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RESUMEN

El uso de plantas para remover contaminantes (i.e., fitorremediacion) es una técnica
ampliamente utilizada y validada, a la vez de ser econdmica, sustentable y bajo impacto
ambiental. Se han estudiado y utilizado diversos tipos de plantas para la remocion de
metales pesados en medios acuéticos, debido a que cada especie posee diferentes
caracteristicas y capacidades. Entre ellas, las macréfitas del género Salvinia han
demostrado ser muy eficientes en la remocion de metales y metaloides.

La presente investigacion tuvo por objeto ahondar en el conocimiento de la capacidad
fitorremediadora de Salvinia sp. frente a la exposicion a metales pesados, en la respuesta
fisiologica de estas plantas al estrés metélico, y su incidencia en el proceso de
fitorremediacion. Para ello, se expusieron especimenes autoctonos de Salvinia biloba
Raddi, obtenidos de humedales naturales del rio Parang, a iguales concentraciones (50+1 o
100+2 pM) de cadmio (Cd?"), cobre (Cu?*), plomo (Pb®") o zinc (Zn*") en ensayos
independientes, y se analizo la eficiencia y la velocidad de remocion para cada metal en la
columna de agua a 0, 2, 4, 6, 10, 24 y 48 h de tratamiento. Adicionalmente, se realiz6 un
analisis de compartamentalizacion mediante el cual se determiné la cantidad de metal
adsorbido superficialmente a la biomasa y acumulado intracelularmente. Finalmente, se
evalud el efecto fitotoxico ocasionado en S. biloba a causa de la exposicion a los diferentes
metales.

A partir de los resultados obtenidos se demostré que, en las condiciones ensayadas,
S. biloba mostré mayor eficiencia para la remocién de iguales concentraciones de Pb?* y
Cu®* respecto a Cd*" y Zn?*. La adsorcion y la acumulacién intracelular de los metales se
dio de manera progresiva a lo largo del tiempo; sin embargo, se evidenciaron diferencias
en las cinéticas de remocién para Pb?* y Cu®* (primer orden), respecto a las obtenidas para

Cd** y Zn** (segundo orden).
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Adicionalmente, se manifestaron algunos cambios diferenciales, tanto en las
caracteristicas fisicas de las plantas como en los parametros fisioldgicos estudiados
contenido de clorofilas, flavonoides, mas no se manifestaron cambios significativos en
carotenoides, antocianinas y carbohidratos solubles, lo cual implica que la respuesta
fisioldgica de S. biloba frente a la exposicion a metales pesados es diferente para cada
relacién metal/concentracion. Sin embargo, el dafio toxicoldgico provocado en las plantas
a causa del estrés metalico parece no estar directamente vinculado con su capacidad de
acumulacién, indicando que los mecanismos de respuesta al estrés en S. biloba responden

en forma independiente a la regulacion del proceso de fitorremediacion.
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ABSTRACT

The use of plants to remove pollutants from the environment (i.e., phytoremediation) is
a validated and widely used technique, and at the same time, it is an economic, sustainable
and eco-friendly technology. Several plants have been used for metal ions removal from
aquatic environments since each species has distinctive characteristics. In particular,
macrophytes belonging to Salvinia sp. have proved to be highly efficient in metal ions and
metalloids removal from contaminated waters.

The aim of the present investigation was to get insight into Salvinia sp.
phytoremediation performance against the exposure to different heavy metals. In addition,
plants physiologic response induces by metallic stress and how metals phytotoxicity could
affect the phytoremediation process was also assed. For these purposes, autochthonous
free-floating S. biloba Raddi specimens were collected from naturally-occurring wetlands
at Parana river, and separately exposed to 50+1 or 100+2 pM of cadmium (Cd®*), copper
(Cu?), lead (Pb*) or zinc (Zn?*) in batch experiments. Metals removal performance from
artificially-contaminated water samples was evaluated at 0, 2, 4, 6, 10, 24 and 48 h of
plants exposition. In addition, a compartmentalization analysis was carried out in order to
quantify the amount of metals adsorbed or accumulated into plants. Finally, metals
phytotoxicity in S. biloba was indirectly assessed by measuring chlorophylls, flavonoids,
carotenoids, anthocyanins and soluble carbohydrates content.

Our results showed that under the assayed conditions, S. biloba has a greater ability to
remove equal concentration of Pb* or Cu?* than Cd** or zZn*". All the metals were
progressively adsorbed and accumulated within plants; however, elimination kinetics from
water samples was different for Pb®* and Cu?* (first order) in comparison with the obtained
for Cd** and Zn®* (second order). Moreover, physical damage in S. biloba tissues and
affection of plants physiological parameters probed to be dependent of the
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metal/concentration ratio. However, the toxicological damage caused in plants by heavy
metals stress seem not to be straight-linked with S. biloba metal elimination capacity,
indicating that abiotic-stress response mechanisms and the phytoremediation process are

independently regulated.



I. INTRODUCCION

La degradacion del medio ambiente es un serio problema del siglo XXI y uno de los
grandes flagelos de las sociedades modernas. En especial, la tasa de contaminacion del
agua se ha visto incrementada en las ultimas décadas, evidenciando una profunda crisis en
la disponibilidad de este recurso natural para los préximos afios, y comprometiendo el
cumplimiento de uno de los objetivos propuestos por los Estados Miembros de las
Naciones Unidas (ONU) para el “Desarrollo del Milenio” (Departamento de Asuntos
Econdémicos y Sociales de Naciones Unidas (ONU-DAES), 2015): “asegurar la
disponibilidad y la gestion sostenible del agua y su saneamiento para todos”, el cual le
otorga al agua un caracter prioritario.

Entre los contaminantes del agua de mayor impacto a nivel global se encuentran los
metales pesados y los metaloides. En la actualidad, existen diferentes tecnologias para
eliminar iones metalicos en aguas residuales e industriales que incluyen métodos de
precipitacion quimica, tecnologias de filtracion por membranas, extracciones con
compuestos organicos, intercambio i6nico y procesos de adsorcion sobre materiales
inertes, entre otras (Azubuike y col., 2016). Sin embargo, los métodos tradicionales para
remover metales pesados en matrices acuosas suelen ser altamente costosos y poco
eficientes, especialmente cuando se aplican a la remediacion de grandes volimenes
(Barakat, 2011).

En las ultimas décadas, se ha incrementado la busqueda de tecnologias mas
sustentables y econdémicas para la eliminacion de metales pesados. Entre ellas, la
fitorremediacion, consistente en utilizar plantas vasculares para eliminar sustancias

contaminantes en suelos, lodos, sedimentos y agua, ha sido una de las mas valoradas.
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En especial, la aplicacion de técnicas de fitorremediacion para recuperar suelos y aguas
contaminadas con metales pesados ha demostrado ser rentable, eficiente y de bajo impacto
ambiental (Dixit y col., 2015; Azubuike y col., 2016).

En Argentina, sobre las margenes del rio Parand, existe una extensa zona de humedales
con abundante y diversa vegetacion. Entre su flora autdctona, se han detectado diversas
especies de plantas que cuentan con un vasto potencial para la captacion de contaminantes,
y que podrian utilizarse para la eliminacién de sustancias toxicas en sistemas artificiales o
como bioindicadores de la contaminacion (Wolf y col., 2012; Alonso y col., 2018).
Entre ellas, se destacan los helechos acuéaticos del género Salvinia por su capacidad para la
captacion de metales pesados (Paris y col., 2005; Sufie y col., 2007; Dhir, 2009; Tello
Zevallos y col., 2018; Castillo Loria y col., 2019). Por lo tanto, la presente investigacion ha
sido propuesta con el objetivo de profundizar el conocimiento cientifico sobre el potencial
gue muestran estas macrofitas autoctonas para la eliminacion de metales pesados en aguas
contaminadas, y avanzar en la comprension de los mecanismos involucrados durante el
proceso de fitorremediacion, como asi también en la respuesta fisiologica de Salvinia sp.

frente al estrés abiodtico provocado por la exposicion a metales toxicos.

I.1. Metales pesados.

Aunque aun no existe una definicion totalmente aceptada por la comunidad cientifica
acerca del término “metal pesado” (Duffus, 2002; Appenroth, 2010), comunmente se
clasifican dentro de este grupo a aquellos elementos quimicos que poseen alta densidad
(mayor a 4-5 g/cm®), masa y peso atémico (superior a 20 g/mol), y que se encuentran
asociados con un importante potencial contaminante y ecotoxicidad cuando se hallan en
altas concentraciones en el ambiente, asi como con una elevada capacidad de acumularse

en los organismos vivos (Concon, 2009). Entre ellos, el cadmio (Cd), el plomo (Pb), el
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arsenico (As), el mercurio (Hg) y el cromo (Cr) son extensamente reconocidos por su
elevada toxicidad hacia diferentes formas de vida (Ali y col., 2013).

Es importante remarcar que, en bajas concentraciones, algunos metales desempefian un
rol fundamental para el desarrollo de los organismos vivos (Cordero y col., 2005). Por el
contrario, otros metales no cumplen este rol y, por tanto, no son un requerimiento esencial.

Una de las principales caracteristicas que hace a la peligrosidad de los metales pesados
es su persistencia ambiental, ya que estas sustancias no pueden ser quimica ni
bioldgicamente degradadas. Por lo tanto, tienden a acumularse en el medio y, una vez que
han entrado en los ecosistemas acuaticos, se distribuyen muy facilmente mediante su unién
al material particulado (didmetro >0,45 pm), coloidal (diametro entre 0,45 um y 1 nm) 0 a
otras sustancias disueltas en el agua (diametro > 1 nm) (Martorell, 2010). La presencia de
material particulado y coloidal en un medio acuoso es de suma importancia ya que de esto
depende que la materia organica se coagule y sedimente, a la vez que influye en los
tiempos de residencia y en la distancia a la cual los compuestos adsorbidos -como los
metales pesados- son dispersados.

A continuacién, conforme a los objetivos del presente trabajo, se detallan algunas

caracteristicas de cuatro de los metales pesados que han sido objeto de estudio.

1.1.1. Cadmio.

El Cd es un elemento quimico perteneciente al grupo I1B de la tabla periddica, con
namero atémico 48 y peso atomico 112,4 g/mol. En la naturaleza suele encontrarse
presente junto a otros metales, tales como Zn, Pb y Cu (Nava y Mendez, 2011).
Las principales fuentes naturales de incorporacion de Cd en el ambiente son las erupciones
volcéanicas y la meteorizacion de las rocas; aunque su presencia puede verse marcadamente

influenciada por fuentes antropogenicas debido a que este mineral se utiliza en la
13



fabricacion de baterias y pinturas, en la industria microelectronica, en la fabricacion de
cemento y en la produccion de fertilizantes fosfatados. Adicionalmente, el Cd puede ser
liberado al ambiente durante la quema de combustibles fosiles (Pernia y col., 2008;
Sanchez y col., 2011).

Debido a su empleo difundido en diversas actividades industriales, el Cd emitido a la
atmosfera termina impactando en el suelo y/o en las corrientes de aguas subterraneas y
superficiales.

En cuanto a sus caracteristicas toxicologicas, la ingesta de Cd en humanos ha sido
relacionada con serias afecciones a nivel renal, hepéatico, pulmonar, pancreatico, testicular
y 6seo (Martinez y col., 2013), ocasionando diversas afecciones, tales como osteoporosis,
hipertension arterial, diabetes, enfisema pulmonar y algunos tipos de cancer como el de
préstata, pulmon, vejiga y pancreas (Satarug y col., 2010).

Por otro lado, también se ha demostrado que la exposicion a Cd aumenta la produccion
de especies reactivas del oxigeno (EROs) en organismos vegetales, viéndose inhibidos
algunos de sus procesos fisioldgicos (e.g., fotosintesis), causando clorosis de las hojas, y

afectando al crecimiento y al enrollamiento foliar (Rodriguez y col., 2008)

1.1.2. Cobre.

El Cu pertenece al grupo de los metales de transicion, su nimero atomico es 29 y su
peso atdmico 63,54 g/mol. Es un metal relativamente abundante en la naturaleza y de bajo
costo de obtencion, ya que se encuentra formando parte de numerosos minerales y en
diversas combinaciones con otros elementos quimicos. Se conocen cerca de 165 tipos de
minerales que contienen Cu. Ademas de ser un elemento transicional, el Cu es un metal
noble, por lo tanto, posee propiedades inherentes similares a las de la plata (Ag) y el oro

(Au). Entre sus caracteristicas fisicoquimicas se destacan su excelente conductividad
14



térmica y eléctrica, maleabilidad, y resistencia mecanica y a la corrosion, lo cual lo
convierte en un material muy util para una gran variedad de aplicaciones. EI Cu ha sido
historicamente importante para la manufactura de herramientas, utensilios, recipientes,
armas y objetos de arte. En la actualidad, se utiliza principalmente en la fabricacion de
componentes electronicos, y en las instalaciones domésticas de gas y electricidad.

