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RESUMEN

En la presente tesis se evalud, la relaciobn que existe entre la toma de niquel,
acumulacién y sus efectos en algunos parametros fisioldgicos y bioquimicos en plantas
de Salvinia minima Baker. Se demostré que la absorcidén del metal afecta a cada uno de
los parametros fisiol6gicos evaluados a tiempos prolongados de exposicién al niquel (144
horas). Se pudo observar que, a mayor tiempo de exposicion, se registraba una mayor
absorcion del metal y un mayor dafio. Es probable que la absorcibn de altas
concentraciones de niquel haya afectado la integridad de las membranas celulares,
alteracion de los transportadores de electrones afectando al estado redox de la célula, la
deficiencia de la asimilacion de carbono, ocasionando alteracién en la eficiencia
fotosintética, PSIl y dafio a la membrana celular, dafio en peroxidacion de lipidos (MDA),
al igual que dafo en los potenciales (Ww, Wr). Sugiriéndonos que el potencial hidrico es
afectado a tiempos prolongados de exposicion al niquel (144 horas), donde posiblemente
la integridad de las membranas de raices estan fuertemente afectadas, ya que se
encuentra en contacto directo con el medio, y no sean eficientes en la conduccion del
agua a la parte aérea causando un estrés hidrico inducido por el metal. Sin embargo,
parece ser que las plantas de S. minima contrarrestan parcialmente dicho estrés hidrico
inducido por el metal mediante ajuste osmoético para mantener turgencia. Este ajuste se
consigue mediante la acumulacién activa de solutos, como lo son azucares, aminoacidos
(prolina, glicinbetaina). En el caso de S. minima expuesta a niquel parece ser que prolina
es uno de los osmolitos que se acumulan activamente para mantener turgencia a medida
que el potencial hidrico se hace mas negativo. De hecho, se encontr6 una alta correlacion
entre un incremento en el potencial osmoético con un incremento en los niveles de prolina.
Por lo que podemos concluir que la acumulacion de prolina como osmolito, es uno de los

mecanismos de tolerancia al estrés causado por niquel en plantas de S. minima.

Otros mecanismos de tolerancia a metales incluyen mecanismos complejos para regular
la absorcién, movilizacién y la concentracion intracelular de los iones metélicos para
contrarrestar el dafio al estrés inducido por metales pesados. En la presente tesis
evaluamos la capacidad de S minima de acumular glutatién en respuesta a niquel como
un posible mecanismo de desintoxicacion. El niquel es absorbido en grandes cantidades
por S minima en las primeras horas de exposicion. Es interesante que el glutation
también presenta una rdpida acumulacion en las primeras 3 horas de exposicion al metal,

tanto en raices como en hojas. Sin embargo, la acumulacién de glutation disminuye

Vii



después de este tiempo y a las 144 h casi baja a los niveles originales. Es posible que
glutation este participando dentro de los mecanismos tempranos de desintoxicacion al
niquel, tal vez contrarrestando el estrés oxidativo generado por una posible acumulacién
de ROS, pero que posteriormente los niveles de GSH disminuyan como resultado de su
metabolizacibn para formar fitoquelatinas. Obviamente, se requiere de mayor
investigacion para profundizar en el posible papel de glutatibon como mecanismo de

respuesta a niguel, y a otros metales en S minima.
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ABSTRACT

In the present thesis, the relationship between nickel uptake, accumulation and its effects
on some physiological and biochemical parameters in Salvinia minima Baker plants was
evaluated. Metal absorption was shown to affect each of the physiological parameters
evaluated at prolonged exposure times to nickel (144 hours), it was clearly observed that,
at a longer time of exposure, a higher absorption of the metal was recorded and greater
damage. It is likely that the absorption of high concentrations of nickel had affected the
integrity of cell membranes, caused alteration of the electron transporters affecting the
redox state of the cell, had caused a deficiency of carbon assimilation, causing alteration
in photosynthetic efficiency, PSIl and cell membrane damage, lipid peroxidation damage
(MDA), as well as a drop in the waer potential (WYw, Wr). Suggesting that S minima plants
might have experienced certain degree of metal induced water stress. after long exposure
times to nickel (144 hours). Indeed ourdata suggest that the integrity of the root
membranes were strongly affected, (as they are in direct contact with the medium).
However, to counteract this reduction of water potential, S. minima plants experienced
certain degree of osmotic adjustment via accumulation of proline. Thus, it is likely that
proline is an osmolyte that is involved in a mechanism of tolerance to stress caused by

nickel uptake in plants of S. minima.

Other tolerance mechanisms to regulate the mobilization absorption and the intracellular
concentration of the metal ions to counteract the stress damage induced by heavy metals
involved the accumulation of gltathion (GSH). For we measured the accumulation of GSH
in response to nickel S. minima accumulated Ni in its tissues during the first hours of
exposure, it is interesting that during the first 3 h of exposure to Ni, S. minima plants
showed a peak of GSH. However, the concentration of GSH decreased in the following
hours. It is possible that GSH might be indeed patrticipating in mechanisms of tolerance to
the metal, perhaps counteracting the negative effects of a possible metal-induced
oxidative stress (a burst of ROS), but later SH concentration decreased as a result of its
metabolization to form phytochelatins. Indeed more research is needed to clarify the
possible role of SH as a tolerance mechanism in response to Ni and other metals in S.

minima.
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1.1. INTRODUCCION

La fitorremediacion hace referencia a una serie de tecnologias que se basan en el uso
de plantas para limpiar o restaurar ambientes contaminados, como aguas, suelos, he
incluso aire, siendo una tecnologia sustentable que se basa en el uso de plantas para
reducir in situ la concentracibn o peligrosidad de contaminantes organicos e
inorganicos de suelos, sedimentos, agua y aire. A partir de procesos bioquimicos
realizados por las plantas y microrganismos asociados a su sistema de raiz que
conducen a la reduccién, mineralizacion, degradacion, volatilizacion y estabilizacion de

los diversos tipos de contaminantes (Nufiez et al., 2004).

La contaminacion por metales pesados representa uno de los principales problemas
ambientales y de salud humana a nivel mundial. Los metales pesados se encuentran
generalmente como componentes naturales de la corteza terrestre, en forma de
minerales, sales u otros compuestos. No pueden ser degradados o destruidos
faciimente de forma natural o biologica, ya que no tienen funciones metabdlicas

especificas para los seres vivos (Abollino et al., 2002).

Los muchos metales pesados conocidos en la naturaleza, el niquel es un elemento
esencial como un elemento traza para el crecimiento normal y el desarrollo de las
plantas. Sin embargo, a niveles téxicos puede afectar a los procesos bioquimicos y
fisiol6gicos de las plantas, como por ejemplo disminucién de biomasa, dafio en
membrana celular, dafio en los fotosistemas, mayor produccion de especies reactivas

de oxigeno, provocando estrés oxidativo (Seregin et al., 2006).

El estrés oxidativo se produce como resultado de la aparicion de especies reactivas de
oxigeno tales como radicales superéxidos, radicales hidroxilos, o el peréxido de
hidrégeno. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden causar dafos en los
lipidos, acidos nucleicos, proteinas, amino acidos, carbohidratos y moléculas

complejas, producido en las células.

El niquel induce una amplia gama de efectos adversos para los organismos vivos,
incluidos cambios morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos. Donde a altas
concentraciones el Ni afecta el crecimiento de las plantas, la division celular, el

desarrollo de las mismas, la produccion de clorofila, inhibicion de la actividad
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enziméatica, etc (Maestri et al., 2010). Sin embargo, la magnitud de estos efectos es
variable y mucho depende de la concentracién de Ni y del tiempo de exposicién a las

que las plantas sean expuestas.

Las plantas acuaticas han sido propuestas para completar los tratamientos de
depuracién de aguas contaminadas ya que poseen un inmenso potencial para eliminar
los metales pesados de las aguas residuales. Las techologias convencionales para la
remocién de metales en aguas y efluentes son costosas e ineficientes, particularmente
si las concentraciones de los metales pesados son bajas (menores que 100 mg.L?)
(Wilde y Benemann, 1993), de alli que se plantee el interés por la fitorremediacion, en
los que se esperan efectos fitotéxicos minimos (Olguin et al., 2005).

Las plantas presentan diferentes mecanismos de respuesta ante la presencia de
compuestos téxicos como los metales pesados. Entre ellos, destacan los mecanismos
de mineralizacion, solubilizacion, acumulacién, quelaciéon y translocacién. Algunas
plantas desarrollan un complejo mecanismo de homeostasis para minimizar los
efectos dafiinos de los metales pesados, controlando la absorcion, y la translocacion
de los metales en los tejidos. Presentando un inmenso potencial para eliminar los
metales pesados de las aguas residuales, sin embargo, no todas las plantas tienen la

misma eficacia para la eliminacion de metales pesados (Sufié et al., 2007).

