

crassipes, se observa una disminucion de las actividades de CAT y GR y un aumento en la actividad
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de SOD, indicando una superproduccion de peroxido de hidrogeno y una caida en la defensa
enzimatica antioxidante intervinientes en la eliminacion de este ROS. Esto tendria como efecto la
peroxidacion lipidica observada en el aumento de la concentracion de MDA. La presencia de nutrientes
no afect6 esta respuesta. Mientras que a la concentracion menor de Ni, se observé un aumento de la
actividad de POD y GR, lo cual estaria indicando una activacion de la defensa enzimatica antioxidante
ante un estrés oxidativo moderado, observado en un leve aumento de la concentracion de MDA, en
parte aérea. La presencia de nutrientes a esta baja concentracion de Ni favorecio la respuesta de la
defensa enzimatica antioxidante permitiendo la disminucion de la concentracion de MDA y por lo
tanto el dafio oxidativo. En raiz, la exposicion de E. crassipes a Ni produjo un fuerte estrés oxidativo,
tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, observado por la disminucion de las actividades de

las enzimas CAT, POD y GR, por el aumento de la actividad de SOD y la concentracion de MDA.

13.4 Experiencia N° 3: Influencia de la presencia de nutrientes en la acumulacion

y efectos de Zn (II) sobre Eichhornia crassipes

13.4.1 Metodologia

Las plantas recolectadas fueron aclimatadas en el laboratorio bajo condiciones controladas,
explicadas en la seccion de Metodologia. Dos litros de agua de red y una planta (30 a 40 g de biomasa
de planta fresca) fueron dispuestos en reactores experimentales de plastico. Una solucién de Zn (1)
(preparada usando ZnCl,.6H,0) fue agregada para obtener concentraciones de 4, 6 y 9 mg 1! finales.
En forma paralela se realizaron otros tratamientos, con las mismas concentraciones de Cr (III) pero
con el agregado de nutrientes: 5 mg 1! de P y 15 mg I'! de N. El pH del agua se mantuvo entre 5,8 y
6,3 (se us6 HCI 6 Na (OH)) para evitar la precipitacion del metal. La duracion de la exposicion fue de

5 dias, tomandose las muestras al finalizar la experiencia.

13.4.2 Resultados

Acumulacion de Zn

(Fig. I1.11 y I1.12). Las mayores concentraciones de Zn se determinaron en las raices (Fig.
I1.12), con concentraciones hasta 20 veces mas que la de parte aérea. En la parte aérea se observo que
la presencia de nutrientes disminuy6 significativamente la concentracion de Zn en comparacion con
los tratamientos donde no se agregd nutrientes. En raiz, la presencia de nutrientes provocod la
disminucion significativa de la concentracion de Zn en comparacion con la observada en los mismos

tratamientos pero sin la presencia de nutrientes, pero solo en los tratamientos con las dos mayores
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concentraciones de Zn. Mientras que para la concentracion de 4 mg 17!, la presencia de nutrientes
produjo un aumento significativo (22,34 %) de la concentracion del metal, respecto del mismo

tratamiento sin nutrientes, en raiz.
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Figura II.11: Acumulacion de Zn en parte aérea de E. crassipes a diferentes concentraciones de Zn,
en presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

12
J |1 Sin nutrientes Raices
11 - |[E Con nutrientes

10

Zn (mg g™ PS)
-0 = N W A OO N
1 | I Y Y Y TN N NI M |

1
Control 4 6 4
Tratamientos de Zn (mg | )
Figura I1.12: Acumulacion de Zn en raiz de E. crassipes a diferentes concentraciones de Zn,
en presencia y ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre pigmentos fotosintéticos

En la Fig. II.13 se observan el efecto sobre parametros fotosintéticos producidos por la
exposicion a Zn (I1), tanto en presencia como en ausencia de nutrientes.

No se observo cambios significativos entre los controles con o sin nutrientes, para los parametros
medidos. La concentracion de Cl a solo fue afectada en el tratamiento con la menor concentracion de

Zn (1) (4 mg 1I'"), donde se registré un aumento del 20,05 % en ausencia de nutrientes y de un 40,18

% en presencia de nutrientes, respecto de los controles. Los demds tratamientos no presentaron
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diferencias significativas, respecto de los controles. Similar efecto se observé en Cl b, donde solo para
el tratamiento de 4 mg 1! de Zn (II), se observo un aumento en la concentracién de un 28,86 % en
ausencia de nutrientes y de un 54,72 % en presencia de nutrientes, respecto de los controles. La
concentracion de carotenoides fue afectada significativamente para las dos mayores concentraciones
de Zn (II) a la que se expuso E. crassipes. El aumento de la concentracion de carotenoides en presencia
del metal fue del 62, 92 % (6 mg 1" de Zn) y del 103,19 % (9 mg I'' de Zn) en los tratamientos sin
nutrientes, respecto del control. Mientras que para los tratamientos en presencia de nutrientes, fue del
28,62 % y 41,62 % para 6 y 9 mg I'! de Zn, respectivamente, en comparacion al control. Es de destacar
que los tratamientos con Zn (II) en presencia de nutrientes presentaron una disminucion significativa
de las concentraciones de carotenoides (entre un 17,75 y 27,39 %) respecto de los tratamientos donde

no se agregd nutrientes.
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Figura I1.13: Efectos de diferentes concentraciones de Zn sobre las concentraciones de pigmentos
fotosintéticos de E. crassipes, en presencia y ausencia de nutrientes.
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Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre la actividad de CAT, POD, SOD y GR.

Se observa, segun la Fig. I1.14, que la exposicion de E. crassipes a diferentes concentraciones
de Zn, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, produjo cambios en las actividades de las
enzimas antioxidantes en todo su tejido vegetal.

En parte aérea, en el tratamiento de 4 mg 1! de Zn se observé un aumento significativo (24,76
%) de la actividad de CAT, en ausencia de nutrientes, comparado con el control. Por otro lado, en los
dos tratamientos de mayor concentraciéon de Zn (6 y 9 mg 1), también en ausencia de nutrientes, se
observd una disminucién significativa de la actividad de CAT, de 18,08 y 33,48 %, respecto del
control. Por otra parte, en los tratamientos de 4 y 9 mg 1! de Zn, donde se aplicé nutrientes, se observo
un aumento (52,75 %) y una disminucion (31,18 %), respectivamente, de la actividad de CAT respecto
del control. No se observaron diferencias significativas entre los mismos tratamientos de Zn, con y sin
nutrientes, a excepcion del tratamiento de 4 mg 1" de Zn, donde la actividad de CAT fue mayor
significativamente en presencia de nutrientes. La actividad de POD aumento significativamente para
las dos concentraciones mayores de exposicion de Zn, tanto en presencia como en ausencia de
nutrientes. En los tratamientos sin nutrientes se observd un aumento del 134,16 y 281,69 % y con
nutrientes del 92,75 y 242,06 %, para 6 y 9 mg I'! de Zn respectivamente, respecto de los controles.
En presencia de nutrientes la actividad de POD disminuy0 significativamente respecto de los mismos
tratamientos sin agregado de nutrientes, para las dos concentraciones mayores de exposicion a Zn. La
actividad de SOD aumento6 significativamente, en parte aérea, para todos los tratamientos de Zn, tanto
en presencia como en ausencia de nutrientes, respecto de los controles. Los aumentos observados
variaron entre 92,60 y 332,11 %. Se observé ademds una disminucion significativa de las actividades
de SOD al comparar los mismos tratamientos con y sin nutrientes, obteniéndose una menor actividad,
de hasta un 27 %, en presencia de nutrientes. La actividad de la enzima GR solo se fue afectada con el
tratamiento de menor concentraciéon de Zn, observandose un aumento significativo de 19,69 % en
ausencia de nutrientes y de un 23,02 % en presencia de nutrientes, respecto de los controles.