Como todos los metales pesados, es un elemento de elevada persistencia ambiental,
capaz de bioacumularse en los organismos vivos con un elevado grado de toxicidad. Sin
embargo, también es un micronutriente y, por ende, es absorbido y retenido por numerosos
seres vivos (bacterias, algas), y en especial por las plantas, ya que posee un importante rol
bioldgico en el proceso de la fotosintesis (Molinari y col., 2015).

El Cu también contribuye a la formacién de los glébulos rojos y al mantenimiento de
los vasos sanguineos, del sistema inmunitario, de los nervios y de los huesos; por lo tanto,
es un importante oligoelemento esencial para la vida humana. Existe una gran cantidad de
alimentos habituales en la dieta de la poblacion que contiene Cu, tales como ostras,
mariscos, legumbres, visceras y nueces, entre otros; ademas del agua potable. Por lo tanto,
es muy raro que se produzca una deficiencia de este mineral en el organismo. Sin embargo,
si se ingieren niveles de Cu mas altos que los requeridos puede ocasionar nauseas, vomitos,
calambres estomacales, diarrea e incluso la muerte (ATSDR, 2004). El desequilibrio de Cu
en el organismo ocasiona una enfermedad hepatica conocida como “enfermedad de
Wilson”, y algunos autores han relacionado la presencia de altos niveles celulares y séricos
de este mineral con el desarrollo de tumores (Lowndes y Harris, 2005). Si bien la EPA
(Environmental Protection Agency) aun no ha clasificado al Cu en cuanto a su nivel de
carcinogenicidad, existen numerosos estudios que sugieren que este metal tiene el

potencial para producir cancer en humanos (Wang y col., 2010).
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1.1.3. Plomo

El Pb es un elemento quimico de la tabla periddica con nimero atdmico 82 y peso
atomico 207,2 g/mol. Entre los metales, probablemente sea el mas ampliamente distribuido
alrededor del mundo. Se lo ha encontrado en lugares tan inusuales como los hielos fosiles
de Groenlandia (Jawrowski, 1968).

Este metal ha sido utilizado durante afios para distintos fines debido a su resistencia a
la corrosion, ductilidad, maleabilidad y facilidad para formar aleaciones (Nava Ruiz vy
Méndez Armenta, 2011). A pesar de que su empleo ha disminuido en muchos paises del
mundo, todavia es ampliamente utilizado en la industria naval, armamentista y automotriz,
y para la manufactura y reciclado de baterias, enchapado y acabado de metales, entre otras
aplicaciones. Por lo tanto, sigue siendo un elemento frecuente en los efluentes industriales.
Ademas, la extraccion minera todavia es una fuente importante de contaminacion con Pb,
ya que ocasiona su incorporacién al ciclo hidrolégico y su posterior transporte unido a
pequefias particulas de sedimento (Nava Ruiz y Méndez Armenta, 2011).

La toxicidad del Pb se encuentra determinada por su biodisponibilidad en el medio
acuoso, la cual a su vez depende de mdaltiples factores tales como la composicion quimica
del agua, el nivel de salinidad, la solubilidad y el contenido de materia orgénica. En su
forma libre de cation divalente, el Pb puede unirse fuertemente a los grupos sulfhidrilos de
las proteinas, causando toxicidad cronica y aguda en los organismos acuéticos cuando se
halla presente en suficiente cantidad (Needleman, 2004).

Particularmente, en los paises subdesarrollados, todavia existen muchos reportes de
casos de intoxicacion por Pb, tanto en adultos como en nifios, vinculados al consumo de
agua contaminada. En los humanos, el Pb es capaz de afectar el sistema nervioso, renal y
reproductivo, y alterar la produccion de celulas sanguineas y la conducta.

La intoxicacion por Pb se denomina “saturnismo” o “plumbosis”, y sus sintomas mas
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caracteristicos se manifiestan generalmente como fatiga, dolores de cabeza, dolores
musculares y de estdbmago, anorexia, estrefiimiento y, en su fase mas critica, “colico del
Pb”, el cual se caracteriza por calambres abdominales intensos, acompariados de nauseas,
vomitos y elevada presion arterial. Adicionalmente, también se ha descripto la aparicion de
“ribetes de Burton” sobre las encias de los pacientes, indicativo de una intoxicacion
cronica (Verma y Dubey, 2003).

La toxicidad por la acumulacién de Pb también ha sido evidenciada en organismos
vegetales. En las plantas, este metal se mueve predominantemente dentro del apoplasto de
la raiz en una forma radial a través del cértex y se acumula cerca de la endodermis, la cual
actla como barrera parcial al movimiento de Pb entre la raiz y la parte aérea de las plantas.
Es por ello que la acumulacién de Pb suele ser mayor en la raiz que en las hojas (Jones y
col., 1973; Verma y Dubey, 2003), siendo el patrén de distribucién en la raiz dependiente
de la concentracion del metal (Seregin y col., 2004).

Los sintomas visuales mas caracteristicos de la intoxicacién por Pb en las plantas
consisten en una rapida inhibicion del crecimiento radicular, reducciéon del area foliar,
clorosis y aparicién de manchas pardo-rojizas en los tallos, peciolos y hojas, ademéas de

una marcada necrosis foliar (Castillo Loria y col., 2019).

1.1.4. Zinc

El Zn es un elemento quimico clasificado como “metal de transicion”, con numero
atomico 30 y peso atomico 65,38 g/mol (De la Guardia Pefa y col., 2011). Se caracteriza
por estar ampliamente distribuido en la naturaleza, pero no es muy abundante, ya que solo
representa el 0,012% de la corteza terrestre (Robert, 1997; Gonzales y col., 1998).
Actualmente, la mayor parte del Zn se emplea en la galvanizacion del hierro y del acero,

asi como en la manufactura de laton. Los objetos galvanizados (alambres, clavos, laminas,
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etc.) se emplean en la industria automotriz, en la construccién, y como piezas de
equipamientos de oficina y utensilios de cocina, entre otras aplicaciones. También se
utilizan grandes cantidades de Zn en la obtencidn de aleaciones. En el laboratorio quimico,
suele utilizarse Zn en polvo como agente reductor, siendo ademas el 6xido de Zn otro de
los compuestos frecuentemente utilizado en determinaciones cuantitativas (Rubio vy col.,
2007).

Desde el punto de vista biologico, este metal es constituyente de mas de 300
metaloproteinas y mas de 2000 factores de transcripcion. Su participacion en el
metabolismo abarca una amplia variedad de reacciones, tanto de sintesis como de
degradacion de casi todas las biomoléculas (De la Guardia Pefia y col., 2011).

En los seres humanos, la inhalacion de altas concentraciones de Zn puede causar
neumonitis, entre otras afecciones de las vias respiratorias. Ademas, en estudios in vitro se
ha demostrado que elevados niveles de Zn provocan apoptosis (i.e., muerte celular) debido
a la generacion de EROs y, en segundo lugar, a la activacion de cascadas de sefializacion
moduladas por proteinas MAPK (de sus siglas en inglés, mitogen-activated protein
kinases) (Daniels y col., 2004).

En las plantas, el Zn es un cofactor esencial para la actividad de enzimas involucradas
en la produccion de energia, la regulacion y sintesis de proteinas, y el mantenimiento de la
integridad de la membrana radicular. Ademas, interviene en la regulacion de los procesos
fotosinteticos, y en el crecimiento y la fisiologia de la planta. Adicionalmente, algunos
estudios han sugerido que el Zn estaria involucrado en la resistencia/tolerancia de la planta
a ciertos organismos patogenos. Los sintomas de toxicidad por Zn en los organismos
vegetales incluyen principalmente clorosis y reduccién del crecimiento; ya que actua

inhibiendo la fijacion de CO,, el transporte de hidratos de carbono en el floema y alterando
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la permeabilidad de la membrana celular (Efroymson y col., 1997; Marschner, 1998;

Haslett y col., 2001).

1.1.5. Contaminacion del agua por metales pesados

La industria metalurgica tiene un rol central en el desarrollo econémico de los paises
debido a su articulacion con el resto de la economia. Sin embargo, su creciente actividad es
también responsable de la mayoria de los dafios a los ecosistemas acuaticos ocasionados
por la acumulacion de metales toxicos (Cirtina y col., 2016).

Se estima que valores cercanos a los 109 kg/afio de metales traza se depositan en la
hidrosfera provenientes de diversas fuentes tales como aguas residuales industriales y
domésticas, plantas térmicas, fundiciones y acerias (EI Mai, 2013). La Tabla 1 muestra un

resumen de las principales actividades generadoras de metales pesados.

Tabla 1. Principales actividades generadoras de metales pesados

ACTIVIDAD METALES PROCESO Y CONTAMINACION DERIVADA

Aleacionesy  Te, Pb, Ni, Cu, Fabricacion, eliminacién y reciclaje de metales.
aceros Zn, Cd, As, Mo, Relaves y escoriales. Contaminacion aguas y suelo.
U

Agriculturay  Cd, Cr, Mo, Pb, Produccion de agroquimicos. Contaminacion de

Ganaderia U, V, Zn, As, escorrentia, aguas superficiales y subterraneas. La

Mn, Cu bioacumulacion en vegetal y animal.
Baterias Pb, Sh, Zn, Cd, Fluido residual de la pila, la contaminacién de aguas
Ni, Hg subterraneas y del suelo.

Corrosion Fe, Pb, Ni, Co, Inestabilidad de los metales expuestos al medio

metalica Zn ambiente.
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Electronica P, Cd, Hg, Pt, Residuos metalicos acuosos y soélidos desde el
Au, Cr, As, Ni, proceso de fabricacion y reciclaje. Contaminacion
Mn atmosférica e hidrica.
Extraccion de  As, Cd, Cu, Ni, Presencia en las menas como subproductos.
minerales Pb, Zn Contaminacion de las aguas superficiales,
subterraneas y del suelo.
Fundicion Pb, As, Cd, Tl Procesado de mineral para obtencién de metales.
Contaminacion atmosférica. Residuos solidos.
Galvanoplastia Cr, Ni, Zn, Cu Los efluentes liquidos de procesos de recubrimiento.
Contaminacion hidrica.
Gestion de Zn, Cu, Cd, Pb, Incineracion de residuos o en lixiviados.
residuos Ni, Cr, Hg, Mn  Contaminacion  atmosférica de las  aguas
superficiales, subterraneas y del suelo.
Hidrocarburos As, Cu, Cr, Fe, Proceso de exploracion, explotacion y refineria
Hg, Ni, Pb, Ag, generando contaminacion de las aguas superficiales,
Mn subterraneas y del suelo.
Metalurgia Cu, Cr, Mn Zn, Procesado térmico de metales. Contaminacion
P,S atmosférica.
Mineria de Cd, Cu, Ni, Cr, Drenaje é&cido de mina, relaves, escombreras,
metales Co, Zn generacion de lodos.
ferrosos
Pinturas y Pb, As, Cr, Zn, Residuos acuosos procedentes de la fabricacion y el
pigmentos Ti, Ba deterioro de la pintura vieja.
Serviciosy  Cd, Cr, Hg, Ag, Atencion a servicios de salud. Pompas funebres y
otras Pb, Zn, Sn, Fe, actividades relacionadas.
actividades Ni, Mo, V, Mn,
Co

Nota: Adaptado de “Tratamientos para la remocion de metales pesados cominmente presentes en aguas

residuales industriales. Una revision.”, de Caviedes Rubio y col. (2015). Ingenieria y Region, 13, 73-90

La contaminacion del agua por metales pesados afecta drasticamente la seguridad

alimentaria y la salud publica (Huang, 2014; EFSA, 2015). Numerosos estudios han
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reportado la presencia de metales y metaloides (entre ellos, Hg, As, Pb, Cd, Zn, Ni y Cr) en
diversas hortalizas como lechuga, repollo, calabaza, brécoli y papa (Sing, 2010; Chen y
col., 2013). A nivel global, se han reportado casos que dan cuenta de las afecciones en la
salud por causa del consumo de alimentos contaminados con metales pesados (Sanchez,
2010). Uno de los casos mas relevantes ocurrio en Japon, en los afios 507, en donde la
poblacién ubicada en las riberas del rio Jintsu, aguas abajo de una zona minera, se vio
severamente afectada por el consumo de arroz proveniente de cultivos contaminados con
Cd procedente de los vertimientos de las minas. Esta ingesta produjo una enfermedad
conocida como ltai-ltai (i.e., osteoartritis) que afecta principalmente al tejido dseo

(Sanchez, 2010).