1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 METALES PESADOS

Los metales pesados estan presentes en el suelo como consecuencia de las
actividades antropogénicas 0 componentes naturales del mismo (Bosiacki y
Wojciechowska, 2012). Los metales pesados son definidos como aquellos elementos
quimicos que presentan una densidad igual o superior a 5 g.cm™ cuando estan en
forma elemental, o cuyo nimero atomico es superior a 20 (excluyendo a los metales
alcalinos y alcalinotérreos). Su presencia en la corteza terrestre es inferior al 0.1 % y

casi siempre menor del 0.01 % (Vardanyan y ignole, 2006).

La presencia natural de los metales pesados no deberia ser peligrosa, ya que es parte
del equilibrio de la naturaleza, sin embargo, los niveles de emision de dichos metales

al medio ambiente se han incrementado, sobre todo desde la revolucién industrial y
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una vez emitidos pueden permanecer en el medio ambiente durante cientos de afos
(Fergusson, 1990).

Los metales pesados contribuyen fuertemente a la contaminacion ambiental, la
cantidad de metal disponible en el suelo esta en funcion del pH, el contenido de arcilla,
contenido de materia organica, la capacidad de intercambio cati6nico. Sin embargo,
muchos de estos elementos son micronutrientes necesarios para la vida de los seres
vivos y son absorbidos por las raices de las plantas o llegan a formar parte de la dieta
de los animales. Cuando por motivos naturales o por la accién del hombre se
acumulan en los suelos o las aguas, se convierten en toxicos peligrosos (Suave et al.,
2000).

1.2.2 NIQUEL

El niquel es un metal pesado con nimero atémico 28 y peso atémico 58.69. Se
encuentra rara vez en la naturaleza, presenta un color blanco-plateado, sus
compuestos no tienen olor, ni sabor, por lo consiguiente es un metal puro. Las
propiedades quimicas del niquel (es decir, dureza, alto punto de fusién, ductibilidad,
maleabilidad, algo ferromagnético, conductor justo de calor y electricidad) lo hace
adecuado para ser combinado con otros elementos para formar muchas aleaciones
(Tundermann et al., 2005). Algunos de los metales con que el niquel puede alearse
son hierro, cobre, cromo y zinc. El Ni se encuentra en el suelo en diversas formas,
como niguelita, garnielita y en forma de sulfuros de Ni (Wood et al., 2004). En la
corteza terrestre el Ni aparece ligado a formas organicas, parte de las cuales pueden
encontrarse en forma de quelatos facilmente solubles. En el suelo, los metales
pesados pueden estar presentes como iones libres o disponibles, compuestos de
sales metalicas solubles o compuestos insolubles o parcialmente solubilizables

(6xidos, carbonatos e hidréxidos) (Bai et al., 2007).

El niquel puede existir en varios estados de oxidacion diferentes, el estado de
oxidacion prevalente del niquel es el estado de valencia +2. Aunque otras valencias
también pueden encontrarse (-1, +1, +3 y +4) con menor frecuencia (Coogan et al.,
1984; Clayton, 1994). Sin embargo, es importante mencionar que, en las regiones de
pH bajo, el metal existe en forma de ion niquel Ni(ll), como comunmente lo solemos

encontrar. En soluciones neutras a ligeramente alcalinas, precipita como hidroxido de
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niquel, Ni (OH)2, que es un compuesto estable. Este precipitado se disuelve facilmente
en soluciones acidas que forman Ni(lll) y en condiciones muy alcalinas; forma ion de la

niguelita HNiO2, que es soluble en agua (Young, 1995).

En condiciones muy oxidantes y alcalinas, el niquel existe en forma de Oxido de
niquel-niquelico estable (NizO4), que es soluble en soluciones &cidas. Otros 6xidos de
niquel, son inestables en soluciones alcalinas y se descomponen liberando oxigeno
como el 6xido niquel, (Ni2O3) y el peréxido de niquel (NiO>). En las regiones acidas, sin
embargo, estos solidos se disuelven produciendo Ni (Khodadoust et al., 2004).

El nimero de coordinacion de este ion metdlico suele estar influido por el tamafio
relativo del ion metalico y de los ligandos que lo rodean, como sabemos a medida que
los ligandos se hacen mas grandes, son menos los que se pueden coordinar con el ion
metalico. Los ligandos que transfieren una carga negativa considerable al metal
también producen numeros de coordinacibn mas bajos. Por ejemplo, se pueden
coordinar seis moléculas neutras de amoniaco al niquel(ll) para formar [Ni(NHz)s]?*; en
cambio, s6lo se coordinan cuatro iones cianuro con carga hegativa para formar
[Ni(CN)4]* .

El niguel es de suma importancia en cuanto a su disponibilidad y potencial para
lixiviarse de los perfiles del suelo hacia el agua subterranea, y difiere en cuanto a
origen, ya que puede ser natural o antrépico (Polacco et al., 2013). Este elemento es
liberado al ambiente mediante actividades antropogénicas; tales como la mineria,
fundicibn, quema de combustibles fésiles, emisiones vehiculares, desechos
domésticos, municipales e industriales, aplicacién de fertilizantes, abonos organicos,
refinerias de petréleo, capas brillantes y protectoras por electrodeposicion
(niquelados), metal monel, y la produccion de pulpa de papel, textiles, entre otras
(Reimann y Caritat, 1998; Cempel y Nikel, 2006; Kutman et al., 2013).

También hay compuestos formados de niquel combinado con muchos otros
elementos, como cloro, azufre y oxigeno (Mishra y Tripathi, 2008). El Ni varia en el
suelo de 0.2 a 450 mg-kg®. Sin embargo, lo mas comln es que los valores se
encuentren entre 5 y 22 mg-kg?. Puede reemplazar al Zn, Fe y otros iones metalicos

en algunas otras metaloenzimas de las plantas inferiores. La solubilidad del Ni se
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encuentra inversamente relacionada con el pH del suelo (Halstead et al., 1969;

Mulrooney y Hausinger, 2003).

Este elemento se usa principalmente como materia prima en las industrias metallrgica
y de galvanoplastia, como catalizador en la industria quimica y alimentaria, asi como
componente de las baterias. Las concentraciones de Ni?* pueden llegar a 0.2 mg-L'y
26,000 mg-kg?, en agua superficial y suelos contaminados, respectivamente (20 a 30
veces mas que lo encontrado en areas limpias). Sin embargo, la cantidad de Ni?*
admisible para el agua de consumo humano radica entre 0.05 mg L* (Sespas, 2006).

Este tipo de contaminacion se ha convertido en un problema mundial (McGrath y
Zhao, 2003). Ya que de acuerdo a la enorme lista de demanda que presenta el niquel,
podemos observando un alto indice de contaminacion en nuestros mantos freaticos y
esto es alarmante porque sin un previo tratamiento esta es distribuida para el consumo
humano, ya que en altas cantidades el Ni>* puede ser peligroso para la salud humana,
y puede llegar a ocasionar bloqueos en las actividades biol6gicas, es decir, la
inactivacion enzimatica por la formaciéon de enlaces entre el metal y los grupos —SH
(sulfhidrilos) de las proteinas, causando dafios irreversibles para la salud humana y el
medio ambiente (Chou, 1989; Canavi, 2005).

En un cierto nimero de estudios epidemioldgicos, la exposicion ocupacional a los
compuestos de niquel se ha asociado a incremento de cancer en el pulmoén, nariz,
laringe y prostata, embolia de pulmén, fallos respiratorios, defectos de nacimiento,
asma Yy bronquitis crénica, insuficiencias renales, dermatitis, reacciones alérgicas
como son erupciones cutaneas, y desordenes del corazén (Shen y Zhang, 1994;
Kasprzak et al., 2003). Con el objetivo de reducir la contaminaciéon de suelos y aguas
con Ni?*, actualmente se emplean el uso de plantas acuaticas con el propésito de

fitorremediacion. (Bosiacki y Wojciechowska, 2012).

Por otro lado, el nigquel es un micronutriente requerido por las plantas en
concentraciones muy bajas, en el orden de 1.7 nmol g o en menor concentracion,
esto dependiendo de la especie y del tamafio de la misma (Lin y Kao, 2005). El niquel
es un metal esencial para el crecimiento de las plantas, animales y bacterias (Brown et
al., 1987), ya que el Ni es un componente clave en la activacion de la enzima ureasa,

que es necesaria para el metabolismo del nitrégeno (Bai et al., 2013). Donde la ureasa
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esta presente en un rango muy amplio de especies vegetales y se ha mencionado que
puede tener un papel en la sintesis de fitoalexinas y en la resistencia de las plantas a

las enfermedades (Navarro-Avifio et al., 2007).

También ha sido reportado que el Ni es un metal que compite con el hierro (Fe), en
relacién a la nutricion de las plantas (Nishida et al., 2011). El Ni tiene varios estados de
oxidacion, pero su estado divalente (Ni?*), es el tipo mas estable en el medio ambiente
y en los sistemas biolégicos (Poonkothai y Vijayavathi, 2012). La concentracién que
representa toxicidad en las plantas varia en gran medida, pero se maneja un rango de
25 a 246 mg.g-1 peso seco (PS), en el tejido de la planta, dependiendo de la especie
de la planta y variedad (lyaka, 2011).