En raiz, la actividad de CAT fue afectada a las dos més altas concentraciones de Zn a la que se
expuso E. crassipes. Una disminucion significativa de la actividad CAT (entre 20,67 y 32,17 %) para
las concentraciones de 6 y 9 mg I'! de Zn, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, respecto
de los controles. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre las actividades de CAT
de dichos tratamientos. Similarmente, la actividad de POD en raiz fue afectada solo para las dos
mayores concentraciones de exposicion de Zn, observandose un aumento significativo, respecto de los

controles, tanto en presencia de nutrientes (62,57 y 172,39 %) como en ausencia (35,29 y 139,00 %).
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Es de destacar que al comparar los tratamientos (6 y 9 mg 1! de Zn) con y sin nutrientes, se observo
que la presencia de nutrientes disminuyo significativamente la actividad de POD (15,00 % en
promedio). Un aumento significativo de la actividad de SOD se observo para todos los tratamientos
con el aumento de la concentracion de Zn en solucidn, tanto en presencia como en ausencia de
nutrientes, respecto de los controles. En ausencia de nutrientes se observo un aumento significativo
entre 73,89 y 169,98 % y en ausencia de nutrientes entre 38,54 y 107,53 %, respecto de los controles.
Se observé también que en los tratamientos en presencia de nutrientes disminuy6 significativamente
la actividad de SOD al compararlos con los mismos tratamientos donde no se agregd nutrientes. En
raiz, la actividad de GR aument¢ significativamente para los tratamientos con 4 y 6 mg 1" de Zn, tanto
en presencia como en ausencia de nutrientes, respecto de los controles. Los aumentos variaron entre
un 47,87 y 77,21 %, respecto de los controles, pero se observd que en presencia de nutrientes la
actividad de GR aument6 significativamente, para ambos tratamientos, por arriba del 10 % respecto

de los mismos tratamientos pero sin el agregado de nutrientes.
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Figura I1.14: Efectos del Zn sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de E. crassipes, en ausencia y
presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre la peroxidacion de lipidos

En la Fig. I1.15 se puede observar los efectos sobre la concentracion de MDA, al exponer a E.
crassipes a Zn, en presencia y ausencia de nutrientes.

En parte aérea se observdé un aumento significativo (entre 16,00 y 45,08 %) para todos los
tratamientos sin nutrientes en funcion del incremento de la concentracion de Zn en solucion, respecto
del control. En presencia de nutrientes, la concentracion de MDA disminuyd significativamente (13,00
%) para el tratamiento de 4 mg I"' de Zn, mientras que aumento significativamente un 22,13 y 46,71
% para las dos concentraciones mayores de Zn, respectivamente, respecto del control. Sin embargo al

comparar los mismos tratamientos con y sin nutrientes, se observé una disminucion significativa de
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un 27,12y 11,83 % de la concentracion de MDA para los tratamientos de 4 y 6 mg 1! de Zn en ausencia
de nutrientes.

En raiz, la concentracion de MDA increment6 significativamente en funcion del aumento de la
concentracion de Zn en solucion, para los tratamientos sin nutrientes. Estos aumentos fueron del 21,90
al 109,64 %, respecto del control. En presencia de nutrientes, se observd un aumento significativo de
la concentracion de MDA para los dos tratamientos con la mayor concentraciéon de Zn, siendo el
incremento de un 56,98 % (6 mg 1" de Zn) y un 114,07 % (9 mg I"! de Zn). Solo para el tratamiento
de 4 mg I'! de Zn se observé una disminucion significativa del 18,07 % cuando se agregé nutrientes al

medio, en comparacion con el mismo tratamiento sin nutrientes.
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Figura I1.15: Efectos del Zn sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en ausencia y presencia de
nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

13.4.3 Consideraciones finales de la experiencia N° 3

E. crassipes tuvo la capacidad de acumular Zn en todo el tejido vegetal, tanto en presencia como
en ausencia de nutrientes. En la parte aérea se observo que la presencia de nutrientes disminuyo
significativamente la concentracion de Zn en comparacién a los tratamientos sin nutrientes. Mientras
que en raiz, para los dos tratamientos de mayor concentracion de Zn se observé una disminucion de la
acumulacion en presencia de nutrientes respecto de los mismos tratamientos sin nutrientes. Sin
embargo para la exposicion de menor concentracion de Zn, la presencia de nutrientes aumento
significativamente la acumulacioén de Zn en raiz.

La exposicion a la menor concentracion de Zn produjo en E. crassipes un aumento significativo
de la concentracion de clorofila a y b, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, observandose
una mayor concentracion de los pigmentos fotosintéticos, en presencia de nutrientes. La concentracion

de carotenoides aumento significativamente a las dos mayores concentraciones de exposicion de Zn.
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Un mayor aumento de este pigmento fotosintético fue observado en los tratamientos en ausencia de
nutrientes.

La actividad de las enzimas antioxidantes fue afectada por los tratamientos de Zn tanto en
presencia como en ausencia de nutrientes. En parte aérea se observo que a la menor concentracion de
exposicion de Zn, las actividades de las enzimas CAT y GR aumentaron, junto con el aumento de la
actividad de SOD, lo cual estaria indicando la presencia de un desequilibrio en la homeostasis celular,
pero una activacion de la defensa antioxidante. En este caso al observar la concentracion de MDA, se
denota que la presencia de nutrientes incrementa la actividad de estas enzimas promoviendo la
disminucién de la concentracion de MDA, por lo tanto anulando la peroxidacion lipidica provocada
por el metal. Mientras que, para el mismo tejido vegetal, se observé que al aumentar la concentracion
de Zn en solucion, aumenta significativamente la actividad de SOD, pero existe una disminucion de
CAT y GR contrarrestada por un aumento de la actividad de POD, lo cual provoca un estrés oxidativo
observado en el aumento de la concentracion de MDA. Sin embargo, para los mismos tratamientos
pero en presencia de nutrientes puede observarse que las actividades de SOD y POD disminuyen,
disminuyendo la concentracion de MDA, pero de igual manera presentando un incremento
significativo por sobre el control. Se podria concluir parcialmente que la concentracion de nutrientes
utilizada solo tiene un efecto atenuador del dafo oxidativo del metal, a la menor concentracion de Zn
en solucion estudiada. En raiz, la actividad de SOD incrementé significativamente en funcién del
aumento de la concentracion de exposicion a Zn, observandose una disminucion de la actividad cuando
se agregd nutrientes a la solucion, sin embargo la actividad fue mayor significativamente que el
control. La actividad de CAT disminuy0, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, para las
dos concentraciones mas altas de Zn, mientras que la actividad de POD y GR aumentaron para 6 y 9
mg 1! de Zn y para 4 y 6 mg 1! de Zn, respectivamente. Esto seria entendido como una activacion en
primera instancia de GR para eliminar el peréxido de hidrégeno producido por la actividad de SOD y
demas ROS, mientras que al seguir aumentando el estrés oxidativo se activaria POD, manteniéndose
la actividad de GR. Finalmente al aumentar el estrés oxidativo disminuye la actividad de GR, quedando
solo POD como la enzima encargada de eliminar la sobre producciéon de ROS. A pesar de estos
procesos metabolicos, E. crassipes no pudo evitar el aumento de la concentracion de MDA, lo cual
indicaria la presencia de peroxidacion lipidica, resultado de un dafio oxidativo. La presencia de
nutrientes tuvo un efecto positivo solo para la menor concentracion de exposicion a Zn, en raiz. Por
un lado, disminuy¢ la concentracion de MDA hasta valores cercanos al control, lo cual indicaria una
homeostasis celular regular en la raiz. Esto se produjo principalmente por el efecto observado sobre la
actividad de SOD, al disminuir significativamente respecto de los mismos tratamientos sin nutrientes

(lo cual indicaria una disminucion en la produccion de ROS) y por el aumento en la actividad de GR
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(enzima pivotante del sistema de defensa enzimatico antioxidante). Mientras que a mayores
concentraciones de Zn en solucién, la presencia de nutrientes tuvo efectos sobre SOD, POD y GR,
pero aun asi no se pudo evitar un dafio oxidativo, observado en el incremento significativo de la

concentracion de MDA.