1.1.6. Legislacion vigente
En la Republica Argentina existen diferentes marcos regulatorios que definen
pardmetros de calidad de aguas de consumo y residuales con el fin de establecer
pardmetros que protejan la salud de los habitantes y de los ecosistemas. Entre ellas, la Ley
18.284 del Codigo Alimentario Argentino (COA), en sus articulos 982, 983 y 985,
establece el contenido de metales en el agua potable para la alimentacion y el uso
domeéstico (sea ésta de suministro publico o envasada de origen subterraneo), definiendo
las siguientes concentraciones maximas para los metales objeto del presente estudio:
Cadmio (Cd): méaximo 0,01 mg/L
Cobre (Cu): maximo 1,0 mg/L
Plomo (Pb): maximo 0,05 mg/L

Zinc (Zn): maximo 5,0 mg/L

Adicionalmente, la Resol. N°1089/82 de la Direccién de Obras Sanitarias de la Provincia

de Santa Fe, reglamenta los parametros fisico-quimicos de vuelco que deben cumplir los
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liquidos residuales en funcién del tipo de colectora (e.g., cloacal, desaglie de conducto
pluvial abierto o cerrado, curso de agua superficial, pozos o campos de drenaje, etc.), de la
distancia de la toma de agua, y de la dilucion del efluente en el cuerpo de agua receptor.
Para el caso de los metales pesados objeto del presente estudio, sus concentraciones limites
varian entre los siguientes margenes:
Cadmio (Cd): 0,02-0,15 mg/L
Cobre (Cu): 0,40-1,50 mg/L
Plomo (Pb): 0,10-0,45 mg/L
Zinc (Zn): 5,0-10,0 mg/L
Es interesante notar que en ambas legislaciones las concentraciones permitidas de estos
metales siguen el orden: Cd<Pb<Cu<Zn, en estricta correlacion con su grado de toxicidad
hacia los sistemas bioldgicos. Por otro lado, los bajos niveles admitidos para Cd y Pb son
consistentes con su inclusion en la lista de los diez productos quimicos de mayor
preocupacion para la salud publica segin la Organizacién Mundial de la Salud (WHO,
2010). En este contexto, es esperable que los tratamientos disefiados para recuperar aguas
contaminadas con metales pesados sean lo suficientemente efectivos para lograr valores
residuales de estos quimicos en aguas que se ajusten a los limites establecidos por las leyes

vigentes.

1.2. Fitorremediacion

La fitorremediacion (phyto, planta; remedium, limpiar o restaurar) es una de las técnicas
mas tradicionales de biorremediacion, la cual consiste en el uso de plantas vasculares para
remover, transferir, estabilizar y/o transformar contaminantes organicos e inorganicos

presentes en suelos y aguas, y que ha demostrado ser practica, economica y eficiente para
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un importante nimero de aplicaciones (Delgadillo y Gonzales, 2011; Marrero y col., 2012;
Andreazza y col., 2015).

La principal ventaja de esta biotecnologia es que no utiliza reactivos quimicos
peligrosos (Carpenta y Bernal, 2007). Adicionalmente, los sistemas de tratamiento basados
en el uso de plantas implican en general un bajo costo de implementacion, siendo a su vez
apropiados para descontaminar grandes volimenes y/o superficies.

La fitorremediacion incluye diferentes bioprocesos, tales como fitoextraccion,
rizofiltracion, fitoestabilizacién, fitodegradacion, rizodegradacion y fitovolatilizacion
(Bernal Figueroa, 2014). En la Fig. 1 se muestra un esquema de dichos procesos, y se

describen muy brevemente a continuacion:

Fitovolatilizacion

Fitodegradacion

Fitoestabilizacién

Fig. 1.Procesos involucrados en la fitorremediacion de contaminantes quimicos

- Fitoextraccién: este fendmeno, también conocido como fitoacumulacion o

fitoabsorcidn, consiste en la captacion de contaminantes por las raices de las plantas,
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seguido de su translocacion y posterior acumulacion en las partes aéreas. Se aplica
principalmente para la eliminacion de metales pesados, pero también puede ser
utilizado para otros elementos quimicos (radionucleidos) y compuestos de tipo
organico. Usualmente se implementa mediante el uso de plantas clasificadas como
metalofitas o hiperacumuladoras, las cuales tienen la capacidad de almacenar altas
concentraciones de metales en sus partes aéreas (Rascio y Navari-1zzo, 2011). En
general, luego de varias semanas de ser utilizadas para la eliminacion de metales
pesados, estas plantas son cosechadas e incineradas, y sus cenizas tratadas como

residuos peligrosos.

Rizofiltracion: la rizofiltracion o fitofiltracion implica la adherencia o adsorcidn
superficial de los contaminantes en las raices de las plantas mediante la formacion de

quelatos y/o su precipitacion quimica.

Fitoestabilizacion: en este caso se utilizan especies vegetales que desarrollan un denso
sistema radicular que inmoviliza a los contaminantes, reduciendo su movilidad y
biodisponibilidad por medio de mecanismos fisicos de secuestro, evitando asi su

migracion y diseminacion en la cadena trofica.

Fitodegradacion: este fendmeno, también conocido como fitotransformacion, consiste
en aprovechar la capacidad enzimatica de las plantas para la degradacion de
xenobidticos. En este caso, la ruptura de los contaminantes ocurre mediante la accion
de enzimas especializadas, generando metabolitos secundarios que pueden ser luego
absorbidos por las mismas plantas, retenidos en vacuolas para ser utilizados como

nutrientes, o degradados bioquimicamente a productos menos perjudiciales. En
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general, este método se limita principalmente al tratamiento de la contaminacién con
sustancias de tipo organico (por ej., hidrocarburos, plaguicidas, detergentes,
compuestos clorados, entre otros) ya que estos compuestos pueden ser potencialmente

biodegradables.

Rizodegradacion: la rizodegradacion o fitoestimulacion se refiere a la descomposicion
de contaminantes organicos a causa de los microorganismos presentes en la rizosfera,
ya que los exudados de las raices pueden estimular el crecimiento de microorganismos
capaces de mineralizar contaminantes a través de sus actividades metabdlicas. Estos
exudados contienen carbohidratos, aminoacidos y flavonoides que proporcionan
fuentes de carbono y nitrégeno, creando un ambiente rico en nutrientes, propicio para

la estimulacién de la actividad metabdlica de los microorganismos del suelo.

Fitovolatilizacién: algunas plantas tienen la capacidad de volatilizar contaminantes
organicos e inorganicos (tales como mercurio y selenio), convirtiéndolos en sustancias
menos toxicas que el compuesto parental. En este proceso, las plantas captan
contaminantes del suelo o de las aguas a través de sus raices, desde donde son
transportados hacia las partes aéreas para ser degradados en sustancias volatiles que

luego son liberadas al ambiente mediante la transpiracion vegetal.

1.2.1. Mecanismos de eliminacion de contaminantes

El entendimiento de las estrategias fisioldgicas y/o moleculares que adoptan las plantas

para lidiar con el estrés generado por la exposicion a metales toxicos es de suma

importancia para los estudios de fitorremediacién. Estos mecanismos son los que deciden,

en gran medida, la eficiencia y el éxito de un sistema de tratamiento basado en la
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utilizacion de plantas acumuladoras para eliminar iones metalicos (Maestri y col., 2010;
Anjumy col., 2015).

Entre las distintas estrategias de defensa que utilizan las especies vegetales para lidiar
con el estrées metdlico (Fig. 2) se encuentran procesos de exclusion, comparta-
mentalizacion, formacion de complejos y sintesis de proteinas de unién a iones metalicos
(Clemens, 2001; Seth y col., 2012; Bolan y col., 2014). En particular, la quelacién o
formacion de complejos es el mecanismo intracelular méas frecuentemente utilizado por las
plantas para el mantenimiento de bajas concentraciones de metales libres en el citoplasma,
y para su desintoxicacion. Este proceso se realiza, principalmente, mediante el empleo de
compuestos que contienen grupos sulfhidrilo/tiol, tales como el tripéptido glutation (GSH)
y proteinas de la familia de las fitoquelatinas (PC) y metalotioneinas (MT); y en menor
medida, por compuestos no-tioles como acidos organicos y aminoacidos (Clemens, 2001;
Sethy col., 2012; Anjum y col., 2015).

En general, en la fitorremediacion de contaminantes se pueden definir principalmente
dos procesos: adsorcion y bioacumulacion. El primero (i.e., adsorcién) es un proceso
rapido y reversible que ocurre en las raices, desde donde luego los contaminantes son
translocados y dirigidos hacia otras partes de la planta. En el caso de los metales, la
adsorcion se produce a través de diferentes interacciones que ocurren entre los iones
metalicos y distintos grupos funcionales cargados negativamente que se encuentran en las
proteinas, lipidos y carbohidratos presentes en la pared celular de las células vegetales.

Por su parte, la bioacumulacion es un proceso mas lento e irreversible que implica el
secuestro y la retencion intracelular del contaminante en las partes aéreas de la planta

(Maestri y col., 2010).
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Fig. 2. Representacion esquematica celular de los diferentes sistemas de defensa que utilizan las plantas
expuestas a metales/metaloides. Las respuestas de las plantas a los metales pesados incluyen: (A) union de
iones metalicos a la pared celular y a exudados de la raiz; (B) reduccion de la entrada del metal a través de la
membrana plasmaética; (C) induccion del eflujo de metales a través de la membrana plasmética hacia el
apoplasto mediado por transportadores ATP-dependientes; (D) quelacién de metales pesados (HM) en el
citosol por ligandos especificos como fitoquelatinas (PC), metalotioneinas (MT), &cidos organicos y
aminoacidos; (E) induccion de sistemas de defensa antioxidantes (SOD: superéxido dismutasa, CAT: catalasa,
APX: ascorbato peroxidasa, GPX: glutation peroxidasa, GSH: glutation reducido y GSSG: glutation oxidado);
(F) vias de sefializacion hormonal. Las hormonas vegetales (etileno, acido jasmonico, acido abscisico, etc.)
estan implicadas en muchos procesos fisiologicos y de desarrollo de la planta, y desempefian un papel crucial
en la adaptacion al estrés abi6tico (como, por ejemplo, el ocasionado por la presencia de metales); (G)
compartamentalizacion en vacuolas intracelulares. Nota: los iones metalicos se muestran como puntos negros.

Figura tomada con permiso de Tello Zevallos (2016).

1.2.2. Cinética de eliminacion de contaminantes en procesos de fitorremediacion.

A partir de los estudios cinéticos se pueden caracterizar las diferentes etapas o procesos
por medio de los -cuales un contaminante es eliminado de su entorno.
Para una reaccion general del tipo:

A+B—-C
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, la ley de velocidad esta dada por la siguiente ecuacion:

v=-d[A] - - d[B] = d[C] = k [A]* [B]*®
dt dt dt

, donde Ay B representan los reactivos, C el producto, t es el tiempo, k es la constante de
velocidad de la reaccion y p es el orden de reaccién respecto a cada uno de los reactivos, es
decir, los ordenes parciales para A y B. La suma de los drdenes parciales da como
resultado el orden total de la reaccién, el cual permite comprender la dependencia de ésta
con las concentraciones de los reactivos. Asi, existen reacciones de orden cero, en las
cuales la velocidad no depende de la concentracion de los reactivos; reacciones de primer
orden, cuya velocidad se relaciona de manera lineal con la concentracion de uno de los
reactivos; reacciones de segundo orden, en donde se pueden presentar dos casos: i) la
reaccion tiene un unico reactivo con una velocidad de reaccion que depende del cuadrado
de su concentracion o, ii) la reaccion posee dos reactivos y la velocidad depende de manera
lineal con cada uno de ellos; y asi sucesivamente para drdenes superiores.

