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RESUMEN: La contaminacién de ambientes acuéticos representa un problema a escala mundial, dado que
los metales pesados estdn ampliamente distribuidos. Para la remediacion de estos ambientes, una de las
técnicas promisorias es la fitorremediacion a través del uso de macrofitas acudticas. Se propuso analizar la
acumulacion de plomo, cromo, niquel y zinc y las respuestas al estrés de la macrofita flotante de vida libre

Limnobium laevigatum.

L. laevigatum fue expuesta a una mezcla de concentraciones crecientes de Cr, Ni, Pb y Zn, donde las
concentraciones mas bajas se correspondieron con los valores establecidos en la Ley Nacional de Residuos
Peligrosos 24051/91 y la més alta con los valores maximos de descarga permitidos en la Provincia de
Cordoba [ex DIPAS, Decreto 415/99]. La cosecha de las plantas se realiz6 cada semana durante 28 dias. Se
analiz6 la acumulacion de metales y parametros fisiol6gicos. La comparacién entre los tratamientos y los

tiempos de exposicion se realiz6 mediante ANOVA a dos factores.

La bioacumulacién de los metales fue mayor en las raices que en las hojas y mostrd una estrecha relacién
con el tiempo y la concentracion. Por sus altos niveles de acumulacion, la planta acuética estudiada puede
ser considerada como una especie hiperacumuladora de Zn y Ni. L. laevigatum mostré ser tolerante a los
metales a medianas concentraciones, mostrando sintomas de toxicidad a altas concentraciones mas de 21 dias
de exposicion. Los efectos tdxicos se vieron reflejados en la disminucién de los pigmentos fotosintéticos y el

aumento de la oxidacion de clorofila a.

Teniendo en cuenta la capacidad de acumulacion y su nivel de tolerancia, L. laevigatum es una especie de
interés para su uso en fitorremediacion de aguas contaminadas con niveles moderados de metales y en las

primeras semanas de exposicion.
INTRODUCCION

La disponibilidad de agua es de suma importancia para la vida y el desenvolvimiento econémico de
cualquier region del mundo. Es por esta razén que la contaminacion de los ambientes acuaticos es uno de los

grandes problemas a nivel mundial, en especial para los paises periféricos y con economias emergentes, con
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riesgos tanto para la salud humana a través del consumo de agua o el contacto con los contaminantes, como

para los ecosistemas acuaticos (Fernandez-Cirelli y du Mortier, 2005).

El aumento progresivo de actividades humanas, asi como las derivadas de la explotacion de recursos
naturales, ha contribuido en forma sistematica a emisiones crecientes de metales pesados, con el consecuente
deterioro de la calidad ambiental. Los metales pesados, por su caracter persistente y no degradable, una vez
incorporados al ambiente son de dificil eliminacién. Desde el punto de vista quimico los metales pesados son
elementos que tienen elevadas masas atémicas, un peso especifico mayor o igual a 5 g cm™ (Passow et al.,
1961), y han sido asociados con su potencial toxicidad o eco-toxicidad. A muchos de ellos se los considera
elementos traza ya que se encuentran en baja concentracion (inferior a 0,1 %) en algunos compartimentos,

como suelos, plantas, sedimentos y aguas (Forstner y Wittmann, 1983).

Si bien el aporte de metales pesados a los ecosistemas acudaticos procede de fuentes naturales, actualmente el
mayor aporte de éstos es de origen antropico y estd dado por los desagiies pluviales, las descargas de
efluentes industriales, escorrentias en suelos agricolas y urbanos y actividades mineras, entre otras. Sin
embargo, en estas actividades el aporte de metales frecuentemente esta asociado a una inadecuada gestion de
las descargas de aguas residuales en cuerpos de aguas superficiales, llegando a rios, arroyos y lagos como
material disuelto o suspendido (Fu et al., 2013; Shinn et al., 2009).

En relacidn a sus efectos sobre los seres vivos, a pesar de que algunos metales pesados son esenciales para la
vida (como cofactores de metaloproteinas y enzimas), también representan un riesgo para la salud humana y
del ambiente debido a su gran persistencia, elevada toxicidad, al hecho de que no pueden ser degradados
biol6gicamente y a la facilidad con que son incorporados en las cadenas troficas (Duman et al., 2009).
Muchos metales afectan directamente procesos bioldgicos causando reduccion en el crecimiento, inhibicion
de la fotosintesis y respiracion, y modificacion funcional de organelas celulares (Vangronsveld y Clijsters,
1994). Ademas, la exposicién de plantas a metales pesados puede derivar en un aumento de la concentracion
de especies reactivas de oxigeno (ERO), causando estrés oxidativo (Apel y Hirt, 2004). Dado que las
moléculas lipidicas y los lipidos insaturados son sensibles a la oxidacion por ERO, la peroxidacion lipidica
inducida por metales pesados es un indicador de estrés oxidativo (Metwally et al., 2005). EI malonaldehido
(Nichols et al., 2000) es resultado de la oxidacién de los acidos grasos poliinsaturados, componentes
estructurales de las membranas celulares (Cafias et al., 1997), es decir, es un indicador de la produccién de

radicales libres y su consecuente dafio tisular (Ozturk et al., 2010).