13.5 Discusion Capitulo 11

Varios estudios muestran que la acumulacion de metales pesados en plantas es influenciada por
el enriquecimiento de la solucién con nutrientes. En un estudio llevado a cabo por O’Keeffee y Hardy
(1984), se observo que la sorcion de Cd en E. crassipes fue mucho mayor en agua desionizada que en
50 % de solucion Hoagland. Lee y Wang (2001) reportaron que un incremento en la concentracion de
nitrato en solucién, resultd en un aumento significativo de la acumulacion de Cd in Ulva fastica. Por
otro lado, Hadad y col. (2009) observaron que al ser expuesta E. crassipes a diferentes concentraciones
de Ni, Cr (II) y Zn con el agregado de nutrientes, este tltimo no afectd la concentracion de Niy Cr en
los tejidos, mientras que la concentracién de Zn en la planta disminuy6 significativamente. Leblebici
y col. (2011, 2015) observaron una disminucion significativa de la acumulacion de Pb tanto en L.
minor como en S. polyrhiza, cuando a ambas se las exponia a soluciones con contenido de Pb en
combinacion con nutrientes. En un estudio reciente, Di Luca y col. (2013) observaron que Pistia
stratiotes mostro una mayor remocion de Cr (III) cuando se enriquecid el medio con nutrientes. Es un
hecho que compuestos organicos tales como acido oxalico, malico, etc. son potenciales quelantes de
Cr (III) (Nakayama, 1981). En un estudio realizado con Triticum vulgare, Srivastava y col. (1999)
evaluaron la movilizacion de Cr (III) en presencia de dcidos orgénicos, realizando el estudio en sistema
hidropénico. Llegaron a la conclusion de que el incremento de la concentracién de 4acidos organicos
en solucidn, increment6 la sorcion de Cr, sin afectar la distribucion entre la raiz y la parte aérea de la
planta. Sin embargo, la exudacion de 4cidos orgéanicos es incrementada en muchas especies de plantas
bajo deficiencia de P (Grierson, 1992). Por lo cual podemos hipotetizar que al agregar nutrientes a la
solucion, incrementamos la concentracion de P, lo cual provocaria una inhibicion de produccion de
exudados de 4cidos orgéanicos y esto disminuiria la formacion de complejos con Cr (III) y una menor
sorcion del mismo por la raiz. Sin embargo, esta disminucion de la concentracion de Cr en raiz, también

podria ser por un incremento de la biomasa, favorecida por la presencia de nutrientes, lo cual
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provocaria una “dilucion” de la concentracion de Cr en la raiz. En cuanto a la acumulacion de Ni en
tejidos de E. crassipes, no se observaron diferencias significativas en las concentraciones ensayadas
al agregar nutrientes a la solucion, en concordancia con lo observado en otras macroéfitas (Gothberg y
col., 2004, Hadad y col., 2007). Mientras que la presencia de nutrientes produjo una disminucion de la
concentracion de Zn en parte aérea, en raiz solo se observo lo mismo para las exposiciones de mayor
concentracion. Esto fue observado también por Gianquinto y col. (2000), quienes concluyeron que la
concentracion de Zn en hojas de Phaseolus vulgaris disminuyo por la adicion de P a plantas expuestas
a bajas concentraciones de Zn. La razén por la que la translocacion haya sido menor en presencia de
nutrientes, puede ser por dos causas: por un lado porque la sorcidon de Zn en raiz fue menor, y por otro
lado, el Zn podria formar fosfatos pocos solubles en el apoplasto de la corteza de la raiz, por lo cual se
mantendria en dicho tejido (Cakmak y Marschner, 1988). Estas dos causas se deben a que el Zn es
absorbido por la planta como catién (Zn*?) y el fosforo como iones de fosfatos (Ho.PO4! y HPO47?).
Estos iones tienen una atraccion eléctrica entre si, facilitando la formacion de un enlace quimico, ya
sea en el medio o en el tejido de la planta. Si el exceso de P se une a una cantidad de Zn normalmente
disponible para la planta, el resultado puede ser la deficiencia de Zn inducida por P y viceversa
(Marschner y Cakmak, 1986). A excepcion de la concentracion de exposicion de 4 mg 17! de Zn, donde
la presencia de nutrientes aumento significativamente la concentracion de Zn en raiz, respecto del
mismo tratamiento sin nutrientes. Este caso en particular puede deberse a que en presencia de
nutrientes la planta incrementa su actividad metabolica (observada en el incremento de la
concentracion de clorofilas) debido a un crecimiento vegetal o a una necesidad energética para
procesos metabolicos-enzimaticos, lo cual conlleva un aumento del consumo de otros micros y
macronutrientes. En este caso Zn cumple diversos roles en diferentes procesos biologicos, por lo cual
es de esperar una mayor sorcion del mismo, sin sobrepasar un nivel de toxicidad.

En los tratamientos con Cr en presencia de nutrientes, se observd un aumento de la concentracion
de pigmentos fotosintéticos, respecto de los mismos tratamientos sin nutrientes. Esto podria estar
relacionado con el incremento de la actividad de las enzimas del sistema de defensa antioxidante,
debido al estrés oxidativo producido por el metal. Un aumento de las actividades enzimaticas conlleva
un alto gasto energético, que estaria suplantado por un incremento de la actividad fotosintética.
Consecuencia de la activacion de la defensa enzimatica antioxidante es la disminucion de la
concentracion de MDA observada tanto en parte aérea como en raiz. Sin embargo, también puede
considerarse que una importante razén de la disminucion de la toxicidad de Cr es debido a la
disminucion de sorcion en presencia de nutrientes. La disminucion de los efectos toxicos del Cr, en
presencia de nutrientes, fue previamente reportado por Hadad y col. (2007) en S. herzogii y por

Sayantan (2013) en R. sativus.
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En los tratamientos con Ni, la presencia de nutrientes en el medio no tuvo efectos importantes
en el metabolismo de la planta. Por lo cual podria concluirse que a las concentraciones estudiadas, el
Ni tuvo un efecto toxico mayor que los otros dos metales, atin con el agregado de nutrientes al medio,
demostrado por la disminucioén de las actividades enzimadticas de la defensa antioxidante lo que
provocd un aumento de la concentracion de MDA, efecto que representa un aumento de la
peroxidacion lipidica provocando un dafio oxidativo. Similares consecuencias fueron observadas por
Hadad y col. (2007) en S. herzogii y Mufarrege y col. (2010) en P. stratiotes, quienes reportaron una
reduccion de la tasa de crecimiento relativo y de la concentracion de Cl a, cuando determinaron la
tolerancia de las mismas respecto de la exposicion a Cr, Ni y Zn, en presencia de P. Aun asi, cabe
destacar que a la menor concentracion de exposicion de Ni (2mg 1!, en la parte aérea se observé una
concentracion de MDA cercana al valor control, lo cual responderia al aumento de las actividades de
POD y GR y una disminucion de la actividad de SOD, significando esto una homeostasis celular. El
hecho de que se observe también un aumento de la concentracion de carotenoides (pigmento con
caracteristicas antioxidantes) y de Cl a, son motivos para establecer que la presencia de nutrientes
favorecio la tolerancia a Ni. Por un lado, el P es un elemento esencial en la fotofosforilacion (proceso
de sintesis de ATP) y en la asimilacion del carbono en la fotosintesis (Zhou y col., 1993), lo cual
permitiria hipotetizar que favorecié la continuidad de la actividad fotosintética permitiendo la
produccion de energia para el metabolismo enzimatico. Por otro lado, el N juega un rol fisiologico
importante como molécula senal bioactiva en la planta en respuesta a stress por metales pesados
(Hassan y col., 2005, Arasimowicz y Floryszad-Wieczorek, 2007). En un estudio reciente, Zhang y
col. (2014) estudiaron el efecto de N sobre la actividad enzimatica y la expresion genética en hojas de
Populus, sujetas a estrés por Cd. Con los resultados obtenidos, se hipotetizo que el agregado de N
incremento los niveles de L-glutamato y L-cisteina para enzimas que sinteticen GSH. Esta molécula
puede directamente eliminar la sobreproduccion de ROS por una reaccion de reduccion de los
metabolitos, pero también interviene en el ciclo de Halliwel-Asada donde se encuentra la enzima GR,
lo cual estaria en concordancia con nuestros resultados. El aumento de GSH, provocado por la
presencia de N, conllevaria una mayor actividad del ciclo de Halliwel-Asada y con esto, un aumento
de las actividades de las enzimas intervinientes, una de las cuales es GR, la cual increment6 su
actividad en nuestra experiencia.