El orden se establece de manera empirica graficando la concentracién del analito en
funcion del tiempo y determinando matematicamente la ecuacién que mejor se ajusta a los
datos experimentales.

En los estudios de fitorremediacion generalmente se considera que el biosorbente (i.e.,
la plantas) se encuentra en exceso y, por lo tanto, lo que se determina es el orden de la
reaccion respecto al contaminante. Cuando se llevan a cabo estudios de eliminacion de
metales pesados, por lo general, se encuentra que las cinéticas mas comunes para estos
procesos son de primer o de segundo orden (Tello Zevallos y col., 2018).

a. Modelo de cinética de primer orden:

—=K,C
dt L
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Esta expresion matematica se resuelve en su forma lineal como:

InC=-tK;+InC,

Donde, C, y C son los valores de la concentracion del contaminante (mg/L) en la columna
de agua a tiempo cero y a tiempo t, respectivamente; K; es la constante de velocidad (h™) y

t es el tiempo (h).

b. Modelo de cinética de segundo orden:

Donde, C,y C son los valores de la concentracion del contaminante (mg/L) en la columna
de agua a tiempo cero y a tiempo t, respectivamente; K, es la constante de velocidad

(Lmg™ h™) ytesel tiempo (h).

1.3. Salvinia sp.

Dentro de las numerosas especies vegetales estudiadas en sistemas acuosos por su
capacidad para eliminar metales pesados se encuentran los helechos acuaticos del género
Salvinia (Dhir, 2009). Este género integra unas 10 especies de macrofitas de flotacion libre
ampliamente distribuidas a nivel mundial. En Argentina, es posible encontrar 4 especies
del género: Salvinia minima Baker, Salvinia adnata, Salvinia auriculata Aublet y Salvinia

biloba Raddi (también conocida como Salvinia herzogii) (Martinez y Cacharani, 2011).
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Todas las especies de Salvinia se caracterizan por encontrarse en aguas dulces, ricas en
nutrientes, y preferentemente en zonas bajas (Salas Pascual y Quintana Vega, 2016).
Por su implicancia para los fines de la presente investigacion, a continuacion se describe

en detalle la especie Salvinia biloba Raddi.

1.3.1. Salvinia biloba Raddi.

Salvinia biloba Raddi (S. biloba) es una de las especies del género Salvinia que se
encuentra mas ampliamente distribuida en la Republica Argentina. Conocida popularmente
como “acordeon de agua”, esta especie se ubica morfoldgicamente dentro del complejo
auriculata, el cual incluye también a las especies S. auriculata Aublet y S. molesta D.S.
Mitchel (Salas Pascual y Quintana Vega, 2016). Los individuos de este grupo poseen
frondas dispuestas en verticilos de tres, dos de ellas flotantes y enteras (hojas), y la tercera
sumergida y dividida en numerosas lacinias filiformes que realizan la funcion de una raiz
(Fig. 3 a 'y Fig. 4 a), siendo caracteristico del complejo auriculata la presencia de papilas
con 4 pelos (tricomas) unidos en sus extremos que dan lugar a una estructura muy
caracteristica semejante a la de un “batidor de huevos” (Fig. 3 b,c). Ademas, todos los
especimenes de S. biloba se caracterizan por poseer un 6rgano sumergido con un eje
primario bien desarrollado, robusto, de 4-7 mm de largo y 1-2 mm de ancho, con 10-30
ejes secundarios pilosos, simples o ramificados de 10-15 cm de longitud y 1,2-1,6 mm de
diametro, cuyo solenostela presenta forma de “U”. Sus laminas u hojas flotantes son de
forma bilobada, plegadas, y levemente pecioladas, con I6bulos que se extienden entre los
12-45 mm de largo a los 6-30 mm de ancho (Fig. 4 a). La cara superior (adaxial) se
muestra papilosa con tricomas de 90-100 um de longitud por 40-50 um de ancho, unidos

en el extremo (Fig. 3 b,c), mientras que su cara inferior (envés) es pilosa con tricomas
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aciculares de 1-3 mm de longitud y venacion anastomosada (Fig. 4 b) (De la Sota, 1962;

De la Sota, 1976; De la Sota, 1995; Martinez y Cacharani, 2011).

Fig. 3. S. biloba. a) aspecto general de la planta (fotografia propia); b) papilas con tricomas; c) tricomas
unidos en el extremo adoptando la forma caracteristica de “batidor de huevos”. Fotografias b) y c) adaptadas

de Koch y col. (2009).

Fig. 4. a) Fotografia representativa de un espécimen de S. biloba donde se aprecia el érgano sumergido
(lacinias) con los ejes secundarios ramificados de entre 10-15 cm de longitud y sus hojas flotantes (frondas)
bilobadas y levemente plegadas. b) Izquierda: esquema del patron de venacion caracteristico en las frondas de
S. biloba. Derecha: fotografia del patron de venacién en los especimenes utilizados en la presente

investigacion.
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1.3.2. Estudios de eliminacion de metales pesados utilizando S. biloba.

Si bien son numerosos los trabajos que han demostrado que el género Salvinia posee un
excelente potencial para ser utilizado en el saneamiento de aguas contaminadas con
metales toxicos, pocos estudios se han concretado en la Argentina con las especies
autoctonas que crecen en las condiciones ambientales locales y, en particular, con
especimenes de S. biloba.

Entre ellos, Maine y col. (2001) estudiaron la capacidad de macréfitas pertenecientes a
esta especie para acumular Cd** durante los meses mas frios del afio (Junio, Julio y
Agosto, para el hemisferio Sur), enfrentando especimenes locales de S. biloba a 1 mg/L de
este metal. Estos autores observaron una tasa de acumulacion de Cd** del 84% en un
periodo de 21 dias, demostrando que el mayor porcentaje de acumulacion ocurrié durante
las primeras 24 h.

En un estudio posterior, Maine y col. (2004) evaluaron la capacidad de S. biloba para
eliminar Cr(l11) analizando la distribucion del metal en la parte aérea (frondas) y en las
raices (lacinias) de las plantas, respecto al tiempo de exposicion (0-31 dias). Estos autores
concluyeron que S. biloba también fue eficiente para remover Cr(lll) en un rango de
concentraciones comprendido entre 1 a 6 mg/L. Adicionalmente, demostraron que el
mecanismo de acumulacion de Cr(ll1) en S. biloba cursé en dos etapas, una rapida y otra
lenta. La adsorcion del metal a la raiz fue el proceso mas rapido, completandose en las
primeras 24 h; mientras que la etapa lenta implico la translocacion del metal al interior de
las células vegetales y, més tardiamente, su transporte hacia las hojas.

En un estudio analogo, Paris y col. (2005) evaluaron la eficiencia de eliminacion de
Cr(111), Cd** y Pb** en S. biloba y Pistia stratiotes cultivadas en presencia de 1 mg/L de
cada ion en forma independiente, y en una mezcla (sistema mixto) conteniendo los tres

metales en igual concentracion (1 mg/L de cada metal). Nuevamente, el proceso de
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biosorcién para Cr(I11), Cd** y Pb* se completé en 24 h. Sin embargo, S. biloba presenté
una mayor tasa de acumulacion total de los tres metales (sumando los valores hallados en
raices y en hojas) respecto al alcanzado por P. stratiotes. En ambas especies, se evidencio
que el contenido de metales en las raices fue siempre superior al encontrado en las hojas.
Notablemente, los metales combinados disminuyeron la tasa de crecimiento de las dos
especies, probablemente a causa de un efecto citotoxico sinérgico, pero sin afectar el
proceso de acumulacion.

Posteriormente, Sufié y col. (2007) estudiaron los procesos de bioacumulacion de
Cr(l1) y Cd** en S. biloba y P. stratiotes, demostrando que la eliminacién de Cd** fue
significativamente diferente para las dos especies vegetales, mientras que no se
encontraron diferencias significativas en la bioacumulacion de Cr(l1). Por otro lado, estos
autores observaron que los procesos més importantes en la acumulacién de Cd** por
S. biloba fueron de tipo bioldgico, mientras que en P. stratiotes predominaron mecanismos
fisicoquimicos como la adsorcion superficial, la quelacion y el intercambio i6nico.

Por su parte, Hadad y col., (2007) evaluaron el efecto de la adicion de nutrientes
(H,KPO4, KNO3 y NH,4CI) en la tolerancia de S. biloba a Zn, Ni y Cr(lll), concluyendo
que la presencia de fuentes de nitrdgeno y fdésforo adicionales aumentd la resistencia de
estas macrofitas a la intoxicacion por metales pesados. Asimismo, estos autores
demostraron que la tasa de eliminacion de Zn, Ni y Cr(l1l) mejoré en presencia de los
nutrientes, principalmente debido a un aumento en la produccion de biomasa lo que
conlleva a un incremento en la captacion de metales por la presencia de una mayor
cantidad de sitios activos. Ademas, fue notoria la preservacion de la apariencia general de
las plantas en presencia de los nutrientes, indicativo de una actividad bioldgica mas

conservada.
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Recientemente, Freitas y col. (2018) evaluaron la acumulacién de Cu®** en especimenes
de S. biloba sometidos a diferentes concentraciones del metal (1, 3 y 5 mg/L), y en
diferentes intervalos de tiempo (0, 7 y 14 dias). Los resultados obtenidos por estos autores
demostraron que S. biloba es capaz de hiperacumular Cu®* en su biomasa, variando
significativamente esta capacidad en funcion de la concentracion inicial del metal. Los
niveles més altos de Cu®* acumulado (11861 pg/g) se observaron a los 14 dias de
tratamiento con 5 mg/L del metal, concluyendo que esta especie también seria adecuada
como agente de remediacion en ecosistemas acuaticos impactados con Cu?*.

Por su parte, Tello Zevallos y col. (2018), demostraron una gran capacidad para
eliminar altas concentraciones de Pb®* en especies nativas de S. biloba aisladas de
humedales naturales locales. En este trabajo, S. biloba demostré una elevada eficiencia de
remocion (>90%) en 24 h para todas las concentraciones de Pb?* ensayadas (4,8+0,3 mg/L;
9,1+0,4 mg/L y 19,6£0,5 mg/L), sin evidenciar sintomas de toxicidad. Ademas, a partir del
calculo de los factores de bioconcentracion, adsorcion y acumulacién intracelular, estos
autores concluyeron que S. biloba puede definirse como una especie hiperacumuladora de
Pb**, donde la adsorcién radicular es el principal mecanismo involucrado en la eliminacién
de este contaminante.

Maés recientemente, Castillo Loria y col. (2019) estudiaron la capacidad de remocién de
Pb* en un periodo de 10 dias, enfrentado diariamente especies nativas de S. biloba a
muestras de agua contaminadas artificialmente con diferentes concentraciones de Pb?*
(1,88+0,15 mg/L; 2,65+ 0,07 mg/L; 12,62+0,02 mg/L y 30,57+0,01 mg/L). Estos autores
demostraron, por primera vez, la capacidad de S. biloba para mantener una elevada
eficiencia de remocién de Pb?* en condiciones de estrés continuo, siendo esta capacidad
dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion al metal. En tales condiciones,

los parametros fisioldgicos de S. biloba se vieron notablemente afectados, tanto a nivel de
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las raices (lacinias) como de las hojas (frondas); siendo el grado de deterioro de las raices
superior al de las hojas. Estos resultados indicarian una mayor implicancia de los 6rganos
sumergidos de la planta en el proceso de remocién de Pb?*.

Si bien, todos estos antecedentes respaldan el empleo de S. biloba como herramienta
eficaz para la fitorremediacion de aguas contaminadas con metales toxicos, aun son
necesarios mas estudios que ahonden en los mecanismos y capacidades que ofrecen
especies locales de S. biloba para eliminar diferentes iones metalicos.

Asimismo, el grado de afectacion provocado por el estrés metalico, su relacion con los
parametros fisioldgicos y su implicancia en la capacidad fitorremediadora de S. biloba aun
no han sido profundamente explorados.