Debido a la toxicidad de los metales pesados, en los Gltimos afios se ha prestado atencion a los métodos para
la remocion de éstos en efluentes que van a ser descargados en aguas superficiales. La fitorremediacion es un
método no convencional para el tratamiento de aguas residuales, que estad ganando interés por sus multiples
ventajas dentro de las que se destacan su bajo costo y el ser una metodologia amigable para el ambiente
(Olguin y Sanchez-Galvén, 2012). Existen muchos estudios que han demostrado que la construcciéon de
humedales artificiales es un método efectivo para la remocion de metales pesados de aguas contaminadas

(Kara, 2005). Esta técnica involucra la utilizacion de macréfitas acudticas, que estan representadas por
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plantas genuinamente acuaticas (hidréfitas) y anfibias (anfifitas) (Wetzel, 2001). Para que una planta
(especie) sea empleada en fitorremediacion de aguas contaminadas con metales debe cumplir ciertos
requisitos: ser tolerante a altos niveles del metal que se desea extraer; acumular elevados niveles de €l en
partes cosechables; tener un répido crecimiento; producir gran biomasa y poseer un abundante sistema
radical (Garbisu y Alkorta, 2001).

Los metales pesados, al no ser degradados persisten durante largos periodos de tiempo en el ambiente
(Monferran et al., 2012) y pueden utilizar las mismas vias que los nutrientes para ser absorbidos y
acumulados por las plantas (Choi et al., 2006). Por su parte, las macréfitas acumulan metales en sus hojas
(Greger et al., 1995) incorporandolos desde el agua o por translocacion desde la raiz hacia las partes
superiores de la planta (Harguinteguy et al., 2012). La acumulacion de metales en macrofitas es el resultado,
por un lado, de la concentracion de éstos en el agua y, por otro, del tiempo en que los organismos estan
expuestos a ellos. Diversos autores sefialan que distintas especies de plantas acuéticas difieren ampliamente
en su capacidad para acumular metales (Monferran et al., 2012). Segun Samecka-Cymerman y Kempers,
(2004), la contaminacién de aguas superficiales puede ser demostrada por el aumento de las concentraciones
de metales pesados en las plantas acuaticas, lo que evidencia el potencial de éstas en estudios de
biomonitoreo y fitorremediacion. Zayed et al., (1998), propusieron dos criterios para definir a las plantas
acudticas como hiperacumuladoras de metales: una concentracion del metal en el tejido mayor que 0,5 % del
peso seco de la planta y un factor de bioconcentracién (FBC) mayor a 1000. EI FBC es el indice mayormente
utilizado para describir la capacidad de las plantas para concentrar los metales desde una fase liquida. Por
otro lado, el factor de translocacion (FT) (Giere et al., 1988) es un indicador de la movilidad de los metales
en la planta, y describe la translocacion de los metales desde la raiz hacia los érganos aéreos. Valores

elevados de FT (>1) implican una alta capacidad de translocacién (Soda et al., 2012).

Una especie acuatica de interés que cuenta con pocos estudios es Limnobium laevigatum (Humb. & Bonpl.
ex Willd Heine). Esta macrofita acuatica perenne, de la familia Hydrocaritaceae, se encuentra distribuida en
los paises del Neotrépico (Cook y Urmi-Konig, 1983). Es una especie flotante pero también puede
encontrarse enraizada en zonas de suelo muy himedo. Las raices principales, con largos pelos radiculares,
poseen un rapido crecimiento geotropico, mientras que las raices secundarias son finas con un menor
crecimiento. Los tallos son cortos y de éstos nacen hojas pecioladas ubicadas en forma de roseta, tipicamente
poseen una almohadilla en la superficie abaxial de la hoja formada por un tejido parenquimatoso, que puede
alcanzar 1 cm de espesor (Hernandez y Rincon, 2014). Esta planta presenta dos tipos de reproduccion:
sexual, por medio de la produccion de flores y semillas, y clonal, por la produccion de nuevos clones
(rametos) que forman parte de una misma planta madre hasta la separacion (Aponte y Pacherres, 2013).
Dentro de las especies acuaticas, Limnobium laevigatum es promisoria para ser empleada en
fitorremediacion de aguas residuales, ya que presenta una alta tasa de crecimiento poblacional y una elevada
eficacia en la disminucidon de la demanda quimica de oxigeno (DQO), cercana al 80 % (Castillo et al., 2012).
Por otra parte, estudios realizados en Colombia mostraron que esta especie muestra una acumulacion elevada
de Cr (Hernandez y Rincon, 2014).