Por tultimo, tanto el P, el N, como el Zn son nutrientes esenciales que son necesarios para el
crecimiento normal de la planta. Estos nutrientes son antagonistas en ciertas circunstancias, en especial
el P y el Zn (explicado anteriormente). Para la discusion de esta experiencia debemos hacer una
separacion en los resultados obtenidos para las dos concentraciones mayores (6 y 9 mg 1! de Zn) y la

de menor concentracion (4 mg 1! de Zn) de exposicién. Por un lado, podemos observar que a las dos
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mayores concentraciones, aun cuando la concentracion de Zn disminuy6 en presencia de nutrientes: la
concentracion de carotenoides incremento, disminuyo la actividad de CAT (en parte aérea y raiz) y
aumento la actividad de POD y SOD (en ambos tejidos), lo cual estableceria la existencia de un estrés
oxidativo, que se vio reflejado en el correspondiente aumento de la concentracion de MDA en ambos
tejidos vegetales. La presencia de nutrientes no pudo regular el estrés oxidativo producido por la
acumulacion de Zn (discutido en la Experiencia 3-Capitulo II). Por otro lado, para la experiencia de
menor concentracion de exposicion a Zn, se observd en presencia de nutrientes, una marcada
disminucion de la concentracion de Zn en parte aérea y un aumento de la concentracion en raiz,
respecto de los mismos tratamientos sin nutrientes. La disminucion de la concentracion de Zn en parte
aérea favorecio el incremento de la concentracion de Cl a y b y la disminucion de la concentracion de
carotenoides, acompafiado por un aumento de las actividades de CAT y GR y una caida en la actividad
de SOD (lo cual indicaria la presencia de ROS). Pero que al observar los valores de las concentraciones
de MDA, podemos concluir que E. crassipes fue favorecida por tolerar las concentraciones de Zn en
parte aérea, por la presencia de nutrientes. Sin embargo, en raiz una disminucion en la actividad de
SOD e incremento en la actividad de GR constituyd una respuesta suficiente para establecer la
homeostasis celular. En concordancia con nuestro estudio, Hadad y col. (2007) observaron que al
exponer a S. herzogii a bajas concentraciones de Zn, la presencia de nutrientes contribuy6 al

incremento de la capacidad de crecimiento y una disminucion de la concentracion de Zn en las hojas.

117



Lic. Gonzalez, César Ivan -2015-

118



Lic. Gonzalez, César Ivan -2015-

14 CAPITULO III

Exposicion de E. crassipes a soluciones combinadas de Cr (III),. Ni (II) v
Zn (II). en presencia v ausencia de nutrientes: efectos sobre sorcion y
parametros fisiologicos y de estrés oxidativo

14.1 Introduccion general

Como se menciond anteriormente en la Introduccion (Seccion 1.2 y 1.6), en los wetlands
construidos, donde se utiliza a E. crassipes, los efluentes industriales no contienen un solo
contaminante sino que son matrices quimicas complejas, que pueden contener varios contaminantes.
El wetland que se disefid y se continua monitoreando en la ciudad de Santo Tomé, Santa Fe
(Argentina), en una industria metalurgica para tratar sus efluentes, presenta Cr (III), Ni (II) y Zn (II)
(efluente industrial) y P y N (efluente cloacal), en forma conjunta. En este caso coexisten en el efluente
metales pesados y nutrientes.

Por un lado, sabemos que la presencia de metales pesados, en forma aislada, puede producir
toxicidad en las plantas, cuando se encuentran en concentraciones por encima del umbral
(Introduccion Sec. 1.5). Mientras que por otro lado, el enriquecimiento con nutrientes mejora la
tolerancia de las macrofitas a los metales pesados y por lo tanto permite el desarrollo de la vegetacion
en los humedales artificiales en las concentraciones de metales que de otro modo causarian su muerte
(Introduccion Cap. II). Sin embargo, es de destacar que se ha sugerido que la suplementacion con
Zn, en exposiciones combinadas de metales pesados, cumple una funcidn protectora en las plantas ante
el estrés oxidativo ocasionado por otros metales pesados (Aravind y Prasad, 2005). Wang y col. (2009)
concluyeron en su trabajo que el incremento de la respuesta antioxidante en H. verticillata, luego de
ser expuesta a diferentes concentraciones de Zn, podria mejorar la capacidad de tolerancia en la planta
para afrontar el estrés de otros metales. Este efecto se ha observado, por ejemplo, en Ceratophyllum
demersum (expuesta a Cd), Lepidium sativum y Sprirodela polyrrhiza (expuesta a Cr, Cu y Ni), en
Triticum aestivum (expuesto a Cd) y en Brassica juncea (expuesta a Cu, Co, Cr y Ni) (Aravind y
Prasad, 2004, Montvydiené y Marciulioniené, 2007, Aravind y col., 2009, Kaur y col., 2009). Ya en
1995, Marschner exponia que el Zn estaba involucrado en el balance de la produccion y eliminacion
de ROS, debido a su participacion como constituyente o cofactor de varias enzimas (entre ellas, SOD),
como inhibidor de la produccion de O, incrementando la NADH oxidasa y como protector de las

membranas a través de la uniéon a compuestos que contienen grupos tiol (-SH).
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Por lo tanto en este ultimo Capitulo se evaluard como la presencia de Zn y nutrientes afectara la
respuesta de E. crassipes ante la exposicion combinada de Cr y Ni. Para ello, se expondra E. crassipes,
durante 5 dias, a la presencia combinada de nutrientes, Cr (4 mg 1'"), Ni (4 mg I'") y Zn, este tiltimo en
una concentracién menor (2 mg 1), ya que en el Capitulo IT (Experiencia N° 3) se observo que a la
concentracion de 4 mg 1! se producia un dafio oxidativo atin con aumento de las actividades de las

enzimas antioxidantes.

14.1.1 Metodologia

Las plantas fueron aclimatadas en el laboratorio bajo condiciones controladas, explicadas en la
seccion de Metodologia. Dos litros de agua de red declorada y una planta (30 a 40 g de biomasa de
planta fresca) fueron dispuestos en reactores experimentales de pléstico. La solucion de Ni (II), Cr (I1I)
y Zn (II) (preparadas usando NiCl,.6H,0O, CrCl3.6H>O y ZnCl>.6H>0) fueron agregadas para obtener
concentraciones de 4, 4 y 2 mg I"! finales, respectivamente. Por un lado se realizaron tres tratamientos
con los metales presentes en forma individual en el medio, por otro lado, un cuarto tratamiento con la
presencia de Cr (III) y Ni (II) y por tltimo, un tratamiento en presencia de Cr (III), Ni (II) y Zn (II).
En forma paralela se realizd una réplica de los tratamientos anteriores pero con el agregado de
nutrientes: 5 mg 1! de Py 15 mg I"! de N. El pH del agua se mantuvo entre 6.8 y 7.0 (usando HCl e
Na (OH)) para evitar la precipitacion del metal. La duracion de la exposicion fue de 5 dias, tomandose

las muestras al finalizar la experiencia.