1.2.3 CRITERIOS PARA PLANTAS HIPERACUMULADORAS

Algunas plantas no sélo son capaces de tolerar elevadas concentraciones de metales
pesados, sino que tienen la capacidad de hiperacumularlos (Oporto et al., 2001).
Alrededor de 400 especies de plantas se encuentran descritas como
hiperacumuladoras de metales pesados, siendo definidas como plantas que pueden
acumular mas de 1 mgg? PS del metal en sus tejidos (Baker y Brooks, 1989;
Hoffmann et al., 2004).

Las plantas hiperacumuladoras de niquel son numerosas, en comparacion con otras
plantas hiperacumuladoras de otros metales. Se conocen al menos 317 especies de
plantas que hiperacumulan Ni, englobadas mayoritariamente en solo dos grupos: (1)
especies y géneros pertenecientes a la familia como Violaceae y Flacourtiaceae
(Orden Violales) y a la familia Euphorbiaceae (Orden Euphorbiales), de origen tropical,
y (2) géneros pertenecientes a la familia Brasicaceae (Orden Capparales). Las
especies reportadas para la bioacumulacion de niquel son en su mayoria plantas
terrestres, de acuerdo a los estudios reportados, siendo en su mayoria endémicas de
Europa (Tabla 1.1) (Baker et al., 2000).

El principal mecanismo en especies tolerantes a metales, parece ser la captacion en el
compartimento vacuolar, la aparente tolerancia de las plantas para incrementar niveles
de elementos toxicos en sus tejidos, puede ser resultado de la exclusion de los

mismos elementos téxicos de los sitios celulares, donde se llevan a cabo los procesos
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vitales. Tales como la division celular y la respiracién. Lo anterior provee a la planta

con un efectivo mecanismo de proteccion (Hall, 2002).

Tabla 1.1. Hiperacumuladoras conocidas en el mundo (Reeves y Baker, 2000

Metal Numero de taxones Numero de familias
Arsénico 2 1
Cadmio 2 1
Cobalto 26 11
Cobre 35 15
Plomo 14 7
Manganeso 9 5
Niquel 317 37
Selenio 20 7
Zinc 13 5

Existen numerosas especies de planta hiperacumuladoras de Ni; donde las mas
representaivas son: Alyssum bertolonii, registrando una toma de Ni de 10,200 mgkg™*
PS, Thlaspi caerulescens registrando una toma de 16,200 mgkg?* PS, Walsura
monophylla registré6 una toma de niquel de 7,000 mgkg! PS, y la especie Rinorea
niccolifera registré una toma de 18,000 mgkg* PS (Baker et al., 1992; Fernando et al.,
2014).

1.2.4. PLANTAS ACUATICAS HIPER-ACUMULADORAS DE METALES PESADOS

Las especies de plantas acuaticas hiperacumuladoras poseen una alta capacidad de
absorber contaminantes organicos e inorganicos, aunque los estudios se han
enfocado principalmente en metales pesados. A continuacién, se mencionan algunos
usos de las macrdfitas (Figura 1.2). Sin embargo, es importante mencionar que la
eliminacion de contaminantes varia de una especia a otra, la cual depende de la

concentracion a la que es expuesta y el tiempo de exposicion (Dhir et al., 2009).
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Tabla 1.2. Macrofitas acuaticas con potencial de acumulacion de metales pesados

(Dhir et al., 2009).

Planta Metal pesado  Acumulacion Referencias
Azolla filiculoides Cd 2600-9000 mg.Kg™' PS Benaroya et al. (2004)
Zn 48-1200 mg Kg™' PS
Ni Taghi Ganiji et al. (2005)
! 1000 mg.Kg™' PS
Azolla caroliniana Hg 578 mg.Kg"' PS Bennicelli et al. (2004)
Cr 356 mg.Kg™' PS
Rahman y Hasegawa (2011)
As 284 mg.Kg"' PS
Pistia stratiotes Hg 156 ng.Kg' PS Maine et al. (2004)
Cr 800-1600 mg.Kg™' PS Miretzky et al. (2004)
Cu 1000 mg.Kg' PS Molisani et al. (2006)
Salvinia cucullata Cd 1636.1 pg.g" PS
= Phetsombat et al. (2006)
143056 yg.g”' PS
Salvinia natans Cr 10.6 mg.Kg' PS
Dhir et al. (2008)
Zn 4.8 mg.Kg' PS
Salvinia minima Cd 11262 mg_](g-1 PS
cr 3111 mgKg' PS Olguin et al. (2002)
Pb 9780 mg.Kg' PS
Pb 34mg.g' PS
Hoffmann et al. (2004)
As 0.5ma.qa’ PS
Spirodela polyrhiza As
o 400-900 mg.Kg™ PS Zhang et al. (2011)
Eichhornia crassipes  Cr 4000-6000 mg.Kg"' PS Hu et al. (2007)
Cu 6000-7000 mg.Kg™ PS Molisani et al. (2006)
Cd 2200 pg.Kg* PS Zhu et al. (1999)
Ni 1200 mg.Kg™' PS
Zn 10000 mg.Kg' PS Low et al. (1994)
Hg 1000 ng Kg' PS
Lemna gibba As 1021 mg.Kg' PS Mkandawire y Dudel (2005)
Cd 14000 mg.Kg' PS
NI Mkandawire et al. (2004a, b)
1 1790 pg.Kg' PS
Lemna minor Cd 13.39.Kg'PS
Se 427 gKg' PS
Cr 2.87 gKg' PS Zayed et al. (1998)
Ni 1.79gKg" PS
Pb 0.63 g.Kg"' PS
1959 pg.g' PS Oir 2011
inigen
Hg 490 pg.g' PS 9
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Existe otros estudios relacionados con la capacidad de acumulacion de contaminantes
de diversas plantas acuaticas, por ejemplo: la especie Scirpus lacustris tiene la
capacidad de hiperacumular los diferentes metales pesados en sus teidos (Cd, Cu, Pb,
Mg, Fe, Se, Cr), la especie Lemna gibba (Pb, As, Cu, Cd, Ni, Cr, Al, Fe, Zn, Mn), la
especie Azolla caroliniana (Hg, Cr Sr, Cu, Cd, Zn, Ni, Pb, Au, Pt), la especie Elatine
trianda, la especie Polygonum punctatum (Cu, Cd, Pb, Se, As, Hg, Cr, Mn), la especie
Myriophylhum aquaticum, Ludwigina palustris y la especie Mentha aquatic tienes la
capacidad de hiperacumular los siguientes metales pesados en sus tejidos (Cu, Zn,
Mn, Fe, Ni) (Delgadillo et al., 2011).

1.2.5 MECANISMOS DE DESINTOXICACION DE METALES PESADOS EN
PLANTAS HIPERACUMULADORAS

Las plantas tienen diferentes mecanismos de respuesta ante la presencia de
compuestos téxicos como los metales pesados. Entre ellos, destacan los mecanismos
de mineralizacién, reproduccion, solubilizacién, acumulacién, quelacién vy
translocacion. Algunas plantas y diferentes organismos han desarrollado un complejo
mecanismo de homeostasis para minimizar los efectos dafiinos de los metales
pesados, controlando la absorcién y la translocaciéon de los metales en los tejidos. Con
estos mecanismos protegen la célula de la acumulacién de los iones libres en exceso

en el citosol, resultando posteriormente en la posible tolerancia a los metales pesados.

Podemos observar en la figura 1.1, el mecanismo de translocacion en especies
hiperacumuladoras, donde claramente observamos que el primer paso es que la
particula del metal se adhiere a la pared celular, y se introduzca a través de la
membrana de las raices. El segundo paso es la absorcion, para posteriormente
realizar la quelacion en vacuolas y a su vez tener la capacidad de transportar hacia los
siguientes brotes. Este es un mecanismo que presentan las plantas
hiperacumuladoras de metales pesados ya que no solo presentan la capacidad de
absorber o realizar la toma de esas particulas toxicas, si no también tiene la capacidad
de quelarlos y almacenarlos en vacuolas para hacerlos menos téxicos y transportarlos

hacia las hojas.

Los mecanismos de tolerancia varian entre las distintas especies de plantas y estan

determinados por el tipo de metal, eficiencia de absorcion y translocacion. Las fases
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del proceso por el cual las plantas incorporan y acumulan metales pesados son las

siguientes (Hall, 2002).
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Figura 1.1 Resumen de los mecanismos potenciales celulares disponibles para la
destoxificacion y tolerancia de metales en plantas. 1) Restriccion del movimiento del
metal a las raices por micorrizas. 2) Unién a la pared celular y exudados de las raices.
3) Entrada del flujo reducido frente a la membrana plasmatica. 4) Salida activa dentro
del apoplasto. 5) Quelacién en citosol por varios ligandos. 6) Reparacién y proteccion
de la membrana plasmatica bajo condiciones de tension. 7) Transporte del complejo

PC-Cd dentro de la vacuola (Hall, 2002).