6 y 7 de octubre de 2016, Ezeiza, Buenos Aires



IFRH 2016

3er ENCUENTRO DE INVESTIGADORES

en Formaciéon en Recursos H

HIPOTESIS

Elevadas concentraciones de metales pesados en el medio de cultivo a distintos tiempos de exposicion se
relacionan con la acumulacion de éstos en los tejidos de L. laevigatum y alteran sus respuestas fisiologicas.

OBJETIVOS

Obijetivo General: Caracterizar la bioacumulacion de Pb, Cr, Ni, y Zn y evaluar el grado de tolerancia a estos
metales en la macroéfita flotante, Limnobium laevigatum, para su potencial empleo en el tratamiento de aguas

residuales de origen industrial.
Obijetivos Especificos:

e Estudiar experimentalmente la capacidad de acumulacién de metales (cromo, niquel, plomo y zinc)
en la especie de planta acuatica Limnobium laevigatum, cuando es expuesta a medios de cultivo con
mezclas de éstos en concentraciones crecientes.

e Analizar la acumulacion de Pb, Cr, Ni, y Zn en L. laevigatum cuando se la cosecha luego de 7, 14,
21y 28 dias de exposicion a mezclas de estos metales.

o Identificar el tejido donde tiene lugar la mayor acumulacién de estos metales en L.laevigatum.

e Analizar la tolerancia de la especie frente a la acumulacion de Pb, Cr, Ni, y Zn mediante la

evaluacion de pardmetros indicadores de dafio fisioldgico.
MATERIALES Y METODOLOGIA
4.1. Obtencién y acondicionamiento del material vegetal. Descripcion del ensayo de acumulacion.

Se colectaron individuos de similar tamafio de la especie L. laevigatum en el lago San Roque, proximos a la
desembocadura del arroyo Las Mojarras. El sitio fue seleccionado considerando las caracteristicas
pseudopristinas del lugar (Harguinteguy et al., 2014) y la abundancia de esta especie, por lo que la

recoleccion de las muestras tuvo un bajo impacto sobre la densidad poblacional.

Las plantas colectadas fueron enjuagadas “in situ” y se trasladaron a un invernadero (IMBIV) donde fueron
lavadas minuciosamente con agua corriente para eliminar cualquier resto de material adherido a su
superficie. Luego se colocaron 400 gramos (peso fresco) de individuos de similar tamafio en peceras de 100
L de capacidad y se mantuvieron en cultivo hidropdnico, en un medio preparado con agua corriente mas una
solucién nutritiva al 0,10 % V/V (Aponte y Pacherres, 2013) [solucién nutritiva: 5,8 g L™ de KH,PO,, 8,5 g
L de KNO; y 5,3 g L NH,NO; segin (Franzaring et al., 2007). La temperatura se mantuvo entre 18-22 °C,
el pH entre 7-8, la fuente de luz estuvo conformada por lamparas de bajo consumo de 85 W con una
irradiacion superior a 100 pE m2 s y ciclos de luz-oscuridad de 14:10 h, respectivamente. Ademas se
colocaron bombas sumergibles (marca Baojie, modelo BL-200) para la recirculacion de agua con el objetivo

generar una corriente de agua que evite el precipitado de particulas en el fondo y/o la deposicion de éstas
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sobre la superficie de las raices y hojas. Las plantas se mantuvieron bajo estas condiciones por cuatro

semanas para su aclimatacion y durante el tiempo de exposicién a los tratamientos con metales.

Para evaluar la capacidad de acumulacion de L. laevigatum, se la expuso a tres tratamientos con
concentraciones crecientes de soluciones mezcla de niquel (Ni), zinc (Zn), plomo (Pb) y cromo (Cr), y se
contd con un grupo control (sin la adicion de metales). Para determinar las concentraciones se realizaron
ensayos preliminares tomando como referencia para las concentraciones méas bajas los niveles guia de
calidad de agua dulce superficial para proteccién de vida acudtica, establecidos por la Ley Nacional de
Residuos Peligrosos 24.051 (Argentina, 1991) y para las méas altas los limites méximos permitidos para
efluentes aptos para su descarga en aguas superficiales en la Provincia de Cdrdoba (Direccién Provincial de
Agua y Saneamiento — provincia de Cérdoba) (Resolucién 415/99)). Las concentraciones utilizadas entonces
para el Control, el Tratamiento 1, el Tratamiento 2 y el Tratamiento 3 fueron las siguientes respectivamente:
Pb (ug L™): 0, 1, 70, 1000; Cr (ug L™) 0, 4, 70, 1000; Ni (ug L) 0, 25, 70, 500; Zn (ug L™) 0, 30, 70, 100.