Por lo tanto, vemos importante avanzar en el entendimiento de estos mecanismos y en la
respuesta metabdlica de S. biloba frente a la accion de diferentes metales pesados con
distinto grado de toxicidad, con el fin de adecuar el disefio de fitotecnologias, que hagan
uso de especies autoctonas locales, al tratamiento de cuerpos de aguas residuales

fuertemente contaminados con la presencia de metales pesados.
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11.OBJETIVOS

I1.L1.  Objetivo General

Caracterizar la respuesta fisiolégica de especies locales de Salvinia sp., obtenidas de
ambientes naturales autdctonos, frente al estrés abidtico provocado por la exposicion a
diferentes metales pesados, asi como su relacion con la eficiencia del proceso de

fitorremediacion.

11.2.  Objetivos Especificos

e Cuantificar, a lo largo del tiempo (0-48 h), la tasa de remocién de diferentes
concentraciones de Cd?*, Cu?*, Pb?* o Zn®** en aguas contaminadas artificialmente,

tratadas con especimenes locales de S. biloba.

e Realizar estudios de compartamentalizacion en la biomasa vegetal con el fin de
analizar los distintos mecanismos (adsorcion y acumulacion) involucrados en la

eliminacién de Cd?*, Cu®*, Pb** 0 Zn** por S. biloba.

e Evaluar el estado toxicoldgico de las plantas luego de 48 h de exposicidn a diferentes
concentraciones de Cd®*, Cu**, Pb** 0 Zn®* mediante la cuantificacién de parémetros

bioquimicos y fisiologicos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Recoleccion del material vegetal.

\Los especimenes de S. biloba se colectaron en 3 etapas (durante los meses de Febrero,
Marzo y Abril de 2019) a orillas de una laguna localizada en el parador conocido como
“Isla Verde”, ubicado entre la playa de “La Florida” y la cabecera del puente Rosario-
Victoria (latitud 32°52°35” Sur y longitud 60°40°33” Oeste, Entre Rios, Argentina), en
analogia con las muestras vegetales utilizadas en investigaciones previas del grupo de
trabajo (Tello Zevallos y col, 2018, Castillo Loria y col, 2019). Los mismos se colectaron
en un recipiente plastico, junto con agua del sitio para mantener las caracteristicas de su
ambiente. Luego, se trasladaron a la planta piloto de la Facultad de Quimica e Ingenieria
del Rosario (UCA), donde fueron lavados con abundante agua de grifo (con el objetivo de
retirar insectos y otros tipos de agentes externos) y conservados a temperatura ambiente en

peceras de vidrio con agua potable y en condiciones de aireacién (Fig. 5).

Fig. 5. lzquierda: laguna natural donde fueron recolectados los especimenes autéctonos de S. biloba
utilizados en la presente investigacion. Derecha: peceras utilizadas para el mantenimiento y aclimatacion de

las macrdfitas seleccionadas (Planta Piloto, Faculta de Quimica e Ingenieria del Rosario, UCA).
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I11.2. Preparacion de soluciones stock de metales pesados.

Las soluciones stock de Cd** y Zn?* se prepararon por dilucién de un patrén comercial
para absorcion atdmica (1000 mg/L, SCP Science, Quebec, Canadd). Las soluciones de
Cu?* y Pb®* se obtuvieron por pesada y posterior disolucion de las respetivas drogas
solidas: CuS0O4.5H,0 (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina) y Pb(NO3), (Cicarelli, San
Lorenzo, Argentina). En todos los casos, se preparé una “solucion madre” de
concentracion 1 mM para cada metal en agua desionizada, y se ajusto el valor de pH a
6,0+0,2 mediante el agregado de acido clorhidrico (HCI 4N) o hidroxido de sodio (NaOH
6N), empleando un pH-metro digital AD1030 (Adwa, Rumania). Posteriormente, se
realizaron diluciones pertinentes en un volumen final de 05 L para obtener

concentraciones finales de cada metal correspondientes a 50+2 y 100+1 pM.

111.3. Determinacion de la capacidad fitorremediadora de S. biloba.

La capacidad de S. biloba para remover metales pesados se evalué en muestras de agua
contaminadas artificialmente con 50+2 o 100+1 pM de Cd**, Cu**, Pb** 0 Zn®*, de manera
independiente. ElI material vegetal seleccionado fue lavado con abundante agua
desionizada para eliminar posibles restos de residuos interferentes, y escurrido durante
15 min. sobre papel absorbente en bandejas de plastico con una inclinacion de 45° para
facilitar la eliminacion del exceso de agua (Fig. 6 a). Finalizado este tiempo, se procedio a
pesar 10,0 g de biomasa, y se la agregd sobre 0,5 L de solucién (agua ultra pura para el
grupo “Control” 0 solucién de Cd?*, Cu**, Pb?* o Zn** para los tratamientos). En cada
ensayo, se utilizaron 5 unidades experimentales compuestas por el grupo “Control” y los
diferentes tratamientos con cada uno de los metales pesados a igual concentracion (50+2 0

100£1 pM), con el fin de poder efectuar estudios comparativos por lotes (Fig. 6 b).
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Fig. 6. a) Preparacion del material vegetal. b) Unidades experimentales utilizadas en los estudios
comparativos por lotes. ¢) Fotografia representativa del modo de incubacion de los distintos sistemas bajo

condiciones controladas de luz/oscuridad.

Los estudios se llevaron a cabo incubando los diferentes grupos experimentales a
temperatura ambiente, bajo luz blanca, controlando el fotoperiodo de luz/oscuridad (100
uE.m'2 s*, 14 h luz y 10 h oscuridad) durante 48 h (Fig. 6 c). Paulatinamente, se tomaron
muestras de la columna de agua a las 0, 2, 4, 6, 10, 24 y 48 h, con el objetivo de evaluar la

cantidad de metal remanente por espectroscopia de absorcion atomica (EAA) empleando
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un equipo Varian® AA240FS (Varian Inc., Estados Unidos). Previamente a las
determinaciones, se realizaron curvas de calibracién con soluciones testigo de Cd®* (0,6-3
ppm), Cu®* (0,4-7 ppm), Pb* (1-5 ppm) y Zn*" (0,075-1,4 ppm) preparadas en agua
acidulada (HNO3 0,15%). Las longitudes de onda seleccionadas para la determinacion
cuantitativa de cada metal fueron: 228 nm (Cd*"), 324,8 nm (Cu?*), 217 nm (Pb?*) y 213,9
nm (Zn?*), conforme a las especificaciones indicadas en el “Manual de Operaciones” del
equipo Varian® AA240FS (Varian Inc., Estados Unidos). Todos los ensayos se realizaron

por duplicado (n=2).

I11.4. Cuantificacion del metal adsorbido en la biomasa vegetal.

El contenido de metal adherido superficialmente a la biomasa de S. biloba se determind
de acuerdo al procedimiento descripto por Tello Zevallos y col. (2018), con leves
modificaciones. Brevemente, al finalizar el tiempo de exposicion (48 h) se retird la
biomasa y se realiz6 un lavado con 0,5 L de soluciéon de EDTA (1,7 mM) durante 1 h con
agitacion orbital (180 rpm) con el objetivo de secuestrar por complejacion el metal
adsorbido a las raices de las plantas. Finalizada la agitacion, se lavo la biomasa con
abundante agua desionizada, y se la dejé escurrir y reposar durante 15 min. sobre papel
absorbente con la finalidad de eliminar el exceso de humedad en la parte externa del tejido.

El contenido de metal en el agua de lavado fue cuantificado por EAA (ver seccion 3.3).

I11.5. Cuantificacion del metal acumulado intracelularmente.

La cantidad de metal acumulado intracelularmente se determind sobre una porcion de
material vegetal (separadamente, raices y hojas) previamente secada en estufa a 70°C
durante 24 h. Para ello, a 20,0-50,0 mg de biomasa seca triturada se le adiciono 1,0 mL de

HNO; cc. (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina). Posteriormente, la muestra se coloco en un
40



bloque de digestion bajo una campana de extraccion, y se calentd a 70°C durante 3 h hasta
observar la desaparicion de vapores pardos. La biomasa digerida se diluy6 hasta 5,0 mL
con agua desionizada y se agitd en vortex durante 10 min. Luego de centrifugar las
muestras (15 min., 7500xg), el contenido de metal intracelular fue cuantificado por EAA

(ver seccion 3.3).

I111.6. Determinacion de parametros fisiologicos en hojas de S. biloba.

Para determinar la tolerancia de S. biloba frente a la exposicién a metales pesados se
evaluaron diferentes parametros fisiologicos en las hojas flotantes de las plantas, luego de
finalizado el tiempo de exposicion (48 h). Estos ensayos se realizaron tanto para el grupo
“Control” como para los diferentes tratamientos, a modo de efectuar el analisis

comparativo.

111.6.1. Cuantificacion del contenido de pigmentos fotosintéticos.

La extraccion de pigmentos fotosintéticos se llevé a cabo macerando 50,0 mg de
muestra vegetal -previamente congelada a -20°C y triturada mecanicamente en presencia
de Ny liquido- con 1,0 mL de Etanol 96%, y posterior incubaciéon durante 24 h en
oscuridad a temperatura ambiente para favorecer la completa extraccion de los pigmentos.
Luego, se centrifugd la solucion resultante a 4500xg durante 10 min., y se determind la
concentracion de clorofilas (a, b y total) midiendo la absorbancia del sobrenadante a
649 nm y 665 nm, y el contenido de carotenoides (carotenos y xantéfilas) a 480 nm,
empleando un espectrofotometro UV/Vis Lambda 25 (Perkin Elmer Inc., Estados Unidos).

El contenido de pigmentos fotosintéticos se calculd mediante las ecuaciones propuestas

por Wintermans y De Mots (1965):

41



Chl a (m—i) =12,19 (Abs. 665)-3,45 (Abs. 649) (1)

Chl b (££)=21,99 (Abs. 649)-5.32 (Abs. 665) @)

Chl total (££)=Chla -+ Chl b (3)
mL

_ (1000(Abs 480) - 2,14 (Chl &)) - 70,16 (Chl b) (4)

) ng
Carotenoides (mL) 220

111.6.2.Cuantificacion de antocianinas y flavonoides totales

La extraccion de antocianinas y flavonoides totales se realizd mediante el tratamiento de
100,0 mg de muestra vegetal -previamente congelada a -20°C y triturada mecanicamente
en presencia de N; liquido- con 0,6 mL de metanol &cido (HCI 1% en metanol), y posterior
incubacion durante 8 h en oscuridad a temperatura ambiente. Luego, se realiz6 una
segunda extraccion con 1,2 mL de cloroformo y 0,6 mL de agua desionizada. La solucion
resultante se centrifugd a 4500xg durante 5 min., descartandose la fase organica.
Finalmente, se midio la absorbancia de la fase acuosa a 312 nm y 530 nm (Casati &
Walbot, 2005), utilizando un espectrofotdbmetro UV/Vis Lambda 25 (Perkin Elmer Inc.,

Estados Unidos).

111.6.3.Carbohidratos solubles

Se emple6 el método propuesto por Bizzo y col. (2014), con leves modificaciones.
Para ello, a 100,0 mg de biomasa vegetal -previamente congelada a -20°C y triturada
mecanicamente en presencia de N, liquido- se le adicion6 2,0 mL de Metanol (80%).
A continuacion, las muestras tratadas se calentaron a 70°C durante 30 min. Una vez a
temperatura ambiente, se tomé 1,0 mL del extracto y se mezclé con 1,0 mL de Fenol

(5% p/v) y 5,0 mL de &cido sulfurico (95%). La mezcla se dejo reposar por 1 h a
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temperatura ambiente y se midio la absorbancia de la muestra a 640 nm empleando un
espectrofotometro UV/Vis Lambda 25 (Perkin Elmer Inc., Estados Unidos). Para el calculo
de la concentracion de carbohidratos solubles se utilizé una solucién de Glucosa 50 mg/mL

como testigo.

I11.7.  Analisis estadistico.