El transporte de los metales pesados al interior de las plantas y después al interior de
la célula. La raiz constituye el tejido de entrada principal de los metales, los cuales
llegan por difusion en el medio, mediante flujo masivo o por intercambio cationico. La
pared de la raiz posee cargas negativas, debido a la presencia de grupos carboxilos,
gue interactdan con las cargas positivas de los metales pesados, creando un equilibrio
dinamico que facilita la entrada hacia el interior celular, ya sea por via apoplastica o

simplastica

10
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Una vez dentro de la planta, las especies metalicas son secuestradas o acomplejadas
mediante la unién a ligamentos especificos dentro de la vacuola. Donde se van a
almacenar los iones metdlicos. Estos iones metalicos son transportados de manera
activa al interior del tonoplasto como iones libres 0 como complejos quelantes metal-
moléculas. Entre los quelantes producidos por las plantas se encuentran los acidos
organicos (acidos citricos, oxalico y malico), algunos aminoacidos (histidina y cisteina)
y dos clases de péptidos: glutation y fitoquelatinas. Las fitoquelatinas involucran la
desintoxicacién, proceso por el cual, el complejo ligando-metal queda retenido en la
vacuola (Navarro et al., 2007).

Esta documentado, que la vacuola constituye uno de los principales mecanismos de
desintoxicacién celular. Debido a que en el interior de este organelo se lleva a cabo la
compartamentalizacion de los metales. Lo que permite reducir la concentracion y los
efectos toxicos de los mismos (Hall, 2002). Por otra parte, el metabolismo del azufre
ha sido reportado como uno de mecanismos mas importantes en la desintoxicacion de

metales pesados (Estrella, 2008; Jozefczak et al., 2012).

1.2.6 TRANSPORTE DE LOS METALES PESADOS

El dafio por metales pesados, las plantas han desarrollado diversos mecanismos para
frenar la toxicidad de los metales pesados entre los que se incluyen la retencion en la
membrana plasmatica, el bloqueo de la entrada y el transporte, la sintesis de glutation,
fitoquelatinas, la expresion de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo como las
proteinas de choque térmico (HSP), proteinas de embriogénesis tarida (LEA). Entre
muchas otras proteinas involucradas en diferentes mecanismos para contrarestar los
efectos dafinos de ROS (Gill y Tuteja, 2010).

Las plantas han desarrollado mecanismos para obtener metales esenciales del suelo,
agua, asi como para prevenir la entrada de estos elementos toxicos (metales
pesados). Por eso, tienen vastas familias de transportadores relacionados con la toma
y expulsibn de metales y su transporte hacia organélos especificos. Entre estas
familias de transportadores se encuentran distintos tipos “heavy-metal-transporting P-
type ATPase” (HMAs), “cation diffusion facilitator” (CDF), “natural resistance
associated macrophage protein” (NRAMP), “iron regulated transporter-like protein”
(ZIP) y “plant-specific Yellow Stripel-Like family” (YSL) (Colangelo y Guerinot, 2006).

11
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Dependiendo del metal y de su estado de oxidacion, los metales pesados son
transportados por algunos de estos tipos de familias de transportadores. Mientras que
los metales esenciales hacen uso de estos canales, para los metales pesados
considerados toxicos no existen canales especificos de entrada por lo que,
aprovechan la existencia de los transportadores para lograr entrar en la célula,
desplazandose en muchas ocasiones a metales u otros compuestos esenciales
(Figura 1. 2).
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Figura 1.2. Esquema de los sistemas de transporte de metales (Zn, Cd, Ni, As, Se)
relacionados con la entrada en la célula, la translocacion a otras partes de la planta y
la llegada a vacuolas (Monferran y Underlin, 2013 con algunas modificaciones).
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Como pudiera ser el caso de Cd?* o Ni?* que logran ingresar en la celula por medio de
la familia de los transportadores ZIP (Guerinot, 2000). Estas familias de
transportadores (ZIP), también actdan en la translocacion de metales a otros lugares
de la planta. Donde pueden ser transportados (metales pesados) unidos a otras
moléculas como la nicotinamida (NA), aminoacidos como la histidina (his), sales citrato
(cit), y acetato (ace) y compuestos con grupos tioles como el glutation. Por ejemplo, el
Cu?* puede ser transportado por proteinas de la familia de HMAs, pero también puede
ir unido a NA, el Zn?* por transportadores ZIP y citrato, el Fe? y Ni** por
transportadores ZIP y NA, el Pb por acetato y el As unido a grupos tioles y el Ni a his
(Monferran y Wunderlin, 2013).

Uno de los principales mecanismos que utilizan las plantas para bloquear la entrada
de los metales pesados de acuerdo a lo publicado por Perez, (2015) es la precipitacion
o acomplejamiento del metal en la raiz, cambiando el pH de la rizosfera o exudando
aniones como el fosfato. Otras opciones es el acomplejamiento con la pared celular-
membrana plasmatica o translocandolos a otros organulos de almacenamiento como
son las vacuolas. Esto ademas de que las plantas pueden bloguear la transcripcion de
transportadores para evitar la entrada del metal a la célula. Esto ademas de otras de
las estrategias que presentan las plantas es el almacenamiento en el compartimento
vacuolar, impidiendo que el metal se encuentre disponible para reaccionar con los

compuestos celulares, disminuyendo el grado de toxicidad.

1.2.6.1 QUELACION DE METALES PESADOS

La quelacion de metales pesados, es la transformaciéon de especies quimicas
altamente toxicas a especies menos téxicas donde, las cuales pueden ser asimiladas y
metabolizadas por las plantas. Una vez dentro del organismo, las especies metdlicas
experimentan una biotransformacion al ser acomplejadas o “secuestradas” por un
ligante existente o sintetizado. Esta estrategia, conocida como quelacion, es uno de

los mecanismos de destoxificacion recurrentes en las plantas (Navarro et al., 2007).

La quelacion describe la formacion de un complejo entre el metal y el ligando, en
donde este ultimo, en este caso la molécula orgénica, tiene varios sitios de union que
le permiten sujetar fuertemente un atomo central Unico (el metal), formando un

complejo muy estable que puede ser transferido y acumulado en las vacuolas de la

13



Capitulo |

planta. De tal manera, que el metal se encuentra secuestrado y no esta disponible

para ejercer su toxicidad (Patra et al., 2004).

En general, los mecanismos de tolerancia son diferentes entre las distintas especies
de plantas y estaran determinados por el tipo de metal. Siendo la quelacién de metales
pesados por ligandos un mecanismo muy importante de la detoxificacion y tolerancia a
los metales pesados. Donde los ligandos potenciales pudieran ser aminoacidos,
acidos organicos (AO) y dos clases de péptidos, que pudieran ser las fitoquelatinas
(FCs) y el glutation (GSH) (Hall, 2002).

El glutation (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina; GSH) estd generalmente presente en
concentraciones elevadas en la mayoria de las células vivas, siendo el principal
reservorio de la reduccién no proteico de azufre, el GSH esta presente en todos los
organismos que participan en varios procesos metabolicos. En el caso de las plantas,
cuando ellas se encuentran en un estrés ambiental, la sintesis de GSH les sirve para
responden al estrés mediante la regulacion de las vias metabdlicas, para contrarrestar
diversos dafios celulares, regulacion intracelular del estado redox, inactivacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), regulacion en el ciclo de ascorbato glutation que

elimina los peréxidos (Rouhier et al., 2008).

El transporte de aminoacidos, desintoxicacion matabolica de xenobidticos, herbicidas y
desintoxicacion de metales pesados, que este Ultimo ha sido muy estudiado, (May et
al., 1998; Estrella et al., 2012). El glutation también juega un papel critico en
resistencia de la planta de la que forma parte de un mecanismo de desintoxicacion a
nivel celular (Hall, 2002).