Cada tratamiento fue llevado a cabo por triplicado, es decir que se dispusieron doce peceras a las cuales se
les asignaron los tratamientos de forma aleatoria. Al momento inicial, y a los 7, 14, 21 y 28 dias de haber

comenzado los tratamientos se cosecharon aproximadamente 100 g de plantas de cada uno de las peceras.
Analisis de metales pesados

Cuantificacion de metales pesados

Material vegetal liofilizado (1 g de peso seco de hojas-tallos y 0,6 g de peso seco de raiz) se llevé a cenizas
en un horno a 450 °C durante 4 h. Luego las cenizas fueron digeridas con HNO3 concentrado (Nekrasova et
al., 2011) y el residuo solido fue separado por filtracion utilizando un filtro de papel de 2,5 um (Scheicher &
Schiill, Blauband 5893, N°: 300210) y la solucion resultante se diluyd en agua ultra pura hasta un volumen
final de 10 mL. Finalmente, el contenido de Pb, Cr, Ni, y Zn fue analizado mediante espectrofotometria de
absorcion atémica de Ilama (FAAS). Las muestras control se analizaron de la misma manera. Los resultados
se expresaron en mg kg de peso seco. El control de calidad se realizd con material certificado (+ la
incertidumbre para el valor certificado, con un 95% de confianza) hojas de tabaco Oriental (ICHTJ-CTA-

OTL-1), empleando el mismo protocolo con el fin de verificar el método analitico.

Factor de Bioconcentracion (FBC)
Se calculé el factor de bioconcentracion (FBC) como la concentracion proporcional de metal en la planta
(mg kg™ peso seco) con respecto a la concentracion (mg L™) del metal en el medio de cultivo (Olguin y

(1)

Concentracion del metal en la planta

Sanchez-Galvan, 2012): FBC =

Concentracion inicial del metal en la soluciéon

Factor de traslocacion (FT)
El factor de translocacion fue calculado dividiendo la concentracion del metal acumulado en el tejido aéreo
de la planta (mg kg™ peso seco) por la concentracion del metal acumulado en las raices (mg kg™ peso seco)

(2)

Concentraciéon del metal en las hojas y tallos

(Sodaetal., 2012): FT =

Concentracion del metal en la raiz
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Determinacion de parametros fisioldgicos en Limnobium laevigatum

Cuantificacion de carotenoides, clorofilas y feofitinas

Se pesaron 20 mg de material vegetal y se agregaron 10 mL de etanol al 96 % V/V a temperatura ambiente.
Luego se homogeneiz6 la muestra a 1000 rpm durante un minuto, se filtrd con papel de filtro <10 umyen la
solucion se midi6 la absorbancia de clorofila a (649 nm) y carotenoides (470 nm). Posteriormente se agrego
1 mL de HCI 0,06 M a 5 mL del extracto de clorofilas a fin de lograr la formacion de feofitinas. Luego de 10
minutos se midié la densidad optica (DO) a 654 y 666 nm. Las mediciones se realizaron con
espectrofotometro UV-Visible (Beckman DU 7000, USA). Sobre la base de peso seco se calcularon las

concentraciones (en mg g™ P.S.) de los pigmentos de acuerdo con Wintermans y De Mots (1965).

4.3.2. Cuantificacién de malondialdehido (MDA)

Se midi6 la concentracién de MDA (Nichols et al., 2000) mediante un método colorimétrico propuesto por
Heath y Packer, (1968). Se homogeneizaron, a 1000 rpm en 2,5 mL de agua destilada, 50 mg de tallos-hojas
y por otro lado 70 mg de raices de L. laevigatum. Luego a cada tejido se le agregd un volumen igual de TBA
(&cido 2-tiobarbitarico) al 0,5 % P/V en solucién de TCA (&cido tricloroacético) al 20 % P/V. Las muestras
se incubaron a 95 °C durante 30 minutos y se detuvo la reaccion con un bafio de hielo. Se filtr con papel de
filtro < 10 um, y se leyd la DO a 532 nm, restando la absorcion no especifica a 600 nm (Stewart y Bewley,
1980) con un espectrofotémetro UV-Visible (Beckman DU 7000, USA). El contenido de MDA se calculé a

partir del coeficiente de extincion molar & =155 mM™ cm™.Los resultados se expresaron en pmol g™ P.S.
Analisis estadistico

El anélisis estadistico de los resultados fue realizado utilizando el software InfoStat. La comparacion entre
los tratamientos y los tiempos de cosecha se realizd mediante analisis de la varianza (ANOVA) a dos
factores para determinar si existen diferencias significativas entre ellos con un nivel de significancia de p <
0,01y el test a posteriori de DGC (p < 0,05). Los supuestos del andlisis de la varianza (distribucion normal,
independencia, homogeneidad de varianza) fueron previamente verificados analitica y graficamente para
cada una de las variables medidas. Para cada tratamiento, las determinaciones quimicas se realizaron por

triplicado, utilizdndose en los analisis estadisticos el valor promedio de las mismas.
RESULTADOS
Analisis de metales pesados en Limnobium laevigatum

Acumulacion de Plomo
La acumulacién de Pb en hojas y raices de la planta acudtica, L. laevigatum, mostré un incremento
significativo con el aumento en la concentracion de este metal en los diferentes tratamientos (Figura 1). En

todos estos, la acumulacion de Pb fue, como minimo, tres veces mayor en la raiz que en la hoja. Por otro
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Figura 1 (izq).- Acumulacion de Pben L.
laevigatum a distintas concentraciones del metal.
Figura 2 (der). - Acumulacion de Pb en L.
laevigatum a lo largo del tiempo de exposicion.
Diferencias significativas entre los tratamientos se
sefializan con distintas letras mindsculas para la
hoja y mayusculas para la raiz.
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lado, también se observé un aumento significativo en la acumulacion de Pb en las hojas a lo largo del tiempo

de exposicion, no asi en la raiz donde no hubo diferencias (Figura 2).