Para el analisis de los resultados se emple6 el programa SigmaStat 3.5 (Systat Software
Inc., Estados Unidos). Los datos experimentales fueron analizados aplicando el test de
ANOVA (analisis de la variancia). Cuando el efecto de los factores estudiados fue
significativo (p<0,05) se aplicé la prueba Honestly Significant Difference (HSD) de Tukey

para efectuar comparaciones multiples, con un nivel de confianza del 95 %.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Eliminacion de metales pesados en aguas contaminadas empleando S. biloba.

La capacidad de S. biloba para eliminar iguales concentraciones de Cd®*, Cu®*, Pb* y
Zn** en forma independiente, se determiné cuantificando la concentracion residual de cada
catién metalico en la columna de agua a distintos tiempos de exposicion (0, 2, 4, 6, 10, 24,
48 h). En la Fig. 7 se muestran los porcentajes (%) de eliminacion alcanzados para cada
metal a lo largo del periodo de incubacion en presencia de 502 uM (Fig. 7 A) o 100+1
UM (Fig. 7 B) de Cd*, Cu®*, Pb** o Zn**, como Unicos contaminantes presentes en el
medio.

En general, para los cuatro metales divalentes se observa una curva de eliminacion no
lineal, con una fase rapida que abarca aproximadamente las primeras 6 h, y otra mas lenta
que tiende a saturarse entre las 24-48 h, segun el metal y/o su concentracion.

La cinética no lineal de desaparicion de los cuatro metales analizados, observada para
ambas concentraciones ensayadas, sugiere que S. biloba utiliza diferentes mecanismos para
la remocidn de estos metales. En estudios previos realizados con distintos metales pesados
y en diferentes especies del género Salvinia se ha propuesto que la adsorcién a la superficie
de la raiz seria probablemente el componente mas rapido involucrado en este mecanismo
(Olguin y col., 2005; Sufie y col., 2007; Tello Zevallos y col., 2018). La union de los
cationes metélicos a la superficie radicular se realiza a través de una combinacion de
procesos fisicos y quimicos, tales como adsorcion, quelacion e intercambio i6nico. De
hecho, se ha reportado que iones tales como Na*, K*, Ca**, Mg®*, Fe** y Mn?*" son
liberados a la solucién acuosa durante el proceso de adsorcién de Pb?*, Cd*, Zn?*, y Ni?*

en diferentes plantas acuaticas, entre ellas, Spirodela intermedia (Miretzky y col., 2006),
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Eichhornia crassipes, Valisneria spiralis, Pistia stratiotes (Verma y col., 2008) y

Potamogeton lucens (Schneider y Rubio, 1999).
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Fig. 7. Cinéticas de eliminacion de metales divalentes en la columna de agua a distintos tiempos y

concentracion: (A) 50+2 uM y (B) 100+1 pM. Los valores representan el promedio + E.E. (n=2).
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Los grupos carboxilicos libres en las raices de las plantas probablemente sean aquellos
que proporcionan la mayor cantidad de sitios de unién para los metales. Ademas, las
proteinas de la pared celular también poseen atomos de nitrégeno, oxigeno y azufre que se
comportan como ligandos y pueden desempefiar un papel importante en la adsorcion de
metales (Sufie y col., 2007; Tello Zevallos y col., 2018).

Los procesos bioldgicos que involucran la captacion intracelular del metal, ya sea por
procesos de transporte activo mediado por proteinas transmembrana o por difusion simple
a través de canales idnicos, y su posterior translocacion y transporte a las partes aéreas de
la planta, serian los pasos responsables de las etapas mas lentas del proceso de
fitorremediacion (Maine y col., 2001; Sufie y col., 2007; Tello Zevallos y col., 2018).

Como se aprecia mas detalladamente en los valores informados en la Tabla 2, los
porcentajes de remocién alcanzados en las primeras 6 h para 50+2 uM de Cu®* y Pb**
fueron 76+7 % y 90+2 %, respectivamente. Al finalizar el ensayo (48 h), tanto el Cu®**
como el Pb?* fueron completamente removidos de la columna de agua (tasas de
eliminacién > 99 %). Estos resultados demuestran una elevada capacidad de S. biloba para
remover ambos cationes, en correlacion con reportes previos que indican tasas de remocién
superiores al 95 % en 24 h para concentraciones similares de estos iones en agua (Tello
Zevallos y col., 2018; Freitas y col., 2018; Castillo Loria y col., 2019). Sin embargo, la
velocidad de eliminacién de Cu?* fue menor comparada con la de Pb®*, ya que para este
ultimo metal se alcanzaron valores maximos de remocion en tan solo 10 h, para ambas
concentraciones ensayadas (Fig. 7 A y B). Por lo tanto, estos resultados sugieren la
existencia de algunos mecanismos de respuesta diferenciales en S. biloba para los distintos
metales estudiados. En este sentido, Estrella-Gomez y col. (2009) reportaron una induccion
en la expresion de fitoquelatinas en S. minima frente a la exposicion durante 24 h a 40 uM

de Pb**. El aumento en la concentracion de estas metaloproteinas estaria involucrado con
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la activacion de mecanismos de quelacion y secuestro de Pb?*. Por lo tanto, podria
suponerse que respuestas metabélicas similares para el Pb?* se encuentren conservadas
entre diferentes especies del mismo género.

Si bien, la existencia de metaloproteinas especificas para Cu®* (Cu-tioneinas) ha sido
reportada en otros organismos vivos, incluyendo bacterias, hongos, moluscos, mamiferos y
algunas especies vegetales (por ej., trigo y soja) (Calvo y col.,, 2017), no existen
antecedentes que demuestren la presencia y/o induccion de Cu-tioneinas en S. biloba.

Por su parte, durante las primeras 6 h de exposicién a 50+2 uM de Cd** o zn*, |

0s
porcentajes de remocion fueron significativamente menores a los obtenidos para Cu®* y
Pb?*, alcanzando tan sélo valores de 56+6 % y 51+1 % para Cd®" y Zn®*, respectivamente
(Fig. 7, Tabla 2). Al finalizar el ensayo (48 h), los porcentajes de eliminacion de estos
cationes fueron inferiores al 80 %, lo cual demuestra que, en las condiciones ensayadas,
S. biloba posee una menor eficiencia para eliminar iguales concentraciones molares de

Cd** y Zn* respecto a su capacidad para eliminar Cu?* y Pb*".

Tabla 2. Porcentajes de remocion para Cd?*, Cu**, Pb** y Zn?* a distintos tiempos y concentracién de

exposicion en sistemas operados con S. biloba.

Tiempo de 50+2 UM 100+1 UM
exposicion
(h) Cd2+ Cu2+ Pb2+ Zn2+ Cd2+ Cu2+ Pb2+ Zn2+

0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 27+2  46+9 50+17 29+1 | 1941 42429 G6+l 15+l
4 52+2 6246 82+l 49+l | 25:6  66+10 81+3  33+4
6 56+6  76+7 90+2 51+l | 30+7 77411 86:l 4247
10 69+3 Q08 O7+1 6747 | 3743  84+9 94+l 59+l
24 72¢1 99+2 98+l 7243 | 5044 98+l 96+l 69+3
48 79+4 10041 99+2 7745 | 56+2 99+l 97+l 704

Los valores informados en la tabla representan el promedio + E.E. (n=2).
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Notablemente, al duplicar la concentracion de exposicion de los cuatro metales
analizados (i.e., 100+1 puM), la capacidad fitorremediadora de S. biloba para Cu** y Pb**
fue igualmente efectiva, alcanzando tasas de remocion superiores al 97% en 24-48 h (Fig.
7; Tabla 2). Adicionalmente, al duplicar la concentracién de Cu** y Pb* en las aguas
contaminadas, la velocidad del bioproceso practicamente no se mostro afectada ya que a
las 6 h de exposicidn se alcanzaron tasas de remocion similares a las obtenidas para ambos
metales a su concentracion mas baja (Tabla 2). Esta observacion fue coherente con los
valores calculados para las constantes de velocidad (K;) mediante el anélisis cinético de los
datos experimentales, donde se obtuvieron resultados muy similares para 50+2 pM y
100+1 pM de Cu?* y Pb?* (Tabla 3). Sin embargo, a diferencia de lo ocurrido para estos
cationes, al duplicar la concentracién de Cd** y Zn** en las muestras de agua, las plantas
mostraron ain mayores dificultades para eliminar ambos iones.

Como se aprecia en la Tabla 2, a las 6 h de exposicion a 100+1 pM de Cd** 0 Zn** los
valores de remocion alcanzados por S. biloba (307 % y 42+7 %, respectivamente) fueron
significativamente mas bajos a los obtenidos al tratar las plantas con 50+2 UM de cada
metal (56+6 % y 51+1 % para Cd** y Zn?**, respectivamente). Estos resultados fueron
también consistentes con una marcada disminucion (entre 4-7 veces) en los valores de las
constantes de velocidad (K») al duplicar la concentracién de Cd®* o0 Zn®* en las muestras de
agua (Tabla 3). Sin embargo, al finalizar el ensayo (48 h), el porcentaje de remocion
alcanzado para el Zn?* fue levemente afectado respecto al valor hallado para su
concentracion méas baja, disminuyendo en menos de un 10% (77+5 % para 50+2 pM vs.
70+4 % para 100+1 pM); mientras que la pérdida de la capacidad fitorremediadora de S.
biloba frente a la duplicacién de la concentracién de Cd®* fue bastante mas notoria,

disminuyendo en més de un 20% (79+4 % para 50+2 pM vs. 56+2 % para 100+1 puM).
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En trabajos analogos realizados por otros autores (Maine y col., 2001; Sufie y col.,
2007) se reportaron eficiencias de remocién para el Cd** cercanas al 80% para
especimenes de S. biloba expuestos durante 24 h a muestras de agua de lago contaminadas
artificialmente con 1 a 6 mg/L del metal. Nuestros resultados son consistentes con estos
antecedentes (% remocién ~79% para 50 uM Cd®* = 5,6 mg/L). Sin embargo, al aumentar
la concentracién de Cd** (100 pM Cd** = 11,2 mg/L) los porcentajes de remocién
disminuyeron consideramente (~56%). Esto podria explicarse por una mayor sensibilidad
de S. biloba frente a la fitotoxicidad del Cd®* (Rodriguez y col., 2008), debido a una
saturacion de sitios activos de union en la biomasa de la planta, o simplemente porque la
velocidad de translocacidn y transporte de este i6n es significativamente menor respecto a
otros iones.

Por otro lado, Hadad y col. (2007) reportaron eficiencias de remocion para el Zn®*
inferiores a 55% en especimenes de S. biloba aislados de humedales artificiales luego de 4
dias de exposicion a 12 mg/L de este metal, aln en presencia de nutrientes nitrogenados y
fosforados en el medio de cultivo. Nuestros resultados son mas alentadores en cuanto al
uso de especies nativas de S. biloba para el tratamiento de aguas contaminadas con bajas
concentraciones de Zn?*, ya que el porcentaje de remocién obtenido para la concentracion
més alta estudiada (100 pM Zn?* = 6,5 mg/L) fue del orden del 70%.

Sin embargo, nuestros resultados sugieren que, a iguales concentraciones, S. biloba es
menos eficiente para eliminar iguales concentraciones de Zn®* o Cd** respecto a lo que
ocurre para Cu®* y Pb®*. En sintesis, estos hallazgos demuestran que la capacidad
fitorremediadora de S. biloba es diferente para cada metal y podria ser inicialmente
explicada a través de la variacion en las distintas constantes de equilibrios fisico-quimicos
(adsorcidén, quelacion, intercambio ionico) involucradas en las etapas tempranas del

proceso de captacion de estos metales por las raices de las plantas (Sufie y col., 2007; Tello
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Zevallos y col., 2018). Adicionalmente, podrian co-existir otras respuestas metabolicas y/o
fisioldgicas ion-selectivas, no sélo dependientes del tipo de i6n metalico sino también de
su concentracion y, en menor medida, del tiempo de exposicion al contaminante.

Finalmente, con el objetivo de determinar la relacion existente entre la concentracion
inicial de los metales y su velocidad de eliminacion mediante el uso de S. biloba, se
aplicaron modelos cinéticos que permiten correlacionar el tiempo de exposicion al metal
con la concentracion residual de los cationes en la columna de agua. Estos datos son
interesantes cuando se desea controlar la operacion de un sistema de tratamiento de
efluentes que utiliza plantas acuéticas, ya que es importante conocer el tiempo necesario
para alcanzar cierto grado de remocion de un determinado contaminante. De esta manera,
es posible adecuar la periodicidad de las descargas que impactan sobre el sistema,
estableciendo un tiempo minimo de permanencia/reposo que les permita a los organismos
recuperar parte de su capacidad fitorremediadora.