La sintesis de este tripeptido quimicamente se produce en dos etapas dependientes
de ATP (Figura 1.3 A). En la primera reaccion, el glutamato-cisteina ligasa (GCL,
también conocida como sintetasa y glutamilcisteina: CE 6.3.2.2) cataliza la formacién
de y-glutamilcisteina a partir de cisteina y glutamato en el segundo paso, glutation
sintetasa (GS: EC 6.3.2.3), cataliza la adicion de glicina a gamma-glutamilcisteina para
producir glutation como sintetizada, la forma reducida de glutatién, proporciona un
sustrato, para multiples reacciones celulares que producen glutation oxidado, es decir,
dos moléculas de glutatién unidos por un enlace disulfuro, reductasa dehidroascorbato

consume glutation reducido para producir ascorbato, que luego se utiliza para la
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desintoxicacion de peroxido de hidrogeno (Figura 1.3 B). (Mendez et al., 2010). El
equilibrio entre la forma reducida y oxidadas de glutation es un componente central en

el mantenimiento del estado celular redox (Meister, 1995).
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Figura 1.3. Sintesis de glutation (A, B) y fitoquelatinas (B) (Mendez et al., 2010)

De acuerdo a lo descrito por Cobbett y Goldsbrough, (2002) las fitoquelatinas (PCs)
son una familia de péptidos ricos en cisteina con repeticiones del monémero (y-
GluCys)n-Gly donde n puede ser un nimero entre 2 y 11, siendo lo mas comun de 2 a
5. Las PCs son sintetizadas a partir del glutation reducido (GSH) por la enzima PC

sintetasa. Donde su sintesis (PCs) esté inducida por los metales pesados

La primera demostracion del papel de las fitoquelatinas en la desintoxificacion de los
metales pesados, fue tras la caracterizacion de mutantes en plantas de Arabidopsis
thaliana y S. pombe en una PC sintetasa, resultando més sensibles a diversos metales

pesados. Ademas del papel de desintoxicacion de los metales pesados, se han
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buscado otras funciones para las fitoquelatinas relacionandolas con la homeostasis de
metales y con el metabolismo del azufre, aunque no se han encontrado evidencias
directas de esto (Perez, 2015).

1.2.7 TAXONOMIA Y CICLO DE VIDA DE Salvinia minima

El helecho acuatico Salvinia minima Baker presenta una amplia distribucién en las
zonas tropicales y subtropicales con una amplia distribucion desde Florida, Georgia,
Luisiana, Estados Unidos de Norteamérica, México. las Antillas, hasta América
Central. Se encuentra clasificada como perteneciente a la Clase: Filicopsida, Orden:
Hidropteridales, Familia: Salviniaceae, Genero: Salvinia, Especie: minima, por el
Institute Natural Resources Conservation Service. Donde se reconocen 11 especies
que pertenecen al género, existiendo dos especies reportadas para la Provincia Bidtica
de la Peninsula de Yucatan: Salvinia auriculata Aubl. y Salvinia minima Baker (Figura
1.4), (Crow, 2002).

Entre las caracteristicas comunes de estas especies, destacan sus hojas flotantes con
longitudes que van de 0.4 a 2.0 cm. Las hojas tienen formas orbiculares, redondeadas
a elipticas, cubiertas por tricomas de 2-3 mm de largo, presentes en la parte superior
con grupos de cuatro, donde los apices de los tricomas se encuentran libres, no
presentan raices verdaderas, ya que han sido descritas como raices sumergidas. Sin
embargo, a partir de ahora le llamaremos raices, las cuales presentan longitudes que
van desde 1 a 4 cm de largo produciendo en cada nudo, dos hojas flotantes y la
tercera hoja sumergida que esta disectada en filamentos. Una de las caracteristicas
mas importantes de esta planta es que tiene un tiempo de reproduccién muy corto. En

otras palabras, se reproducen con facilidad. (Bates y Brown, 1981).

Las salvindceas son plantas vasculares con un ciclo de vida haplodiplonte. Donde la
alternancia de generaciones es bien definida, con esporofitos y gametofitos
multicelulares e independientes, con esporas como unidad de dispersiéon en forma de
espiral a lo largo del eje principal de los filamentos sumergidos como se puede
observar en la figura (Figura. 1.4). Normalmente habita en aguas estancadas poco
profundas de pantanos, lagos y lagunas, zanjas, corrientes de flujo lento, etc. Prefieren

aguas ricas en nutrientes donde pueden llegar a tener tasas muy altas de crecimiento.
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Salvima rotundifolia (minima)

illustranion provided by:
TFAS, Center for Aquatic Plants
University of Florida, Gainesville, 1990

Figura. 1.4. Aspectos morfolégicos de Salvinia minima. A). Se puede apreciar un
esquema de la planta completa con raices y hojas. B). Se aprecia un acercamiento de
la disposicion de tricomas que caracterizan a S. minima de otras especies del género
de las salvinias. C). Se aprecian varias unidades de hojas de S. minima con
disposicion de los tricomas. Fuente: University of Florida/IFAS Center for Aquatic and

Invasive Plants, used with permission; Inset photos: S.L. Winterton.
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1.2.8 Salvinia minima COMO PLANTA HIPER-ACUMULADORA

Los métodos fisico-quimicos para la eliminacion de metales pesados de los cuerpos
de agua, entre los cuales se encuentran: precipitacion, intercambio i6nico y ésmosis
inversa. Sin embargo, la mayoria de éstos son pocos rentables o resultan muy
costosos en términos energéticos y/o de consumo de productos quimicos (Brierley et
al., 1986; Romero et al., 2009).

Por tal motivo las macrofitas acuaticas, han sido seleccionadas para realizar estudios
toxicoldgicos, ecoldgicos y de tratamiento de efluentes conteniendo metales pesados,
dada su amplia distribuciébn geogréfica, su alta productividad y su tolerancia a
ambientes extremos, ademas de que puede crecer en ambientes diversos en un
amplio intervalo de temperatura (entre 3 °C y 43 °C (Whiteman y Room, 1991). El lirio
acuatico (Eicchornia crassipes) y las lemnaceas han sido las mas estudiadas en la

eliminacion de metales pesados (Olguin et al., 1994).

Mas recientemente, el género Salvinia ha sido investigado desde diversos aspectos. A
continuacién, se resumen los trabajos mas relevantes. Outridge et al., (1991),
demostraron la capacidad de S. minima al tolerar cadmio (Cd?*). Gardner y Al-
Hamdani, (1997), fueron los primeros en realizar estudios con plantas del genero
Salvinia, donde estudiaron los efectos fisioldégicos provocados por aluminio (Al**) en la
planta, donde demostraron que aun en concentraciones elevadas de este metal

pesado (20 mg L) S. minima fue capaz de tolerar la alta toxicidad por Aluminio.

A partir de estos trabajos iniciales investigadores en todo el mundo pusieron un mayor
interés en la capacidad de tolerancia a metales toxicos. Como lo reportado por Brent et
al., (2000), mencionan que al evaluar la capacidad de S. minima para acumular cromo
(Cr®"). La acumulaciéon de Cr®* reduce significativamente el crecimiento de Salvinia y la
captura de CO.. De igual manera los niveles de las clorofilas (a 'y b) y la concentracién
de carotenoides se vieron disminuidos. Mientras que, los azUcares solubles, almidon y
carbohidratos totales no estructurales, fueron representativamente altos. Estos efectos
fisioldégicos fueron observados durante la segunda semana de exposicion a cromo,

concluyendo que Salvinia posee una alta tolerancia a Cr®* (Brent et al., 2000).
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En un estudio comparativo realizado por Oliveira et al., (2001), en las especies
Eichhornia crassipes (Jacinto de agua), y Salvinia minima se examiné la capacidad de
absorcion y acumulacién de cadmio (Cd?*). Encontraron que la velocidad de
acumulacién y absorcion de Cd?* fueron mayores para S. minima, mientras para
ambas especies el indice de biomasa disminuyd relativamente hasta en un 25%

debido a la sensibilidad del metal.

Olguin et al., (2002), evaluaron la capacidad de S. minima para capturar y remover
metales, tales como: cadmio, plomo y cromo (Cd?*, Pb?" y Cr®) de soluciones
acuosas, bajo condiciones controladas (pH=7 a 30°C). Bajo estas condiciones
encontraron que la concentracion del Cd?* en el tejido de la planta completa era de
10.93 g.kg?, con un factor de bioconcentraciéon (BCF), de 2.718. Ademas, reportd que
la acumulacion de Pb?* bajo las mismas condiciones fue de 9.78 gkg™ y su BCF de
3.304. Por otra parte, la capacidad de remocién de S. minima para el Cd?*y Pb?* fue
de 82.59 % y 97.44 % respectivamente. Sin embargo, el porcentaje de remocion de

Cr%" no fue determinado.

También ha sido demostrado que S. minima tiene el potencial para remediar cobre
(Cu?*) en concentraciones 100 veces mas de la encontrada actualmente en ambientes
de agua fresca (Al-Hamdani y Blair, 2004). Hoffmann et al., (2004), analizaron el
comportamiento de S. minima ante la exposicién a arsénico y plomo (As®* y Pb?"). En
este estudio se reportdé nuevamente que S. minima tiene la capacidad para remover y
acumular Pb?" en sus tejidos, no obstante, la acumulacién de arsénico en Salvinia se

vio limitada.

Estrella et al., (2009), demostraron la relacion entre la capacidad de Salvinia cultivada
en un medio con Pb (NOs3).y la produccion de fitoquelatinas, una proteina relacionada

en la detoxificacion de metales como Pb?" en S. minima.