14.1.2 Resultados

Acumulacion de metales

Se observé un aumento significativo de los metales Cr y Ni, para todos los tratamientos, en
comparacion a los controles, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes en ambos tejidos
vegetales (Fig. II1.1 y II1.2). Las mayores concentraciones de metal se determinaron en las raices (Fig.
IIL.1), con concentraciones hasta 20 (para Cr) y 10 (para Ni) veces mas que las de la parte aérea.

En parte aérea, no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de Cr, entre
los tratamientos Cr y Cr+Ni, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes. En el tratamiento
Cr+Ni+Zn, la concentracion final de Cr fue significantemente menor (24,68 % aprox.) que los demas
tratamientos, en ausencia de nutrientes. Mientras que en presencia de nutrientes la concentracion de
Cr disminuy0 significativamente (23,33 % aprox.) en el tratamiento Cr+Ni+Zn, respectos de los demas
tratamientos. Sin embargo es de destacar que entre los mismos tratamientos, no hubo diferencias

significativas en la concentracion de Cr, al agregar nutrientes. Mientras que la concentracion de Ni
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disminuy6 significativamente para los tratamientos de Cr+Ni (12,00 %) y Cr+Ni+Zn (13,62 %),
respecto del tratamiento con el metal solo, en ausencia de nutrientes. Solo en el tratamiento de
Cr+Ni+Zn se observd una disminucion significativa (13,99 % aprox.) de la concentracion de Ni,
respecto de los demads tratamientos, en presencia de nutrientes. Solo en el tratamiento Cr+Ni, se
observo un aumento significativo (11,84 %) de la concentracion de Ni al agregar nutrientes, respecto
del mismo tratamiento sin nutrientes.

En raiz, la concentraciéon de Cr disminuy6 significativamente en los tratamientos de Cr+Ni
(22,18 %) y en Cr+Ni+Zn (39,46 %), respecto del tratamiento con el metal solo, en ausencia de
nutrientes. Mientras que en presencia de nutrientes, la concentracion de Cr disminuy6
significativamente para los tratamientos de Cr+Ni (11,00 %) y CR+Ni+Zn (35,55 %), respecto del
tratamiento con el metal solo. En todos los tratamientos, la presencia de nutrientes disminuy6 la
concentracion de Cr (entre un 14,72 y 30,68 %), respecto de los mismos tratamientos pero sin agregado
de nutrientes. La concentracion de Ni, disminuyd significativamente solo para el tratamiento de
Cr+Ni+Zn (23,84 %) respecto del tratamiento con el metal solo y Cr+Ni, en ausencia de nutrientes.
En presencia de nutrientes, la concentracion de Ni disminuyd significativamente un 11,01 %
(tratamiento Cr+Ni) y un 35,55 % (tratamiento Cr+Ni+Zn), respecto del tratamiento con el metal solo.
No hubo diferencias significativas entre los tratamientos con y sin nutrientes, a excepcion del

tratamiento Cr+Ni+Zn, donde la presencia de nutrientes disminuy6 un 14,50 % la concentracion de

Ni.
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Figura II1.1: Acumulacion de Cr y Ni en parte aérea de E. crassipes a diferentes tratamientos, en presencia y
ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.
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Figura II1.2: Acumulacion de Cr y Ni en raiz de E. crassipes a diferentes tratamientos, en presencia y
ausencia de nutrientes. Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre pigmentos fotosintéticos

En la Fig. IIL.3 se observa el efecto de diferentes tratamientos, sobre los pardmetros
fotosintéticos de E.crassipes.

La concentracion de Cl a disminuy6 significativamente en los tratamientos de Cr (30,55 %), Ni
(33,17 %) y Cr+Ni (36,67 %), respecto de los controles, en ausencia de nutrientes. Mientras que en
presencia de nutrientes se observo una disminucion significativa de la concentracién de Cl a, en los
tratamientos de Ni (27,48 %) y Cr+Ni (21,01 %), respecto del control. Aun asi, se observo, en presencia
de nutrientes, un aumento de la concentracion de Cl a en el tratamiento con Zn (19,59 %), respecto del
control. Por otro lado, al comparar cada tratamiento en presencia y ausencia de nutrientes, se observo
que la concentracion de Cl a aumento significativamente en 52,79 % (tratamiento de Cr), 26,70 %
(tratamiento de Cr+Ni) y de 19,60 % (tratamiento de Cr+Ni+Zn), cuando al medio se agregd nutrientes.
Es de destacar que en presencia de Zn (tratamiento de Cr+Ni+Zn) y ausencia de nutrientes, la
concentracion de Cl a increment6 significativamente un 32,93 %, 38,14 % y 45,80 %, respecto de los
tratamientos con Cr, Ni y Cr+Ni, sin presentar diferencia significativa con el control.

La concentracion de Cl b, fue afectada de una forma similar a la de Cl a. Se observd una
disminucién de la concentracion de Cl b, en ausencia de nutrientes, en los tratamientos de Cr (24,56
%), N1 (24,48 %) y Cr+Ni (26,79 %), respecto del control. Los tratamientos con nutrientes no tuvieron
diferencias significativas con el control, a excepcion del tratamiento Cr+Ni, donde se observo una
disminucién significativa de la concentracion de Cl b, en un 21,59 %. Al comparar los mismos
tratamientos con y sin nutrientes, se observé que hubo un incremento significativo de la concentracion

de CI b de 28,88 %, 30,33 % y 21,53 % en los tratamientos de Cr, Ni y Cr+Ni+Zn en presencia de
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nutrientes. Cabe destacar que en ausencia de nutrientes y presencia de Zn (tratamientos Cr+Ni+Zn), la
concentracion de Cl b incrementd significativamente en un 23,19 %, 23,06 % y 26,95 %, respecto de
los tratamientos con Cr, Ni y Cr+Ni.

La concentracion de carotenoides disminuy6 significativamente, en ausencia de nutrientes, para
los tratamientos de Cr (30,29 %), Ni (26,53 %) y Cr+Ni (28,29 %), respecto del control. Mientras que
en presencia de nutrientes, también se observaron disminuciones significativas en los tratamientos de
Cr (13,75 %), Ni (23,38 %) y Cr+Ni (16,82 %), respecto del control. Sin embargo, el agregado de
nutrientes increment6 la concentracidon de carotenoides en un 25,22 %, 17,39 % y 21,56 %, en los
tratamientos de Cr, Cr+Ni y Cr+Ni+Zn, respecto de los mismos tratamientos sin el agregado de
nutrientes. Es importante observar que en el tratamiento Cr+Ni+Zn se observo un incremento
significativo de mas del 20 % en la concentracion de carotenoides respecto de los tratamientos con Cr,
Ni y Cr+Ni, mientras que una disminucion significativa del 17,73 % respecto del tratamiento con Zn,

todos sin el agregado de nutrientes.
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Figura II1.3: Efectos sobre las concentraciones de pigmentos fotosintéticos en E. crassipes a diferentes
tratamientos, en presencia y ausencia de nutrientes.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

Efectos sobre la actividad de CAT, POD, SOD y GR.

Se observa, segun la Fig. I11.4, que la exposicion de E. crassipes a los diferentes tratamientos,
tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, produjo cambios en las actividades de las enzimas
antioxidantes en toda la planta.