En general, en los estudios de eliminacion de contaminantes aplicando sistemas
biolégicos se encuentra que las cinéticas mas comunes para estos bioprocesos son de
primer o segundo orden. Ademas, en los estudios de fitorremediacion de metales
generalmente se considera que el biosorbente (i.e., la cantidad de biomasa) se encuentra en

exceso y, por lo tanto, lo que se determina es el orden de la reaccion respecto al metal.
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Tabla 3. Resultados de la aplicacion de modelos cinéticos y célculo de las constantes de velocidad (K) de

eliminacién de Cd?*, Cu?*, Pb?* y Zn*" en muestras de agua contaminada utilizando S. biloba.

Cinética de Cinética de
primer orden segundo orden
Tratamiento [Metal] (LM) Ky (1/h) R? K, (L/mg.h) R?
” 5042 0,1163 0,9427 0,0577 0,9822
cd 100+1 0,0424 0,8921 0,0080 0,9732
o 50+2 0,1859 0,9936 1,3434 0,8932
cu 100+1 0,1770 0,9905 0,6033 0,8842
. 50+2 0,3986 0,9907 0,1991 0,9340
i 100+1 0,3173 0,9750 0,0945 0,8399
- 50+2 0,1020 0,9413 0,0939 0,9785
“n 100+1 0,0928 0,9362 0,0230 0,9846

Como puede observarse en la Tabla 3, nuestros resultados se ajustaron
satisfactoriamente a un modelo de cinética de primer orden para los metales Cu®** y Pb**, y
de segundo orden para Cd*" y Zn®*. Las constantes de velocidad K; y K, fueron siempre
mayores para la menor concentracién inicial de metal ensayada, indicando que ésta afecta
negativamente a la constante de velocidad, y sugiriendo que la trmocion de los metales se
hace mas lenta a medida que aumenta la concentracién del contaminante en el sistema. Sin
embargo, este efecto fue menor para Cu®* y Pb?* respecto a lo que ocurre para Cd** y Zn**,
hecho que se condice con los respectivos modelos cinéticos que indicarian que la velocidad
del proceso de fitorremediacion se relaciona de manera lineal con la concentracion de Cu®*
y Pb%* (primer orden de reaccién), mientras que se afectarfa exponencialmente al aumentar

la concentracién de Cd** y Zn®* (segundo orden de reaccion).
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IV.2. Analisis de compartamentalizacion

Con el fin de avanzar en el entendimiento de los diferentes mecanismos involucrados en
la eliminacién de Cd®*, Cu**, Pb** y Zn®*" por S. biloba, se evalué la distribucion del metal
en las plantas a través de un andlisis de compartamentalizacion (Olguin y col., 2005; Tello
Zevallos y col., 2018). Para ello, se definieron tres destinos o “compartimentos” en donde
encontrar al metal: 1) adsorbido superficialmente a la biomasa vegetal, 2) acumulado
intracelularmente en la biomasa total (sin discernir entre raices y hojas) y, 3) remanente en
la columna de agua. En la Fig. 8 se muestra la distribucion de cada metal en los diferentes
compartimentos definidos para S. biloba luego de finalizado el proceso de remediacion
(48 h). Como puede observarse, para los cuatro metales analizados, la mayor cantidad de
metal se encontré acumulada intracelularmente para ambas concentraciones ensayadas.
Sin embargo, las cantidades molares de los iones acumulados fueron muy diferentes segun
el metal y la concentracion inicial a la que fueron expuestas las plantas, mostrando
mayores niveles a medida que aumento la concentracion inicial del metal en la solucion.
Por ejemplo, se hallaron valores de bioacumulacion de 2050 ugCu?*/g de biomasa luego de

48 h de exposicion a 100+1 pM del metal (~6,4 mgCu?*/L).
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O Adsorbido (superficial) @ Acumulado (intracelular) ORemanente (agua)

Fig. 8. Distribucién de Cd*, Cu?*, Pb*" y Zn®* en los tres compartimentos definidos para S. biloba luego de 48
h de exposicién a distintas concentraciones iniciales de cada metal, en forma independiente. Las barras

representan los valores promedio de concentraciones molares (LM).

Por otro lado, se hallaron valores intracelulares de Pb?* para la concentracién mas alta

ensayada (100+1 pM) de 4800 ng/g biomasa. Estos resultados son consistentes con la ya

mencionada capacidad hiperacumuladora de Cu?* y Pb?* reportada para S. biloba por otros

autores (Freitas y col., 2018; Tello Zevallos y col., 2018).

En relacién al contenido de Cd** y Zn®* hallado en el tejido de S. biloba se pudo

determinar que, a pesar de las menores eficiencias de remocion obtenidas para estos

metales (ver Tabla 2), sus concentraciones molares intracelulares no fueron muy disimiles

a las obtenidas para Cu** y Pb?* a 50+2 puM. Sin embargo, al duplicar la concentracién de

estos iones de 50+2 uM a 100+1 pM, se observo una mayor diferencia en la relacion

adsorbido/acumulado, siendo la cantidad de Cd** acumulada menor que la de Zn**. En este

sentido, es interesante notar que al duplicar la concentracion de metal en la solucién se

duplicé la cantidad molar de Cd** adsorbido en la biomasa de S. biloba, mientras que su

concentracion molar intracelular aument6 alrededor de un 40%, observandose
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practicamente una relacién opuesta para el Zn**. En este caso, la concentracién molar
intracelular de Zn** se duplicé mientras que la concentracion de metal adsorbido
superficialmente aumenté aproximadamente un 55% (Fig. 8). Sin embargo, esta gran
capacidad de bioacumulacién de Zn®* por S. biloba no se veria totalmente reflejada si sélo
consideraramos la cantidad en gramos de metal acumulado en la biomasa, ya que para la
concentracién mas alta ensayada se obtuvieron valores intracelulares de Zn®* cercanos a los
1300 pg/g biomasa en comparacion con los 2100 pg/g biomasa calculados para el cd*.
Estos resultados ponen en evidencia que ponderar la eficiencia de fitorremediacion de un
metal por una especie vegetal considerando so6lo la cantidad en masas del i6n acumulado
no es siempre representativo de la cantidad real de iones eliminados, ya que para aquellos
elementos con bajo peso atdmico esta capacidad puede verse subvalorada.

Por otro lado, los aumentos obtenidos en la cantidad molar de iones metalicos
adsorbidos superficialmente a la biomasa de S. biloba al duplicar su concentracion en el
medio demuestran y avalan las consideraciones previas mencionadas en cuanto al exceso
de biomasa generalmente utilizado en los estudios de fitorremediacién. Sin embargo, es
evidente que este aumento es diferente para cada metal, sugiriendo que existen multiples y
diferentes sitios de unién en la biomasa de S. biloba, y que los mismos poseen distintas
afinidades para cada ion metalico. En general, los metales penetran en las plantas
principalmente a través del sistema radicular en donde la mayor cantidad de estos iones se
encuentran unidos a la pared celular (Samardakiewicz & Wozny, 2000, Antosiewicz,
2005). En ésta, los polisacaridos celulosa, lignina y hemicelulosa juegan un rol esencial en
la complejacion de los metales (Seregin & Ivanov, 2001; Gardea y col., 2004; Marmiroli y
col., 2005, Polec y col., 2007). En un estudio reciente, Tello Zevallos y col. (2018)
analizaron espectros infrarrojos (FTIR-ATR) obtenidos para las raices de S. biloba

reportando la presencia de diferentes grupos funcionales tales como carboxilo, fosfato,
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amida, hidroxilo, fosfonato y tiol, que estarian particularmente implicados en la adsorcion
de metales pesados por estas macrofitas.

Por su parte, la alta capacidad reportada en numerosas especies del género Salvinia para
acumular metales podria atribuirse, ademas del contenido de carbohidratos de su raiz, a la
sintesis de protefnas con grupos tiol. Estrella-Gémez y col. (2009) reportaron que el Pb**
induce la produccion de péptidos ricos en acido glutdmico y cisteina (fitoquelatinas) en
S. minima, y que tales proteinas podrian estar involucradas en procesos de desintoxicacion
como parte de un mecanismo de tolerancia al metal desarrollado por estas plantas. Mas
aun, estas biomoléculas serian responsables de captar y complejar al metal permitiendo su
almacenamiento en vacuolas y compartimentos intracelulares. Adicionalmente, Olguin y
col. (2005) han sugerido que la acumulacion intracelular de algunos metales divalentes en
S. minima podria ocurrir a través de canales de calcio. Sin embargo, aln se necesitan mas
evidencias experimentales que sustenten esta hipétesis.

En conclusién, los resultados obtenidos de nuestros estudios de compartamentalizacion
indican que tanto la cantidad de metal acumulado como adsorbido por S. biloba se halla
positivamente afectada por la concentracion inicial del metal, incrementandose a medida
que aumenta la concentracion del contaminante en la solucion, sugiriendo que la tolerancia
de estas macrdfitas autdctonas a los distintos metales analizados ocurriria a través de la
combinacion de, al menos, dos mecanismos coordinados: 1) su union (i.e., adsorcion) a la
superficie de las hojas y raices y, 2) la internalizacion de los metales a través de las células
vegetales. Ademas, las diferencias observadas para cada cation en los incrementos molares
de los iones adsorbidos y acumulados demuestran que existen diferencias en la cantidad de
sitios de unidn especificos para cada metal, en sus constantes de afinidad y/o en la
capacidad de translocacion de S. biloba para cada i6n metélico, la cual podria estar a su vez

relacionada con la sintesis de metaloproteinas transportadoras ion-selectivas, con la
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apertura de canales iénicos, con diferencias en la velocidad de migracion y/o energia
necesaria para el transporte de cada ion a través de estos canales, e incluso con
impedimentos estéricos asociados al tamafio de los cationes. Por lo tanto, si bien nuestros
resultados son consistentes con reportes previos que indican a la adsorcion superficial y a
la acumulacion intracelular como dos de los mecanismos principales utilizados por plantas
acuaticas del género Salvinia para la eliminacién de metales pesados en aguas
contaminadas, aun se necesitan mas estudios que permitan dilucidar, a nivel molecular, la

complejidad de los mecanismos involucrados en cada uno de estos bioprocesos.

IV.3. Evaluacion del grado de fitotoxicidad de los metales pesados en S. biloba

Con el objetivo de analizar el nivel de dafio ocasionado en los especimenes de S. biloba
sometidos al tratamiento con los diferentes metales pesados, se evaluaron caracteres
fenotipicos y parametros fisiologicos de la biomasa de las plantas luego de su exposicion a
50+2 UM o0 100+1 pM de Cd**, Cu®*, Pb®* 0 Zn?, en forma independiente.

Como puede apreciarse en las fotografias representativas mostradas en la Fig. 9,
después de 48 h de exposicién a 1001 uM de cada uno de estos metales, fue posible
observar a través de una simple inspeccion visual de los especimenes, algunos sintomas de
fitotoxicidad, tales como clorosis (pérdida de coloracion verde) y/o necrosis (presencia de
areas marrones) de sus hojas, disminucion del tamafio de las raices y deshidratacion de las
hojas flotantes (evidenciada principalmente por una disminucion en el tamafio de la lamina

foliar y en la pérdida de turgencia).
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Fig. 9. Fotografias ilustrativas de los cambios observados en la biomasa de S. biloba luego de 48 h de
exposicion a: (A) agua desionizada (grupo “Control”); (B) Cd®* (100+1 pM); (C) Cu®* (100+1 pM); (D) Pb**
(100£1 pM); (E) Zn?* (100+1 pM). Las areas en rojo muestran zonas de clorosis y/o necrosis sobre el 4rea

foliar de especimenes de S. biloba expuestos a diferentes metales pesados.

Si bien, estas observaciones se pudieron correlacionar con alteraciones en algunos de
los parametros fisiologicos evaluados en las hojas flotantes de S. biloba (pigmentos
fotosintéticos, compuestos antioxidantes y carbohidratos solubles), en general, no fue
posible determinar un patron generalizado de fitotoxicidad para los cuatro metales
estudiados.