Prado et al., (2010), evaluaron el efecto del cromo en el crecimiento de S. minima, asi
Ccomo su respiracion y su metabolismo de carbono. Estrella et al., (2012), evaluaron los
cambios en la expresion de la PC sintetasa y el contenido del glutatién en respuesta al
plomo en Salvinia minima. Castro et al., (2014), evaluaron la sintesis de nano-

particulas de plomo en plantas de S. minima. Prado et al., (2015), evaluaron el efecto
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del cromo en la peroxidacion de lipidos, fuga de electrolitos, fotosintesis y

carbohidratos.

A pesar del niumero de monografias y resefias sobre la absorcién de los metales
pesados, en S. minima, durante los dltimos afios quedan muchas dudas en la
translocacion del metal en los tejidos de la especie. Asi como también determinar sus

respuestas fisioldgicas ante la exposicién a metales pesados, en este caso niquel.

1.3 JUSTIFICACION

Debido a su gran demanda (en constante aumento) en las industrias metallrgicas, el
niquel ha sido catalogado entre uno de los cinco metales pesados con mayor indice de
contaminacién, sobre todo en los paises desarrollados; por consiguiente, la
contaminacién por su causa esta en aumento (Khodadoust et al., 2004). Ya que la
produccién mundial de Ni alcanz6 1,76 millones de toneladas y su demanda se duplic
en la Ultima década. En la industria, el Ni se utiliza principalmente para la produccion
de acero inoxidable, aleaciones de hierro y galvanoplastia (Pawet y Tadeusz 2015).

El niquel, llega a los cuerpos de agua a través de un proceso de lixiviacion, donde
puede llegar a ser una amenaza para la salud humana, siendo que no es un metal
biodegradable y por consiguiente tiende a acumularse, pudiendo llegar a ser una
amenaza para la salud humana, ya que puede incorporarse de manera directa por el
consumo de aguas contaminadas o de manera indirecta por medio de la cadena

trofica.

Existen tecnologias convencionales para la remocién de estos contaminantes, pero
son altamente costosas e ineficientes por el uso de quelantes (Bhagava et al., 2012).
Por tal motivo las plantas acuéticas han sido propuestas para complementar los
tratamientos de depuracién de aguas contaminadas, ya que se ha demostrado en
diversos estudios que es una tecnologia muy prometedora ademas de ser bastante
accesible, ya que no se requieren de otros agentes para llevarse a cabo (Sal et
al.,1998; Yu y Gu, 2007).

Sin embargo, es necesario generar conocimientos acerca de los efectos fisioldgicos en

las plantas para entender los mecanismos béasicos participantes en la bioacumulacion

de metales pesados, como son el dafio morfoldgico y fisiolégico. Nuestro trabajo de

20


http://link.springer.com/article/10.1007/s11356-012-1054-2/fulltext.html#CR20

Capitulo |

investigacion fue evaluar diversas respuestas fisioldgicas, al igual que la capacidad de

absorcion de niquel en S. minima.

1.4 HIPOTESIS

A partir de ciertas cantidades de Ni en los tejidos, S. minima presenta afectaciones a
nivel de crecimiento, fisioldgico y bioquimico, de forma similar a lo que ocurre en otras
plantas.

Las plantas de S. minima poseen mecanismos de tolerancia, como es el caso de la

produccion de glutation, y proteinas totales que podria permitir ser un mecanismo en

respuesta al niquel.

1.5 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la capacidad de absorcion de niquel en hojas y raices de S. minima, asi como

determinar su posible efecto morfolégico, de crecimiento, fisioldgico y bioquimico.

1.5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Cuantificar el contenido de Ni en plantas de S. minima a una concentracién de 40 uM

de Ni a diferentes tiempos de exposicion.

Evaluar el efecto de la acumulacion de Ni en la respuesta morfologica, de crecimiento,

fisiol6gico y bioquimico de S. minima.

Evaluar el contenido de proteinas totales en respuesta a niquel como posible

mecanismo de desintoxicacioén de S. minima.

Evaluar el contenido de glutation (GSH), en respuesta a niquel como un posible

mecanismo de desintoxicacion o tolerancia en S. minima.
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1.6.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El presente trabajo de tesis se divide en tres etapas. Se inicié con el cultivo de las

plantas de S. minima bajo las mismas condiciones para uniformizar nuestros

resultados, seguida de los tratamientos experimentales que se emplearon para el

andlisis de cada uno de los parametros empleados. Para los andlisis fisiologicos y de

cuantificacion de glutation y proteinas totales, se realizaron a diferentes tiempos de

incubacién con el metal a una concentracion de 40 uM de niquel, considerando esta

concentracion de Ni>* como una concentracion de dosis letal media, en comparacion

con las otras concentraciones de Ni a las que las plantas fueron expuestas, el tipo de

estudio que se empled en este trabajo de investigacion fue experimental (Figura 1.5).
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Figura. 1.5. Metodologia general de la tesis. Tratamientos experimentales, respuestas

fisiologicas y sintesis de glutation en S. minima.
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CAPITULO Il

EFECTO DEL NIQUEL EN LA FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA DE Salvinia
minima.

2.1 INTRODUCCION

La contaminacion de metales pesados en los suelos y las masas de agua se ha
convertido en un problema creciente. Estudios anteriores han reportado diferentes
estrategias para disminuir la toxicidad de los metales pesados, como es el uso de
material biolégico como una estrategia de depuracion de suelos y aguas

contaminadas.

Una alternativa para remediar cuerpos de agua y suelos contaminados con metales
pesados es el uso de plantas. Las especies con potencial de fitorremediacién son
conocidas como hiperacumuladores de metales pesados. Un numero limitado de
especies vegetales, llamadas hiperacumuladoras, acumulan metales pesados en sus
tejidos a concentraciones extremadamente altas, que serian gravemente toxicas para
otras especies. En comparacion con las especies no acumuladores de metales
pesados (Baker y Brooks, 1989). Las plantas hiperacumuladoras muestran altas tasas
de absorcién de metal pesados, tolerancia al metal y transporte de los metales desde

las raices hasta los brotes (Hall, 2002; Sufie et al., 2007).

Se han realizado diferentes estudios en plantas hiperacumuladoras, centrando su
interés en su capacidad para acumular metales pesados, pero se ha prestado menos
atencion a los efectos fisiol6gicos, de crecimiento y bioquimicos que las plantas

podrian sufrir tras la acumulacién de los iones metalicos.

Salvinia minima es un helecho acuatico hiperacumulador de metales pesados capaz
de restaurar sitios contaminados (Olguin et al.,, 2007). Exhibe una alta tasa de
crecimiento y una produccion elevada de biomasa y se elimina faciimente de las
superficies del cuerpo de agua (Estrella et al., 2009). S. minima elimina el 90% de Pb a
tan solo 24 horas de exposicion (Olguin et al 2002) ademas de remover otros metales
pesados como Cd, Zn y Cr (Sinhei y Bianchini, 2015; Prado et al., 2015)
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Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de altas
concentraciones de niquel (40 uM) en las tasas fotosintéticas (Pn), fluorescencia de
clorofila (CF), potenciales (), el contenido de prolina, asi como el contenido de GSH en
hojas y raices de S. minima Para determinar si existe una relacién entre la capacidad
de S. minima para acumular Ni y la capacidad de Ni para debilitar la vitalidad

fisiologica de la planta.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 MATERIAL VEGETAL

El presente trabajo de investigaciébn y de experimentacién, se llevé a cabo en la
Unidad de Biotecnologia, del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY),
(20° 967" N, 89° 617" W). Especificamente en el laboratorio de Fisiologia Vegetal
Molecular. Donde el objetivo a cumplir fue analizar la fisiologia, la relacién del glutatién
en respuesta al niquel y la capacidad de absorcion del metal en las plantas de S.
minima. Baker, ecotipo Yucatan que fueron colectadas en el Jardin Botanico Regional
del CICY. Las plantas de S. minima fueron crecidas en una solucion nutritiva
modificada de Hoagland y Arnon (1950), al 50% de su fuerza ionica, con un pH de 5.5.
Las plantas fueron colocadas en un cuarto de cultivo con luz artificial a una intensidad
de 100 Omol PPFD m2-s y a una temperatura controlada de 25 + 2 °C, con humedad
relativa 70 £ 5%, con un fotoperiodo 12/12 horas (luz/oscuridad). Las plantas fueron
lavadas con abundante agua destilada para quitar las algas, y suciedad que pudiera
tener, para tenerlas lo mas limpias posible y evitar que nuestros resultados se vieran

alterados por material contaminante.

2.3 TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES

Las cajas magentas para cultivo in vitro, contenian a la planta de S. minima y fueron
expuestas a niquel a una concentracion de 40 yM a diferentes tiempos de exposicion
que fueron: 0, 0.5, 3, 12, 24, 48, 72, 96 y 144 horas. Las plantas se colocaron en cajas
magentas con una dimension de 65 x 65 x 100 cm (magenta, SIGMA), cada magenta
fue adicionada con 200 mL de agua destilada, con la concentracion de Ni establecida.
Se colocaron 10 pares de hojas de las plantas de S. minima, este inoculo presento

peso fresco de aproximado de 20 g. Los experimentos se realizaron en forma
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temporal. Cabe mencionar que para cada tratamiento se realizaron tres réplicas (tres

magentas). Las plantas control de S. minima solo se mantuvieron en agua destilada.