En parte aérea, la actividad de CAT disminuy6 significativamente, en ausencia de nutrientes,
para los tratamientos con Cr (15,29 %), Ni (44,11 %) y Cr+Ni (26,86 %), respecto del control. Mientras
que un aumento significativo se observd para el tratamiento con Zn (24,84 %), en presencia de
nutrientes, respecto del control. En presencia de nutrientes se observa que hubo una disminucion
significativa de la actividad de CAT para los tratamientos con Ni (22,32 %) y Cr+Ni (22,33 %),
respecto del control. Al comparar los mismos tratamientos, en presencia y ausencia de nutrientes, se
observo un aumento de la actividad de CAT solo para los tratamientos con Cr y Ni. La presencia de
Zn incremento la actividad de CAT, al comparar el tratamiento con Cr+Ni+Zn, con la combinacion de
Cr+Ni y los tratamientos con Cr y Ni, tanto en ausencia como en presencia de nutrientes, pero sin
diferencias con el control. La actividad de SOD aument¢6 significativamente para los tratamientos de
Ni (112,13 %), Zn (37,31 %), Cr+Ni (97,92 %) y Cr+Ni+Zn (35,14 %), en ausencia de nutrientes,
respecto del control. Mientras que en los tratamientos con nutrientes, se observd un aumento
significativo de la actividad de SOD para el tratamiento con Ni (93,47 %), Cr+Ni (88,06 %) y
Cr+Ni+Zn (20,84 %), respecto del control. Solo para el tratamiento con Zn, se observé un aumento de
la actividad de SOD sin el agregado de nutrientes, respecto del tratamiento con nutriente. El agregado
de Zn, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, provocé una disminucion significativa (32

% aprox.) de la actividad de SOD respecto del tratamiento con la combinacion de Cr+Ni. La actividad
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de POD en parte aérea, disminuy6 significativamente en los tratamientos con Ni (30,41 %) y Cr+Ni
(24,03 %) y aumento significativamente en los tratamientos con Zn (23,68 %) y Cr+Ni+Zn (11,00 %),
en ausencia de nutrientes, respecto del control. En cuanto a los tratamientos con agregado de nutrientes,
los tratamientos con Ni y Cr+Ni presentaron una disminucion significativa (28,92 % y 19,73 %,
respectivamente) respecto del control. Mientras que contrariamente, los tratamientos con Zn y
Cr+Ni+Zn incrementaron la actividad de POD en un 23,68 % y un 11,00 %, respectivamente, respecto
del control. Cabe destacar que el agregado de Zn en el tratamiento Cr+Ni+Zn, presenté un aumento
significativo (58,55 y 45,21 %, respectivamente), respecto de los tratamientos con Ni y Cr+Ni. La
actividad de GR disminuy6 significativamente, en los tratamientos sin nutrientes con Cr (15,37 %), Ni
(35,79 %) y Cr+Ni (23,18 %), mientras que un aumento significativo se observo para los tratamientos
con Zn (11,00 %), Cr+Ni+Zn (30,68 %), respecto del control. En los tratamientos con nutrientes, se
observd una disminucion de la actividad de GR en 34,15 % (tratamiento con Ni) y en 14,75 %
(tratamiento con Cr+Ni) y un aumento significativo de la actividad en 14,79 % (tratamiento con Zn) y
en 44,22 % (tratamiento con Cr+Ni+Zn), respecto del control. La presencia de Zn (tratamiento
Cr+Ni+Zn), increment6 entre un 17,85 y 103,54 % la actividad de GR, respecto de los demas
tratamientos, en ausencia de nutrientes. Mientras que en presencia de nutrientes, el tratamiento con
Cr+Ni+Zn presentd un aumento significativo de la actividad de GR entre un 25,63 y 119,03 %,
respecto de los demas tratamientos.

En raiz, la actividad de CAT disminuy¢ significativamente en los tratamientos de Ni (30,86 %)
y Cr+Ni (26,46 %), respecto del control, en ausencia de nutrientes. En presencia de nutrientes, los
tratamientos con Ni y Cr+Ni presentaron una disminucion de la actividad de CAT en un 28,74 y 24,46
%, respectivamente, respecto del control. En el tratamiento de Cr+Ni+Zn se observo un aumento
significativo de la actividad de CAT en un 30,86 y 23,03 % respecto de los tratamientos con Ni y
Cr+Ni, respectivamente, en ausencia de nutrientes. Mientras que en presencia de nutrientes, el
tratamiento de Cr+Ni+Zn presentd un aumento significativo de la actividad de CAT en un 40,80 y
32,81 % respecto de los tratamiento con Ni y Cr+Ni, respectivamente. La actividad de SOD incremento
significativamente (entre un 18,00 y 173,68 %) para todos los tratamientos, en ausencia de nutrientes,
respecto del control. Mientras que en presencia de nutrientes, se observd un aumento significativo de
la actividad de SOD (entre un 64,72 y 170,96 %) para todos los tratamientos a excepcion del de Zn,
respecto del control. El tratamiento con Cr+Ni+Zn, en ausencia de nutrientes, present6 una actividad
significativamente menor (entre un 14,10 y 45,05 %) de SOD, en comparacion con los tratamientos de
Cr, Ni y Cr+Ni, pero mayor (27,48 %) respecto del tratamiento con Zn. En presencia de nutrientes, en
el tratamiento con Cr+Ni+Zn se observé una disminucion de la actividad de SOD (entre un 12,00 y

46,25 %) respecto de los tratamientos con Cr, Ni y Cr+Ni. La actividad de POD disminuy6
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significativamente en un 32,14 %, 59,44 % y 58,11 % en los tratamientos de Cr, Ni y Cr+Ni, en
ausencia de nutrientes, respecto del control. En presencia de nutrientes, se observo que los tratamientos
con Cr, Ni y Cr+Ni presentaron una disminucién de la actividad de POD en un 11,98 %, 54,96 % y
58,11 %, respecto del control. En el tratamiento con Cr+Ni+Zn se observo un aumento significativo
de la actividad de POD (entre un 45,31 y 143,11 %) respecto de los tratamientos con Cr, Ni y Cr+Ni,
respectivamente, en ausencia de nutrientes. Mientras que en presencia de nutrientes, el tratamiento con
Cr+Ni+Zn presentdé un aumento significativo de la actividad de POD en un 114,79 y 135,12 %,
respecto de los tratamientos con Ni y Cr+Ni, respectivamente. La actividad de GR disminuy6
significativamente para los tratamientos, en ausencia de nutrientes, de Ni y Cr+Ni, en un 38,06 y 30,15
%, respectivamente, respecto del control. Mientras que se observo un aumento significativo (52,37 %)
de la actividad de GR para el tratamiento con Zn, en ausencia de nutrientes, respecto del control. No
existio diferencia significativa en los tratamientos donde se agreg6 nutrientes, respecto a los que no se
les agrego, a excepcion del tratamiento de Cr+Ni+Zn, donde el agregado de nutrientes favorecio el
incremento de la actividad de GR en un 22,49 %. En presencia de nutrientes, las actividades de GR
disminuyeron significativamente entre un 38,99 y 23,62 %, para los tratamientos con Ni y Cr+Ni, en
presencia de nutrientes, respecto del control. Mientras que para los tratamientos con Zn y Cr+Ni+Zn,
el agregado de nutrientes incremento la actividad de GR en un 53,37 y 31,84 %, respecto del control.
El tratamiento con Cr+Ni+Zn presentd un aumento significativo de la actividad de Gr (76,45 y 56,47
%) respecto de los tratamientos Ni y Cr+Ni, en ausencia de nutrientes. Mientras que en presencia de
nutrientes, el tratamiento con Cr+Ni+Zn presentd un aumento significativo de la actividad de GR

(28,64 %, 116,09 % y 72,62 %) respecto de los tratamientos con Cr, Ni y Cr+Ni, respectivamente.
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Figura II1.4: Efectos sobre las actividades de las enzimas antioxidantes en E. crassipes, expuesta a diferentes

tratamientos, en ausencia y presencia de nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.
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Efectos sobre la peroxidacion de lipidos

En la Fig. I1L.5 se puede observar los efectos sobre la concentracion de MDA, al exponer a E.
crassipes a diferentes tratamientos con Cr, Ni y Zn, en presencia y ausencia de nutrientes.