Como se aprecia en la Tabla 4, las concentraciones de clorofilas a, b y total resultaron
significativamente afectadas (p<0,05) luego de la exposicion durante 48 h a ambas
concentraciones de Cu®* y Pb?*". Estos resultados demuestran que tanto el Pb?* como el
Cu?" interfieren con el normal metabolismo de S. biloba ya que tanto las clorofilas como
los carotenoides juegan un rol importante en la captacion de luz solar para los procesos

fotosinteticos de las plantas (Leal-Alvarado y col., 2016). Sin embargo, la concentracién de
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carotenoides solo se vio afectada frente a la exposicion a 100+1 pM de Cu?* respecto de
los valores de hallados para el grupo “Control”.

Por el contrario, el contenido de carotenoides aumentd significativamente ante la
presencia de Cd*, en ambas concentraciones ensayadas, hecho que podria estar
relacionado con algin mecanismo de defensa utilizado por S. biloba para contrarrestar el
dafo oxidativo provocado por la presencia de este ion, con el fin de conservar el contenido
de clorofilas (fotosintéticamente mas activas). En este sentido, Ramel y col. (2013)
reportaron que los carotenoides protegen a las moléculas de clorofila del estrés oxidativo, a
la vez que estabilizan la bicapa lipidica de las membranas celulares previniendo la
lipoperoxidacion provocada por especies reactivas del oxigeno.

Por su parte, la presencia de Zn** no afecté el contenido de clorofilas ni carotenoides en
las condiciones ensayadas. Estos resultados son consistentes con su menor toxicidad hacia
los organismos vivos. De hecho, el Zn** es un micronutriente esencial para las plantas
siendo importante para la produccién de hormonas y proteinas de crecimiento vegetal.
Ademas, es esencial para el buen desarrollo de las raices, asi como para la formacion de
carbohidratos y clorofilas (Broadley y col. 2007).

Por otro lado, tampoco se evidenciaron cambios significativos en la concentracion de
compuestos fendlicos (i.e., flavonoides y antocianinas) (Tabla 4). Estos compuestos son
metabolitos secundarios derivados de los aminoacidos fenilalanina y tirosina, y se
encuentran distribuidos en forma ubicua en las plantas (Kéhkonen y col., 1999). Los
mismos protegen a los vegetales del dafio ocasionado por diversos agentes pro-oxidantes,
razon por la cual se los agrupa bajo la denominacion de pigmentos antioxidantes. Estudios
recientes han sugerido que pueden actuar como agentes quelantes de iones metalicos y
también como moléculas antioxidantes para eliminar radicales libres, ayudando a la

proteccion de las células frente al dafio oxidativo (Mierziak y col., 2014).
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En nuestro estudio, las concentraciones de flavonoides y antocianinas en las hojas de
S. biloba no mostraron cambios significativos respecto a los valores hallados para las
plantas “Control”, luego de 48 h de exposicién a 50+2 UM o 100+1 uM de Cd**, Cu*,
Pb* o Zn®*. Por lo tanto, en las condiciones ensayadas, la presencia de los metales
analizados no estaria generando, en las partes aéreas de S. biloba, un dafio oxidativo lo
suficientemente importante como para disparar un incremento en la acumulacion de estos
metabolitos antioxidantes.

Finalmente, tampoco se observaron alteraciones significativas en los niveles de
carbohidratos solubles en hojas de plantas expuestas a 50+2 pM y 100+1 pM de Cd*,
Cu?*, Pb?* 0 Zn®*. Si bien, otros autores han reportado que la presencia de metales pesados
en el medio puede afectar la produccion de hidratos de carbono en diferentes especies del
género Salvinia, nuestros resultados indican que la presencia de estos iones, en las
concentraciones y tiempos ensayados, no afectaria considerablemente al metabolismo de
carbohidratos en los érganos aéreos de S. biloba.

Aunque, en general, todos los metales pesados son tdxicos, en mayor 0 menor medida
para los organismos vivos; algunos de ellos, tales como el Cu?*y el Zn®*, contribuyen a la
estabilizacion de componentes de las membranas celulares, a la estructura y actividad de
moléculas bioldgicas, o actian como cofactores en una gran variedad de reacciones
enzimaticas. Por ello son considerados “elementos esenciales”, en concentraciones muy
bajas, tanto para el metabolismo como para el crecimiento celular. En cambio, otros
metales, tales como el Cd?* y el Pb?*, son considerados “no esenciales™, dado que no tienen
funciones biologicas conocidas y son extremadamente tdxicos, incluso en muy bajas

concentraciones (Kang 1997).
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Tabla 4. Contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides), antioxidantes (flavonoides y antocianinas) y carbohidratos solubles en hojas de S. biloba
expuestas a 50+2 0 100+1 pM de Cd**, Pb?*, Cu** 0 Zn*".

Parametros Cd* cu? Pb% Zn%*
Control

fisiologicos 5042uM  100+1uM  50£2uM  100+1uM  50+2uM  100+1pM  50+2pM  100+1pM

Chl a 156+7° 151+15° 160+ 19° 138+24%  102+16" 123+10°  113+5° 156+18%  166+36°
(ug/g PF) (100%) (97 %) (102%) (88%) (65%) (79%) (72%) (100%) (106%)
Chlb 109+6° 92+8? 92 +7° 78+12° 65+9° 82+7° 81+9° 109+14% 105422
(ug/g PF) (100%) (84%) (84%) (71%) (62%) (75%) (74%) (100%) (101%)
Chl total 261+14° 242+24%  257+11° 198+35°  167+25° 205+16°  194+14° 265+25%  271+41°
(ug/g PF) (100%) (93%) (98%) (76%) (64%) (78%) (74%) (102%) (104%)
Carotenoides 35+2° 43+3° 43+2° 37+2° 28+2° 36+3% 37+2% 34+2° 38+42
(ug/g PF) (100%) (123%) (123%) (106%) (80%) (103%) (106%) (97%) (108%)
Flavonoides 87+5° 89 +4° 82 +8° 91+8° 84+4° 95+8? 86+7° 93472 83+7°
(Abs/g PF) (100%) (102%) (94%) (105%) (97%) (109%) (99%) (107%) (95%)
Antocianinas 560+46 584+45°  549+75° 545+8%  596+37° 603+78°  566+45° 610+60° 581+50°
(Abs/g PF) (100%) (104%) (98%) (97%) (106%) (108%) (101%) (109%) (104%)
Carbohidratos 42+1° 43+3° 41+5° 40+7° 38+9° 46+2° 37+2° 41+7° 40+7°
(mgl/g PF) (100%) (102%) (98%) (95%) (90%) (109%) (88%) (98%) (95%)

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los valores promedio + E.E. respecto a los hallados para el grupo

control (n=2). Los valores entre paréntesis indican porcentajes respecto al control.
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Como se discutié en los apartados anteriores, fundamentalmente los iones metalicos
pueden entrar en las células vegetales mediante dos mecanismos: i) uno no especifico,
impulsado principalmente por un gradiente quimiosmético transmembrana; o ii) un
transporte altamente especifico dependiente de energia (Nies 1999).

Una vez dentro de las células, los cationes metalicos, especialmente aquellos con un gran
peso atémico (e.g., Pb?*, Cd®"), tienden a unirse y bloquear grupos funcionales especificos
de las proteinas (por ej., grupos tiol), inhibiendo su actividad. Otros metales pueden
desplazar, ya sea por similitud de tamafio y/o carga, a otros iones esenciales causando
alteraciones conformacionales en la estructura de proteinas y acidos nucleicos, provocando
la pérdida de la actividad bioldgica de estas biomoléculas. Por otro lado, el exceso de
metales en el citosol también puede producir, directa o indirectamente (dependiendo del
metal), estrés oxidativo, lo cual estimula la formacion de especies reactivas del oxigeno y
la co-generacion de radicales libres (Hall, 2002; Bertin & Averbeck 2006; Rico y col.,
2009).

Para hacer frente a estos efectos deletéreos, durante las primeras etapas del proceso de
fitorremediacion, los iones metélicos se adsorben superficialmente y/o incorporan
lentamente en las raices de las plantas donde son atrapados mediante la union a proteinas
y/o secuestrados en vacuolas intracelulares para evitar su diseminacion hacia las partes
aéreas. Estos mecanismos restringen su translocacion y transporte hacia los organos
superiores de las plantas (hojas), fotosintéticamente mas activos, protegiéndolos asi del
dafio provocado por la acumulacion de metales pesados. Asi, la tolerancia de una planta
frente al estrés provocado por efecto de la presencia de un metal especifico es controlada
por una red interrelacionada de mecanismos moleculares y fisiologicos diferentes que
coadyuvan para contrarrestar la fitotoxicidad que estos iones producen (Shahid y col.,

2018). Sin embargo, una vez que el metal se ha incorporado a nivel intracelular es
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igualmente capaz de alterar considerablemente los parametros fisiologicos afectando
directa o indirectamente al metabolismo vegetal (Gardner y Al-Hamdani, 1997; Nichols y
col, 2000; Al-Hamdani y Blair, 2004).

En el presente estudio, la acumulacion de metales pesados en especimenes autoctonos
de S. biloba mostré leves alteraciones en los parametros fisiologicos de las hojas de las
plantas expuestas. Sin embargo, se demostré que la capacidad fitorremediadora de estas
macrofitas fue diferente para cada metal, sugiriendo respuestas metabdlicas y/o fisiologicas
ion-selectivas.

En conclusion, los resultados del presente trabajo de tesis concuerdan con otros
antecedentes que avalan la capacidad de S. biloba para captar iones metalicos del ambiente
(Maine y col., 2001, 2004; Paris y col., 2005, Sufie y col., 2007; Hadad y col., 2007;
Freitas y col., 2018; Tello Zevallos y col., 2018, Castillo Loria y col., 2019), demostrando
que especies nativas obtenidas de ecosistemas locales también poseen esta capacidad,
pudiendo ser introducidas como una herramienta biotecnolégica eficaz, y de muy bajo
costo, para el disefio de sistemas de saneamiento de aguas contaminadas con metales

pesados.
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V. CONCLUSIONES

1. Especimenes nativos de S. biloba, aislados de ecosistemas naturales autdctonos,
mostraron diferentes eficiencias para la eliminacion de metales pesados en aguas
artificialmente contaminadas, siendo mayor la capacidad para remover Cu** y Pb*",

respecto a la hallada para Cd** y Zn?".

2. S. biloba fue capaz de remover completamente, en 48 h, iguales concentraciones
molares de Cu?* y Pb?*, siendo menor esta capacidad para el Zn?*, y ain mas
limitada para el Cd**, indicando que el proceso de fitorremediacion de metales
pesados por parte de estas macrofitas involucra diferentes mecanismos fisiol6gicos

y/o moleculares idén-selectivos.

3. La eliminacién de Cu®** y Pb?* de la columna de agua se correspondié con una
cinética de primer orden, indicando que la concentracién inicial del metal en el
medio es el Unico pardmetro involucrado en la regulacion de la velocidad del
proceso.

Por el contrario, la eliminacién de Cd** y Zn** se ajust6 a una cinética de segundo
orden, implicando que podrian intervenir otros factores, ademas de la concentracién

del metal, en la regulacion de la velocidad de remocion de estos contaminantes.

4. En todos los casos, la mayor proporcion de metal removido de las muestras de agua
se encontré acumulada intracelularmente; sin embargo, las concentraciones molares
y las cantidades en masa de cada ion fueron diferentes segun el metal y las

concentraciones iniciales a las que fueron enfrentadas las plantas.
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5. La exposicion a Cd**, Cu**, Pb** y Zn** provocé alteraciones en la apariencia de las
plantas, probablemente relacionadas con algin grado de fitotoxicidad provocado

por la acumulacion de estos metales.

6. La presencia de Cu** y Pb*" afect6 principalmente la concentracion de clorofilas en
las hojas flotantes de S. biloba, demostrando una mayor implicancia de estos iones

en los procesos fotosintéticos.

7. La presencia de Cd**, Cu*, Pb** y Zn* no afectd al contenido de pigmentos
antioxidantes (flavonoides y antocianinas) ni de carbohidratos solubles en las hojas
de S. biloba, aun cuando se hallaron concentraciones importantes de estos metales

acumulados en la biomasa vegetal.
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