5.1.2. Acumulacion de Cromo

La acumulaciéon de Cr en hojas y raices de la planta acuética, L. laevigatum, mostré6 un incremento
significativo con el aumento en la concentracion del metal en los diferentes tratamientos (Figura 3). En
general, la acumulacién en la raiz fue tres veces mayor a lo acumulado en hojas. A lo largo del tiempo de
exposicion (Figura 4), también se observo un incremento significativo en la acumulacion de Cr en hoja y

raiz, siendo en todos los casos mas de tres veces mayor la concentracién de Cr en las raices.
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5.1.3. Acumulacion de Niquel

La acumulacién de Ni en hojas y raices de la planta acuatica, L. laevigatum, mostr6 un incremento
significativo con el aumento en la concentracion de este metal en los diferentes tratamientos (Figura 5). En
todos estos, la acumulacion de Ni fue mayor en la raiz que en la hoja, observandose una situacién similar a lo

largo del tiempo de exposicion (Figura 6), donde hubo un incremento en la concentracion de Ni en estos
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5.1.4. Acumulacion de Zinc

La acumulacion de Zn en hoja de la planta acudtica, L. laevigatum, mostr6 un incremento significativo con el
aumento en la concentracion de metales en los diferentes tratamientos (Figura 7). Sin embargo, en la raiz la
acumulacion de Zn aumento6 con las concentraciones crecientes del metal pero decayd en el tratamiento 3
(Figura 7). La acumulacion de Zn a lo largo del tiempo de exposicion sélo mostré diferencias significativas

en las raices de la macrdfita flotante siendo mayor a los 28 dias (Figura 8).
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Factor de Bioconcentracion (FBC) y Factor de Traslocacién (FT)

En la Figura 9 se muestra el factor de bioconcentracion (FBC) en hojas y raices y el factor de translocacion
(Giere et al., 1998). Dichos factores se evaluaron en el tratamiento nimero 2 debido a que en éste se
utilizaron iguales concentraciones para todos los metales. El analisis se hizo a partir de los 14 dias de
exposicion con la finalidad de poner énfasis en las diferencias entre los metales y reducir la variacion debida
al tiempo (Figuras 2, 4,6y 8).

El FBC mostrd que la concentracion de todos los metales estudiados en raiz y los de Ni y Zn en hojas
superaron en mas de mil veces las concentraciones en el medio de cultivo. Ademas, tanto en hoja como en
raiz, los mayores valores del FBC se observan en Ni y Zn, y en todos los casos, las plantas bioconcentraron

mas en raices que en hojas.

El factor de translocacion (Giere et al., 1998) mostrd valores inferiores a uno para todos los metales
estudiados (Figura 9), no obstante, la translocacion de raiz a hojas de Pb fue significativamente mayor a la de

Cr, Niy Zn, con un valor del FT de 0,42.
Figura 9. Factor de bioconcentracion (FBC) en hoja y raiz y

== FBC Hoja factor de traslocacion (Giere et al., 1998) de L. laevigatum

—— FBCRaiz

12000 { PFBChoja < 0,0001

10000 | PFBCraiz < 0,000 A |e— fr calculados para el tratamiento 2 (0,07 mg L™) a partir de los
P FT=0,019 , . .y - . . . . .
8000 o 0. 14 dias de exposicion (tiempo 2). Diferencias significativas
2 5000 £ entre el FBC de cada uno de los metales se sefializan con

0,4 .. - . ,
distintas letras mintsculas para la hoja y mayusculas para la

raiz. Diferencias significativas para el FT se sefialan con
0,0 diferentes letras del alfabeto griego.

4000

2000 0.2

Pb Cr Ni Zn
Metal (0,07 mg L-1)

Efectos de la mezcla de los metales Cromo, Plomo, Niquel y Zinc sobre parédmetros fisiolégicos en

Limnobium laevigatum

La concentracion de pigmentos fotosintéticos reveld una disminucion cercana al 20 % del contenido de
clorofila a, feofitina a y carotenoides en hojas y tallos luego de 21 dias de exposicion (tiempo 3) y cercana al
30 % en el tratamiento de mayor concentracion (tratamiento 3) (Figuras 10 y 11). La degradacion de
clorofilas a feofitinas mostr6 un aumento significativo en el tratamiento de mayor concentracién de metales

(tratamiento 3) y también luego de 21 dias de exposicion (tiempo 3) (Figuras 12y 13).