En parte aérea, se observé un aumento de la concentracion de MDA, en ausencia de nutrientes,
para los tratamientos con Cr, Niy Cr+Ni, en un 15,13 %, 25,21 % y 12,00 %, respecto del control. Los
tratamientos, con agregado de nutrientes presentaron un aumento significativo de la concentracion de
MDA de un 11,00 % (tratamiento con Cr), 20,38 % (tratamiento con Ni) y 14,20 % (tratamiento con
Cr+Ni), respecto del control. Cabe destacar que en el tratamiento con Cr+Ni+Zn, en ausencia de
nutrientes, se produjo una disminucion significativa de la concentracion de MDA en un 13 %
(aproximadamente), respecto de los tratamientos con Cr, Ni y Cr+Ni, pero sin diferencia significativa
del control. Mientras que en el mismo tratamiento, Cr+Ni+Zn, pero en presencia de nutrientes, se
observd una disminucion significativa de un 14 % (aproximadamente), respecto de los tratamientos
con Cr, Ni y Cr+Ni, pero sin diferencia significativa respecto del control.

En raiz, un aumento de la concentracion de MDA se observo para los tratamientos, en ausencia
de nutrientes, con Cr (20,96 %), Ni (52,17 %) y Cr+Ni (30,84), respecto del control. Los mismos
tratamientos, ain en presencia de nutrientes, presentaron un incremento significativo de la
concentracion de MDA. El tratamiento con Cr+Ni+Zn present6 una disminucion significativa de la
concentracion de MDA de un 27,94 % (respecto del tratamiento con Ni) y un 16,21 % (respecto del
tratamiento con Cr+Ni), en ausencia de nutrientes. Para el mismo tratamiento (Cr+Ni+Zn), pero en
presencia de nutrientes, se observo una disminucion de la concentracion de MDA de un 30,69 %
(respecto del tratamiento con Ni) y un 14,43 % (respecto del tratamiento con Cr+Ni), pero sin

diferencias significativas sobre el control.
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Figura IIL.5: Efectos del Zn sobre la peroxidacion de lipidos en E. crassipes, en ausencia y presencia de
nutrientes, tanto en parte aérea como en raiz.
Todos los valores son medias de triplicados + DE.

14.2 Discusion Capitulo I11

Las concentraciones de Cr y Ni fueron mayores en las raices que en las partes aéreas, para todos
los tratamientos, en concordancia con resultados obtenidos en macroéfitas flotantes por otros autores
(Banerjee y Sarker, 1997, Hadad y col., 2006, Mufarrege y col., 2010). Como se observo en el Capitulo
I, la presencia de nutrientes no afect6 la concentracion de los metales en la parte aérea, pero si produjo
una disminucion significativa de la concentracion de Cr en la raiz, no asi la de Ni. La disminucién de
la concentracion de Cr en raiz, puede explicarse debido a la presencia de P en solucion lo cual produce
una inhibicidn de la produccion de exudados de acidos orgénicos y esto disminuiria la formacion de
complejos con Cr (III) y una menor sorcion del mismo por la raiz. Por otro lado, al exponer E. crassipes
a una combinacion de Cr+Ni, se observo que la concentracion de Cr en partes aéreas no fue afectada,
mientras que la de Ni disminuy6 en ausencia de nutrientes, respecto de los tratamiento con metales
aislados. Son muy pocos los trabajos de investigacion donde se evalie la combinacion de
contaminantes y mucho menos de metales pesados (Chaoui y col., 1997, Aravin y Prasad, 2004,
Montvydiene y Marciulioniene, 2007, Kaur y col., 2009, Qian y col., 2009). La disminucion de la
concentracion de Ni en la parte aérea puede ser motivo de la disminucion de la concentracion
observada también en la raiz, lo cual disminuiria la translocacion del mismo. Asi como se observo una
disminucidn de la concentracion de Ni en raiz, también se produjo para Cr, en el tratamiento de Cr+Ni,
respecto de los tratamientos con metales aislados. Sabemos que el Cr se conjuga a acidos organicos
para formar complejos y asi ser sorbido por la planta, pero también el Ni se conjuga con acido citrico
y malico, los cuales proporcionan una fuente de protones para solubilizar y quelar los iones Ni. Esta

situacion produciria una competencia entre los metales lo cual disminuiria la sorcion por E. crassipes,
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obteniéndose una menor concentracion del metal en raiz. De la misma manera que en Cr, la presencia
de nutrientes al disminuir la exudacién de acidos organicos, produce una menor sorcion de Ni. Ahora,
al analizar el tratamiento Cr+Ni+Zn, observamos que las concentraciones de Cr y Ni disminuyen
significativamente en parte aérea (sin diferir en ausencia y presencia de nutrientes) y raiz (presentando
una mayor disminucién en presencia de nutrientes), respecto de los tratamientos con metales aislados.
Aqui observamos que la presencia de Zn disminuyd la sorcidon de los otros dos metales, siendo esto
reportado también por Kaur y col. (2009). Los mismos expusieron Brassica juncea a combinaciones
binarias de Zn con Cr, Ni, Co y Cu, encontrando que la combinaciéon disminuy6 la toma de los demas
metales pesados en comparacion a la sorcion observada en forma aislada. La inhibicion mutua de la
sorcion de metales, puede atribuirse a las interacciones competitivas. Ademas, la interaccion de
metales con las membranas celulares biologicas de la raiz, influye en el medio de transporte, la
quimica, bioacumulacion y toxicidad relativa del metal (Dirilgen, 2001). Los metales reaccionan con
diversos grupos funcionales tales como sulthidrilos, carboxilos, 4cidos organicos, etc. complicando asi
el desarrollo de una relacion general entre la quimica acuosa de metales y su interaccion. De similar
manera, Symeonidis y Karataglis (1992) reportaron que se produjo una disminucién de la sorcion de
Pb en presencia de Zn en Holcus lanatus.

En cuanto a los efectos de la exposicion sobre los pardmetros fotosintéticos, la presencia aislada
de los metales produjeron los mismos efectos que se observaron en el Capitulo II. Ahora bien, al
exponer E. crassipes a una combinacion de Cr+Ni, se observé una disminucion de las concentraciones
de clorofilas y carotenoides, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, respecto del control.
Sin embargo, la presencia de nutrientes provocd un incremento en la actividad fotosintética (Cla a y
carotenoides), respecto del tratamiento en ausencia de nutrientes, observada en el aumento de la
concentracion de Cl a y carotenoides, lo cual era de esperar, ya que el enriquecimiento del medio con
nutrientes, mejora el crecimiento y desarrollo de las plantas (Introduccion, Capitulo II). Aun asi, es
de destacar que en el tratamiento Cr+Ni+Zn se observo un incremento de la concentracion de clorofilas
y carotenoides, tanto en ausencia como en presencia de nutrientes, lo cual estaria relacionado con la
idea de que metales pesados pueden conferir un incremento de la tolerancia. Recientes estudios han
demostrado un incremento de la tolerancia a estrés bidtico por metales pesados, especialmente a plagas
e insectos (Poschenrieder y col., 2006, Noret y col., 2007, Rathinasabapathi y col., 2007, Chmielowska
y col., 2010). Por ejemplo, la aplicacion de cobre puede brindar a plantas de pimienta un incremento
de la capacidad de defensa ante patdgenos vasculares (Chmielowska y col, 2010). Sin embargo, poco
se conoce sobre la respuesta de defensa, mediada por metales pesados a estrés por metales pesados.

Sin embargo, similares resultados fueron observados por Aravin y Prasad (2004), los cuales reportaron
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que la aplicacion de Zn protegio los cloroplastos y las funciones fotoquimicas asociadas, del estrés
producido por Cd en hojas de Ceratophyllum demersum.