Estas condiciones experimentales fueron las establecidas para las siguientes

determinaciones en S. minima.

o Efecto de toxicidad, en la morfologia de las plantas de S. minima ante una
exposicion de una solucién de niquel de 40 uM durante diferentes tiempos

de exposicion.

e Efecto de niquel en el crecimiento de las plantas de S. minima expuesta a
diferentes tiempos de exposicion.

o Efecto del niquel en el la fisiologia y alteraciones bioquimicas de las plantas

de S. minima expuesta a 40 uM de Ni a diferentes tiempos de exposicion.

o Efecto del niquel en la capacidad fotosintética de las plantas de S. minima

expuesta a 40 uM de Ni a diferentes tiempos de exposicion.

e Determinar de la fuga de electrolitos en plantas de S. minima al ser
expuesta al Ni durante diferentes tiempaos de exposicion.
e Determinar el contenido de malondialdehido (MDA) en plantas de S. minima

al ser expuesta al Ni a diferentes tiempos de exposicion.

e Determinar el contenido de prolina en plantas de S. minima al ser expuesta

al Ni a diferentes tiempos de exposicion.

e Determinacion de potencial hidrico y osmatico en plantas de S. minima al

ser expuesta al Ni durante diferentes tiempos de exposicion.

e Determinar el contenido de GSH y proteinas totales en plantas de S.

minima al ser expuesta al Ni a diferentes tiempos de exposicion.
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2.4 CUANTIFICACION DE NIQUEL EN HOJAS Y RAICES DE S. minima

Para la determinacién de niquel acumulado por las plantas de S. minima después de
ser expuestas a diferentes tiempos de exposicion, las plantas fueron lavadas con 10
mM EDTA, seguido de un enjuague con agua desionizada, para eliminar los elementos
metalicos, en su caso, de la superficie de la planta. A continuacion, hojas y raices,
fueron separadas para su posterior estudio. Las muestras fueron congeladas en
nitrégeno liquido y mantenidas en un ultra congelador de -80°C para su posterior

liofilizacion y determinaciones, segun el tipo de estudio.

La metodologia que se empleo para la digestion de las muestras fue la reportada por
Hoffmann et al., (2004). 20 mg de material liofilizado para ambos tejidos (hojas y
raices) de S. minima, fueron colocados en tubos eppendorf de 2 mL y digeridos con
200 puL HNO; (Sigma) al 69.9%, durante 3 horas a 80°C en bafio maria. La biomasa
completamente digerida fue aforada a 2 mL con agua des-ionizada, y fueron agitadas
con un vortex (Thermolyne) durante 5 minutos, posteriormente las muestras fueron
centrifugadas a 13,000 rpm durante 15 minutos. Por Ultimo, el sobrenadante fue

transferido a tubos nuevos y almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis.

La cuantificacion de la concentracion de niquel, se realiz6 en un espectrofotometro de
plasma ICP-OES modelo 400, Perkin-Elmer. Las muestras se leyeron a una longitud
de onda de 221.647 nm. Usando HNOs al 1% como blanco y para la calibraciéon del
espectrofotdbmetro se emplearon estandares utilizando las siguientes concentraciones:
0.5, 2.0, 5.0, 20.0 y 50.0 ppm de niquel partiendo de una solucion concentrada de 100
ppm. La determinacion se realiz6 por triplicado para cada tiempo de exposicién. La

concentracion del metal detectada se expresé en mg.g* de peso seco.

2.5 ANALISIS MORFOLOGICO DE S. minima ANTE LA EXPOSICION A Ni

Para mostrar el efecto de toxicidad por niquel, y los cambios en la apariencia de las
plantas de S. minima, se procedi6 a realizar la evaluacién fotogréfica de las plantas en
funcion del tiempo de exposicion. El efecto se evalu6 tanto en hojas como en raices a
los diferentes tiempos de incubacion, el dafio toxicolégico fue evidenciado a través de
una imagen digital (Sony, Mod. No. MVC-FD75, Sony Corporation, Jap6n, 2000). Al

cumplir el tiempo de exposicion se procedio a la toma fotogréfica, esto con el fin de
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documentar cambios de apariencia, como pudiera ser clorosis 0 en su caso necrosis

ante la exposicién al niquel en plantas de S. minima.

2.6 DETERMINACION DE CRECIMIENTO EN BIOMASA DE S. minima

Los cambios en el crecimiento de S. minina en respuesta a niquel se determinaron con
longitud de las raices, peso fresco y peso seco en hojas y raices de las plantas de
Salvinia. Estas variables se cuantificaron a las 144 horas después de la exposicion al
metal de las plantas de S. minima. Los resultados de los tratamientos con niquel,
fueron comparados con las plantas control. La longitud de las raices se realiz6 con la
ayuda de una hoja milimétrica y una regla. Los resultados presentados para la longitud

de la raiz corresponden al promedio de 4 réplicas en cada tratamiento probado.

Para la acumulacién de biomasa en respuesta al niguel, se evalu6 utilizando la
siguiente metodologia: el material vegetal se recolecto después de 6 dias (144 horas),
de exposicion al niquel, las hojas y las raices (3 unidades por cada magenta), fueron
tomadas al azar, posterior a esto, se dejaron reposar en papel absorbente por un lapso
de 15 minutos, con el fin de escurrir el exceso de agua de los tejidos, para proceder a
registrar el peso fresco de los tejidos (hoja y raiz). Posteriormente las muestras fueron
colocadas en un ultra congelador a -80°C, y fueron liofilizadas (LABCONCO U.S)),
para la determinacion del peso seco de las muestras. Los pesos de las muestras se
registraron en una balanza analitica (SARTORIUS S.A). Los resultados presentados
para cada tratamiento de peso corresponden al promedio de 3 repeticiones por

tratamiento.

2.7 DETERMINACION DE FOTOSINTESIS EN S. minima

La tasa de fotosintesis se determin6 con un sistema fotosintético portatil LI-COR, (LI-
6400 Inc. Lincoln, NE. E.E.U.U), utilizando tres muestras (una unidad por magenta)
para cada tratamiento (cada unidad con seis hojas). Las lecturas de fotosintesis fueron
determinadas a partir de 60 segundos de haberse encerrado la camara de fotosintesis
con la hoja, la intensidad de la luz se mantuvo en 120 umol PPFD m=2 s, La medicién
se realiz6 en las plantas control y en las plantas expuestas al metal a todos los

tiempos de exposicidn. Los resultados fueron graficados en Sigma Plot V. 10.0.1.
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2.8 DETERMINACION DE FLUORESCENCIA DE CLOROFILA

La fluorescencia de clorofila fue medida usando un fluorometro portétil (FMS2,
Hansatech, King’s Lynn, Norfolk, UK). Donde la especie fue expuesta a una
concentracion de 40 uM de niquel a diferentes tiempos de exposicion. Usando tres
muestras para cada tratamiento (cada una con 6 hojas). Antes de la medicién, las
hojas de S. minima fueron adaptadas a la oscuridad por 20 minutos, cada disco de
hoja se expuso a un pulso de luz saturante de alta intensidad de luz (2500 pmol.m2.s-
1), durante dos segundos y el cociente de la fluorescencia variable y fluorescencia

maxima (Fv/Fm), se determinaron. Se realizaron tres repeticiones por determinacion.

2.9 DETERMINACION DEL RENDIMIENTO CUANTICO DEL PS Il EN
PLANTAS DE S. minima ANTE LA EXPOSICION AL NiQUEL.

Las mediciones se realizaron utilizando un fluorémetro de clorofila (PEA portatil
(eficiencia de la planta Analyzer, Hansatech, Norfolk, Reino Unido). Se realizaron tres
repeticiones por determinacién. El &rea sobre la curva de fluorescencia entre FO y Fm
también fue registrada y el tamafio relativo de las pozas de plastoquinona (PQ), se
estimo a partir de la relacion de esta area al valor de Fm - FO.