Se observo un aumento significativo de los niveles de malondialdehido (Nichols et al., 2000) en raiz en los
tratamientos 1 y 2 (Figura 14), asi como un incremento significativo en etapas tempranas de exposicion
(tiempo 2), previo a los 28 dias de exposicion (tiempo 4) (Figura 15). No se encontraron diferencias en la

concentracién de productos de peroxidacion de lipidos de membrana (MDA) en las hojas.
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DISCUSION
Acumulacion de metales pesados, FBCy FT

La acumulacion de los metales en la macrofita L. laevigatum fue dependiente de la concentracion del metal,
coincidiendo con lo citado por otros autores para numerosas especies de plantas acuaticas de vida libre y
hojas flotantes (Vesely et al., 2011; Hadad et al., 2011; Mishra y Tripathi, 2008).

La acumulacién de Pb y Cr en L. laevigatum fue mayor que la observada en S. auriculata, S. minima y A.
filiculoides (Vesely et al., 2011) y en E. crassipes y S. polyrrhiza (Mishra y Tripathi, 2008) respectivamente.
Ademés, la acumulacién de Cr y Pb fue mayor en la raiz que en las hojas, como se cita para Vallisneria
spiralis que acumulé 290 mg kg ™ de Pb en raizy 124 mg kg ™ en hojas (Gupta y Chandra, 1994), y en
Salvinia herzogii y P. stratiote que acumularon ocho veces més Cr en raices que en hojas (Maine et al.,
2004). En el presente estudio se encontr6 que la acumulacion de Ni fue mayor en las raices que en las hojas
lo que puede deberse a que este elemento es tomado rapidamente por el sistema radical (Ali et al., 2008) y
por su rol como micronutriente (Assuncao et al., 2003). Duman et al., (2009) citan que la acumulacién de Ni
en raices y hojas de berro expuesto a 1 mg L™ durante una semana no llegaron a diferenciarse del control,
mientras que hojas de Elodea canadensis al ser expuestaa 0,5 mg L™ acumularon 700 mg kg-1 (Maleva et
al., 2009). L. laevigatum en el presente estudio mostré una acumulacion en raices de 800 mg kg™ en la
primera semana de exposicion. Para Zn, L. laevigatum acumulé concentraciones mayores a las observadas en
Pistia stratoites y Spirodela polyrrhiza a una concentracién de 1 mg L™ Zn en el medio de cultivo (Mishra y

Tripathi, 2008) y similares a las citadas para Ceratophyllum demersum luego de ser expuesta a 3 mg L™ Zn
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durante 15 dias (Umebese y Motajo, 2008). La maxima acumulacién de Zn en la raiz fue en el tratamiento 2.
Posiblemente la menor acumulacién en este drgano para el tratamiento 3, de mayor concentracion, se deba a
la competencia en la absorcion de los metales, habiéndose demostrado que la presencia de altas
concentraciones de Pb impiden la entrada de cationes Zn en el sistema radicular (Garcia Vargas et al., 2007).

Con respecto al tiempo de exposicion, en hojas de L. laevigatum se acumularon cantidades muy bajas de Pb
y Cr en la primera etapa de exposicion, pero aumentaron significativamente en etapas tardias; mientras que
en raiz, la maxima acumulacion se observo en la primera etapa de exposicion. Una situacion similar fue
observada por Maine et al. (2004) para Cr en raices de S. herzogii y P. stratiote, donde la captacion de Cr
fue un proceso rapido que ocurri6 durante las primeras 24 horas, y luego aument6 pero en menor medida a lo
largo de los 31 dias. Probablemente lo observado para Cr y Pb, como asi también para Ni y Zn, en raices de
L. laevigatum esté relacionado con una disminucion de la concentracién de los metales en el medio de
cultivo y una menor disponibilidad de estos para ser bioacumulados. La maxima concentracion de Ni, tanto
en hojas como en raiz, fue a los 21 dias de exposicién y luego no vario en el tiempo. Un comportamiento
similar fue observado por Hadad et al. (2011) en E. crassipes, donde la méaxima concentracion se observo
entre los 10 y 15 dias de exposicién. La maxima acumulacién de Zn en hojas de L. laevigatum fue de 200 mg
kg™ en la primera etapa de exposicion y en la raiz fue de 738 mg kg™ en etapas tardias de exposicion. Una
situacion similar citan para E. crassipess Hadad et al. (2011) donde la acumulacion de la hoja no varié luego

de las 24 hs pero si en la raiz hasta los 15 dias, a partir de cuyo tiempo se estabilizo.

El factor de bioconcentracion (FBC) entendido como la capacidad que tiene la planta para bioacumular los
metales que obtiene del medio, debe tener un valor mayor de 1000 para considerar a una especie como una
buena acumuladora de metales (Zayed et al., 1998). Los resultados de este estudio reflejan que L. laevigatum
es una buena acumuladora de Pb, Cr, Ni y Zn (Figura 9) y podria ser utilizada como potencial fitoextractora
de metales en aguas contaminadas. Ademas segun los FBC obtenidos, la raiz acumulé mayores cantidades

que las hojas y la biacumulacion de Ni y Zn fue significativamente mayor a las de Pb y Cr.