Larespuesta de la defensa enzimatica antioxidante ante la exposicion a metales pesados en forma
aislada que se observo, fue similar a la encontrada en el Capitulo II. Mientras que en el tratamiento
con combinacion de metales (Cr+Ni) se observé un aumento de la actividad de SOD y una disminucion
significativa de CAT, POD y GR. No podemos hablar de un efecto sinérgico ya que seria necesario
realizar mas estudios comparativos, pero si cotejamos las actividades del tratamientos Cr+Ni con las
observadas en las exposiciones con metales aislados, podemos concluir que este efecto esta
relacionado marcadamente con el efecto provocado por el Ni en forma aislada. La presencia de
nutrientes en dicho tratamiento no provoco cambios sobre las actividades enzimaticas, concluyendo
que el agregado de nutrientes (en esa concentracidon) no seria beneficioso para la planta. En el
tratamiento con Cr+Ni+Zn, podemos observar, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes, un
aumento de la actividad de SOD y un aumento de las actividades de CAT, POD y GR, respecto del
tratamiento binario. Una razén de esta respuesta puede ser debido al hecho de que dos enzimas claves
del sistema de defensa antioxidante, la SOD extra e intra celular, requiere iones Zn para su actividad
(Leon y col., 2002). Similares respuestas fueron observadas por Zhao y col. (2005), quienes reportaron
que el agregado de Zn en la exposicion de Triticum aestivum a Cd, produjo una reduccion significativa
de H-O> y MDA y un aumento de las actividades de enzimas antioxidantes. Bajas concentraciones de
Zn, inducen la produccion de ROS, este “evento de sefializacion” puede activar el sistema de defensa
antioxidante en las plantas (Liu y col., 2013). Esta activacion produce una disminucion del dafio celular
provocado por las moléculas de ROS, lo cual se observo en las concentraciones de MDA, tanto en
parte aérea como en raiz. Dichas concentraciones disminuyeron en comparacion al tratamiento binario
(Cr+Ni), tanto en presencia como en ausencia de nutrientes. Wu y Zhang (2002) también encontraron
que el incremento de la aplicacion de Zn podria aliviar el estrés por Cd en cebada, mejorando el
crecimiento y la reduccion del dafio a membranas.

Los aspectos de interaccion y fitotoxicidad de mezclas de metales son procesos muy complejos
(Taylor, 1989). La exploracion de los mecanismos bioquimicos y moleculares por los que las plantas
toleran una exposicion a mezclas de metales, conduce a una comprension de la plasticidad de las vias
metabolicas y sus limites de funcionalidad, que es esencial desde un punto de vista practico en la
optimizacion de la fitorremediacion. Sin embargo, las plantas superiores no se utilizan muy a menudo
en tales experimentos debido al alto grado de complejidad, por el contrario los modelos utilizando
algas se han empleado ampliamente para examinar las interacciones entre los metales pesados (Visviki

y Rachlin, 1991, Rachlin y Grosso, 1993).
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15 CONCLUSIONES

Las macrofitas son importantes acumuladoras de metales pesados debido a su alta productividad
y capacidad de retencion en sus raices. En esta tesis, E. crassipes demostr6 capacidad para sorber Cr
(III), Ni (IT) y Zn (II). La mayor acumulacion se produjo en raices, tanto cuando fue expuesta a metales
pesados en forma aislada y combinada. Principalmente esta acumulacion se produjo en las primeras
24 hs. Hubo siempre un aumento de la concentracion de los metales en los tejidos de las plantas con
el aumento de la concentracion del metal en agua y los tiempos de exposicion.

La translocacion de metales hacia las partes aéreas fue restringida, sin embargo se observaron
efectos sobre la concentracion de clorofila y carotenoides, demostrandose la sensibilidad de E.
crassipes a la toxicidad por metales pesados a las concentraciones ensayadas. En el caso del Cr (I1I)
se observo un aumento de las concentraciones de los pigmentos fotosintéticos, mientras que el Zn (II)
no produjo efecto y el Ni (II) presentd un efecto mas inhibitorio sobre el aparato fotosintético.

La presencia de metales pesados en las plantas produjo efectos sobre el sistema enzimatico
antioxidante, que actua sobre el incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS), producidas por la
presencia de un estrés oxidativo. E. crassipes tuvo la capacidad de incrementar rapidamente la
respuesta de su defensa enzimadtica antioxidante, para asegurar su homeostasis redox. Esto se observo
cuando fue expuesta a cortos tiempos de exposicion para los tres metales pesados. Sin embargo, la
inestabilidad del balance redox puede producir dafio a nivel de las membranas celulares llamado
peroxidacion lipidica. A pesar de la répida respuesta, E. crassipes mostré dafio a nivel de las
membranas celulares para las mas altas concentraciones de metales y mayores tiempos de exposicion,
observado por el aumento de la concentracion de malondialdehido (MDA).

Se ha demostrado que el enriquecimiento con nutrientes mejora la tolerancia de las macrofitas a
los metales y por lo tanto permitiria el desarrollo de la vegetacion en los humedales artificiales en las
concentraciones de metales que de otro modo causarian su muerte. Por ello, en siguientes experimentos
se expuso a E. crassipes a las mismas concentraciones que las que se habian ensayado pero agregando
nutrientes (P y N) para poder evaluar los efectos sobre la sorcion de los metales y los parametros
fisiologicos y de estrés oxidativo. Se concluyd que la presencia de nutrientes afecté la sorcion de los
metales pesados: disminuyendo la concentracion de Cr en raiz, sin afectar la concentracion en parte
aérea; disminuyendo la concentracion de Zn en parte aérea y en raiz y por tltimo sin afectar la sorcion
de Ni. Por otro lado, el agregado de nutrientes favorecid el sostenimiento o continuidad de la actividad
fotosintética, observado en el aumento de las concentraciones de los pigmentos fotosintéticos. A nivel
bioquimico, los nutrientes favorecieron la respuesta de E. crassipes para tolerar el estrés oxidativo ante

la exposicion a las menores concentraciones de metales pesados ensayadas, aumentando las
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actividades de las enzimas antioxidantes. Los resultados obtenidos permitieron observar que la
presencia de nutrientes favoreceria la tolerancia de E. crassipes a nivel fisioldgico, pero no asi a nivel
enzimatico.

A la luz de estos resultados, en un ultimo experimento se expuso E. crassipes a la combinacion
de metales pesados, en presencia tanto de nutrientes como de Zn. La bibliografia sugiere que la
suplementacion con Zn, en exposiciones combinadas de metales pesados, cumple una funcion
protectora en las plantas ante el estrés oxidativo ocasionado por otros metales pesados. Los resultados
demostraron que la presencia de Zn en el tratamiento combinado de Cr+Ni+Zn, disminuy¢ la sorcién
de los otros metales. Esta respuesta probablemente se debid directamente por competencia en la
sorcion o indirectamente por disminucion de la exudacion de acidos orgéanicos, los cuales forman
complejos con Cr (IIT) y Ni (II) para ser sorbidos. Por ultimo, la presencia de Zn, en el tratamiento
combinado, favorecio el incremento de las actividades de las enzimas antioxidantes, permitiendo
observar un menor dafio celular por la disminucién de la concentracion de MDA.

Los resultados obtenidos permitieron responder cuales son los efectos sobre los pardmetros
fisioldgicos y de estrés oxidativo que se producen en E. crassipes cuando es expuesta a Cr (III), Ni (II)
y Zn (II). Se pudo observar que E. crassipes tiene la capacidad de incrementar en cortos tiempos de
exposicion, su respuesta enzimatica antioxidante ante la presencia de metales pesados. Esto demuestra
una alta plasticidad por parte de E. crassipes. Por otro lado, el agregado de nutrientes favoreceria la
continuidad de la actividad fotosintética, mientras que la presencia de metales pesados (como Zn) a
bajas concentraciones permitiria el incremento en la capacidad de la respuesta enzimatica antioxidante,

permitiendo un menor dafio oxidativo.
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