L. laevigatum mostré niveles de FBC para Pb en hoja y en raiz de 499,55 y 1386,12, respectivamente, siendo
mas eficiente en la extraccion de Pb que lo observado por Singh et al., (2010) en Najas indica, quienes
utilizaron concentraciones de 2 mg L™ Pb y reportaron valores de FBC de 582 en todos los 6rganos de la
planta acudtica EI FBC para Cr fue para hojas y raices de 440 y 1780 respectivamente, mayor a lo observado
en E. crassipes para la hoja, con un FBC de 160 y menor a lo hallado por otros autores en raices donde el
FBC alcanzé un valor de 5600 (Hadad et al., 2011). Ademas, L. laevigatum mostré mayores valores de FBC
a los reportados por un estudio donde se utilizaron hidrofitas como bioindicadores, encontrdndose que a
concentraciones de Cr de 1 mg kg™, el berro y Verénica beccabunga tienen un FBC < 1000 tanto en la raiz
como en la parte aérea de la planta (Zurayk et al., 2001). Para Ni, L. laevigatum mostr6 niveles de FBC >
1000, en hoja fue de 2000 y en raiz fue de 6800. Un estudio realizado en E. crassipes, con concentraciones

similares de Ni, informa menores valores del FBC, 1370 en la hoja y 2200 en la raiz (Liao y Chang, 2004).
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ElI FBC para Zn en este estudio fue de 3300 y 11500, en hojas y raices respectivamente, siendo mas eficiente

para la extraccion de Zn que E. crassipes (Yapoga et al., 2013), y C. demersum (Umebese y Motajo, 2008).

El factor de translocacién (FT), un indicador de la habilidad de la planta para transportar los metales desde
las raices a las hojas, considera que valores mayores a 1 indican una alta transferencia de metales (Soda et
al., 2012). En L. laevigatum el FT para todos los metales fue menor a 1 lo que indicé una baja translocacion
de los metales desde la raiz a la hoja. Una situacion similar fue observada para la transferencia de Cry Ni en
N. officinale y V. becabunga (Zurayk et al., 2001) y para la translocacion de Pb y Zn en E. crassipes (Liao y
Chang, 2004). Durante la exposicion a la mezcla de metales en solucién, L. laevigatum mostré una capacidad
de translocacion mayor para Pb que para Cr, Ni y Zn. Resultados similares fueron observados en plantas de
L. minor, donde los niveles de translocacion de Pb fueron significativamente mayores a los observados para
Ni, Zny Cr (Kastratovi¢ et al., 2015).

Efectos de la mezcla de los metales Cromo, Plomo, Niquel y Zinc sobre parametros fisiologicos en

Limnobium laevigatum

Limnobium laevigatum pudo tolerar niveles hasta 0,07 mg L™ de cada uno de los siguientes metales
combinados Pb, Cr, Ni y Zn sin mostrar cambios significativos en los pigmentos fotosintéticos dentro de los
primeros 14 dias de exposicion. A partir de concentraciones de 1 mg L™ de Pby Cr, 0,5 mg L™ de Niy 0,1
mg L* de Zn, las concentraciones de los pigmentos fotosintéticos clorofila a, feofitina a y carotenoides
disminuyeron significativamente luego de 21 dias de exposicion. Resultados similares fueron encontrados
en: Najas indica donde se registré una disminucion de los pigmentos con el aumento de la concentracion de
Pb luego de 7 dias de exposicion (Singh et al., 2010); Salvinia minima con una disminucion al 50 % de la
clorofila y al 13 % de los carotenoides respecto al control, luego de ser expuesta durante una semana a
concentraciones de Cr 1 mg L™ (Nichols et al., 2000); Elodea canadensis creciendo en un medio de cultivo
con 2,93 mg L™ de Ni** donde se observé una disminucién mayor al 30 % de los niveles de clorofila y
carotenoides luego de 5 dias (Maleva et al., 2009); E. densa expuesta a 0,15 mg L™ de Zn durante 7 dias,
donde se registré diferencias significativas respecto al control en el contenido de clorofilas y carotenoides
(Harguinteguy, 2013). La relacion feofitina a/clorofila a en L. laevigatum fue significativamente superior con
la mayor concentracion de metales utilizada. Dicha relacién también aumenta en E. densa a medida que lo

hace la concentracion de Zn del medio de cultivo (Harguinteguy, 2013).

Numerosos estudios han demostrado que los metales pesados pueden reducir los niveles de pigmentos
fotosintéticos y provocar la degradacion de clorofilas (Mishra et al., 2006; Megateli et al., 2009). La
disminucién en el contenido de clorofilas en hojas de plantas tratadas con metales ha sido atribuida a
alteraciones en la sintesis de este pigmento (Prasad y Strzatka, 1999), como asi también al aumento de su
degradacion (Somashekaraiah, 1992). Algunos autores sostienen que muchos metales pesados (Hg, Cd, Cu,
Ni, Zn, y Pb) desplazarian al &tomo central de Mg de la clorofila en plantas que se encuentren afectadas por
la presencia de estos (Prasad y Strzatka, 1999;; Dhir et al., 2009). Dicha sustitucion afectaria la estructura de

la molécula de clorofila, la captacién de luz y con ello la fotosintesis. Otro mecanismo que se relaciona con
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el descenso en la concentracién de los pigmentos es el impedimento en la captacion de elementos esenciales
para la sintesis de éstos debido a dafios en el aparato fotosintético (Sharma y Dubey, 2005) o por
competencia con metales como el Zn (Wang et al., 2009). Un ejemplo de esto es la disminucion de la
captacion de magnesio y nitrogeno en presencia de Cr, los cuales son componentes esenciales de la molécula
de clorofila (Sela et al., 1989).

La peroxidacion de lipidos en plantas es una consecuencia de dafio oxidativo causado por subproductos de
numerosas vias metabdlicas en diferentes compartimentos celulares. Bajo estrés por metales, la peroxidacion
de lipidos puede iniciarse por medio de la oxidacién de &cidos-grasos poliinsaturados de membranas
formando compuestos como MDA (Wang et al., 2009). En este estudio, L. laevigatum presenté un aumento
en la produccion de MDA en raiz a medida que aumentaban las concentraciones de los metales en el medio
de cultivo. Resultados similares se observaron en trigo, Triticum aestivum, expuesto a concentraciones de Cr
de 0,05 mg L™ y 0,065 Zn mg L™ (Panda et al., 2003). También en algunas macréfitas se citan aumento de
los niveles de MDA a concentraciones mas elevadas de metales que 0,07 mg L™ utilizados en este estudio:
Hydrilla verticillata varia la concentracion de MDA respecto al control a concentraciones de Zn 10 mg L™
(Wang et al., 2009); Najas indica registré un aumento de MDA a partir de los 0,2 mg L™ Pb (Singh et al.,
2010). Sin embargo, en L. laevigatum la concentracion de MDA disminuy6 en el tratamiento de mayor
concentracién, lo mismo que ocurre en los géneros Ceratophyllum, Hydrilla y Wolffia donde se registré una
disminucién de MDA en los tratamientos con mayor concentracién de metales (Dhir et al., 2004; Gupta y
Karuppiah, 1996). EI hecho de que a la mayor exposicion de metales el MDA sea igual al control, podria

estar relacionado con eficientes mecanismos de defensa contra los radicales libres en estas especies.

Respecto al tiempo de exposicion a metales, en la primera semana no se registrd un incremento de MDA,
recién esto ocurrié a los 14 dias de exposicion, similar a lo que descripto en H. verticillata que varia la
concentracion de MDA respecto al control a concentraciones de Ni de 1,5 mg L™ luego de 6 dias de
exposicion (Sinha y Pandey, 2003). Estos autores proponen que los bajos niveles de MDA en tiempos
tempranos podria deberse a la estimulacion de la capacidad reductora del tejido vegetal a partir del

incremento del contenido de sulfhidrilos, lo que protege a la membrana del ataque oxidativo de EROS.

Si bien la actividad fotosintética en L. laevigatum disminuy6 en los tratamientos de mayores concentraciones
de metales pesados, esta especie mostro cierto grado de tolerancia al estrés oxidativo en los mismos
tratamientos ya que no se observaron cambios en los productos de peroxidacion de lipidos de membranas.
Este tipo de respuestas fueron observadas también en M. aquaticum expuesta a concentraciones crecientes de

metales durante 7 dias de exposicion (Harguinteguy, 2013).
CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en el presente trabajo constituyen el primer reporte de acumulacién y efectos

toxicos de Pb, Cr, Ni'y Zn en la especie macroéfita Limnobium laevigatum.
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En general, la acumulacion de los metales en L. laevigatum fue incrementando a concentraciones crecientes

de estos en el medio de cultivo y con el tiempo de exposicion.

Pb, Cr, Ni y Zn causaron cambios fisioldgicos en la macrofita flotante, sin embargo los dafios a nivel del
sistema fotosintético y de la formacion de productos de peroxidacién de lipidos de membranas no
representan un dafio para la supervivencia de la especie en etapas intermedias de exposicién a los metales.
La bioacumulacion de Pb, Cr, Ni y Zn fue mayor en las raices que en las hojas y por sus altos niveles de
acumulacion, aun cuando es expuesta a bajas concentraciones de metales, se la puede considerar una especie

hiperacumuladora de Zn y Ni.

Teniendo en cuenta la capacidad de acumulacion y su nivel de tolerancia, L. laevigatum es una especie de
interés para su uso en fitorremediacion de aguas contaminadas con niveles moderados de metales y en las

primeras semanas de exposicion.
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