2.10 DETERMINACION DE LAS RELACIONES HIDRICAS EN PLANTAS DE
S. minima ANTE LA EXPOSICION AL Ni.

El estado hidrico de las plantas control y de las plantas tratadas con niquel se
determin6 mediante la medicién del potencial hidrico foliar (Ww), y el potencial
osmatico (Wn), en plantas de S. minima. Para cada planta, se tom6 una muestra de la
hoja. Cinco plantas por tratamiento se midieron con un termopar psicrometro (-52;
Wescor, Logan, Utah, EE.UU.). Después, la misma hoja, se puso a congelacion en N2

liquido por 2 minutos con el fin de dafiar la membrana celular. Después de la
descongelacion, la hoja se utilizé para medir Wr. Se utilizé un tiempo de equilibrado de

4 h para determinar Ww y de 0.5 horas para determinar el Wr.
2.11 PEROXIDACION LIPIDICA

El contenido de MDA se determiné mediante la reaccién del acido tiobarbittrico (TBA).
La peroxidacion lipidica se determin6 de acuerdo a la metodologia propuesta por

Hodges et al., (1999). Con previas modificaciones. 0.12 g de muestra para ambos
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tejidos (hoja y raiz), fueron maceradas con 2 mL de TCA al 0.1%, el macerado fue
centrifugado a 12,000 x g durante 30 minutos, posteriormente se tomaron 0.4 mL del
sobrenadante, el sobrenadante se mezclé con 0.8 mL de solucién de TBA al 0.5% en
TCA al 20%. La mezcla fue calentada a 95 °C durante 30 minutos, y posteriormente
fueron enfriadas rdpidamente en un bafio de hielo por un lapso de 5 minutos, las
muestras fueron transferidas a nuevos tubos eppendorf de 2 mL para su posterior
lectura. La absorbancia de las muestras se realizé en espectrofotometro (DU-650,
Beckman Coulter, USA), a una longitud de onda de 532 y 600 nm. La cantidad del
reactivo de 4&cido tiobarbitdrico (TBARS), formado se determind utilizando el
coeficiente de extincion molar de 155 mM=2cm?, y se expresé como nmol g de peso
seco, los resultados de peroxidacion lipidica de membrana fueron resultado de tres

repeticiones por determinacion.

2.12 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROLINA

El contenido de prolina se determind segun el método descrita por Bates et al., (1973).
El material vegetal fue homogenizado con 5 mL de acido sulfosalicilico al 3% (v/v), y
fue centrifugado a 12,000 x g durante 30 minutos, 1.0 mL del sobrenadante se puso a
reaccionar con un 1 mL de la mezcla de ninhidrina, y 1mL de &cido acético glacial. Los
tubos fueron cubiertos con papel aluminio, los cuales fueron agitados vigorosamente, y
fueron incubados en un bafio maria durante una hora a ebulliciéon, cuidando de que el
nivel del agua permanezca por encima del nivel de la muestra. Una vez concluida la
incubacién los tubos fueron enfriados bruscamente. Posterior a esto se agregé 2 mL
de tolueno, las muestras fueron agitadas en un vortex hasta adquirir una apariencia
lechosa, dejandolas reposar hasta que se observen dos fases. La prolina se encuentra
en la fase orgénica (superior), la cual fue extraida, para determinar su absorbancia a
520 nm en el espectrofotometro (DU-650, Beckman Coulter, USA). Para referir los
resultados de absorbancia a unidades de peso o concentracién se construyé una
curva estandar, utilizando para ello un concentrado de prolina de 0.4 uM, a partir de
esta solucion concentrada se realizaron soluciones de diferente grado de

concentracion que fueron de 0.025 a 0.4 pM.

Para poder procesar los datos se utilizar la siguiente formula

(umol prolina)/mL x mL tolueno/115 pa/mL = umol prolina/g PS

gramos de muestra/5
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2.13 CUANTIFICACION DE GLUTATION (GSH)

La cuantificacion de glutation (GSH), se llevé a cabo mediante una modificacion del
método de Grill et al., (1991, modificado por Estrella, 2008). 50 mg de tejido liofilizado
(raices u hojas), fue molido en un mortero con nitrégeno liquido y se adiciono 1.5 mL
de buffer de extraccion Tris (Sigma) 100 mM pH 7.0, &cido ascérbico 100 mM (Sigma),
EDTA 1 mM, PMSF (Sigma) 1 mM, PVPP al 2%. Homogeneizé durante 1 min.
Ccentrifugar a 12 000 x g durante 10 min a 4 °C. 350 mL del sobrenadante se
derivatizo con 100 pL de HEPES 0.5 M pH 8.0, EGTA 0.5, pH 80 y 1 uL de
monobromobimano 100 mM (Fluka, St. Louis, MO, EE.UU.). Los tubos se incubaron a
30 °C durante 12 horas en la oscuridad. Finalmente, la reaccion se detuvo mediante la
adicion de 50 pL de acido tricloroacético al 30% y agitando los tubos durante 5
minutos. Las muestras se filtraron a través de filtros Millex de 0.45 um de didmetro de
poro (Millipore, Jaffrey, New Hampshire, EE.UU.). Se inyectaron (20 pL), en un
cromatografo liquidos de alta resolucién (HPLC Agilent 1,200, EE.UU.), equipado con

un detector de fluorescencia.

El glutation como cada uno de los estandares fueron separados en una columna de
fase inversa C18 (Phenomenex 6 nm, 5 mm, y 3.9 mm x 100 mm), las longitudes de
onda de excitacion y emision fueron de 340 y 420 nm respectivamente, utilizando
como solvente A: 1000 mL de metanol (sigma) al 10% y 2.5 mL de &cido acético
(sigma); y como solvente B: 1000 mL de metanol al 90% y 2.5 mL de &cido acético
(sigma), con un protocolo descrito en anexos |. Para la identificacién se realizaron
utilizando los siguientes estandares: L cisteina (Sigma, EE.UU.), la glicina (Sigma,
EE.UU.), el glutatién (Sigma, EE.UU.), y el glutamato (Sigma, EE.UU.), donde para
cada uno de estos estandares se realizaron curvas de calibracién, previos a su

deteccion.

2.14 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Con el fin de conocer el contenido de proteinas totales en los tejidos de S. minima ante
la exposicién al niquel se procedié a la cuantificacion de proteinas totales utilizando el
método de Bradford, (1976). Esta técnica se basa en las interacciones i6nicas e
hidrofébicas del colorante azul brillante de Coomassie con los aminoacidos de las

proteinas. Se construyé una curva de calibracion usando diluciones de una solucion
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inicial de 1 mg mL* de albumina de suero bovino (BSA, Sigma). Utilizando 50 mg de
tejido liofilizado (raices u hojas), para cada tratamiento previo. El material vegetal seco
(50 mg) se molié en un mortero y se adiciono 1.5 mL de un buffer de extraccion que
consiste en Tris (Sigma) 100 mM pH 7.0, &cido ascérbico 100 mM (Sigma), EDTA 1
mM, PMSF (Sigma) 1 mM, PVPP al 2%. Esta mezcla se homogeneiz6 durante 1 min.
Las muestras se centrifugaron a 12, 000 rpm durante 10 min a 4 °C. Posteriormente,
las proteinas del sobrenadante obtenido fueron cuantificadas. La absorbancia de las
muestras que contenia el total de las proteinas se midié a una longitud de onda de 595
nm en un espectrofotometro (DU-650, Beckman Coulter, USA). Los ensayos se
realizaron por triplicado y fueron expresados de acuerdo a los valores medios +

desviacién estandar y se expresaron como proteinas totales en mg. g* PS.

2.15 ANALISIS DE LOS DATOS

Los resultados obtenidos en las plantas control y en las plantas expuestas a
tratamientos de niquel se compararon usando un analisis unidireccional de varianza
(ANOVA) seguido por el post hoc utilizando el test de Duncan (p < 0.05). Los
resultados fueron graficados en donde cada media representa tres experimentos
independientes y cada barra representa la media + desviacién estandar (SD). El
disefio de muestreo aleatorio empleado fue el simple. Todos los analisis estadisticos
de los datos se realizaran con el programa Statgraphic plus 5.1 Software (Statistical
gréficos corp., EE.UU.). Los datos obtenidos en cada pardmetro evaluado, fueron

graficados con el software Sigma Plot V.11.0. (Jandel Corporation, Inc 1992-1994).
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2.16 RESULTADOS

2.16.1 EFECTO DEL Ni SOBRE LA MORFOLOGIA EN S. minima.

Para determinar el grado de toxicidad de S. minima, las plantas fueron retadas a una
concentracion de 40 pM de niquel a diferentes tiempos de exposicion, donde
observamos el grado de toxicidad para cada tejido de la planta, tanto hojas como
raices. En las plantas de S. minima pudimos apreciar que para el caso de las hojas,
empiezan a presentar una ligera clorosis ante la exposicion al niquel a las 96 horas de
exposicion, siendo méas consistente esta clorosis sobre el haz de la hoja a las 144
horas de exposicion al niquel, presentando una clorosis méas abundante sobre toda la
hoja de las plantas de S. minima, donde de acuerdo a los datos visuales pudimos
observar que las hojas existentes se vuelven ligeramente mas pequefias al maximo
tiempo de exposicién al niquel, esto en comparacion al de una planta sana (planta
control). Sin embargo, es importante recalcar que a periodos de incubacién menores a
las 96 horas las hojas no presentan sintomas de toxicidad alguna, ante la exposicién a
40 uM de niquel (Figura 2.1 A).

En la apariencia de las raices ante la exposicion al niquel podemos apreciar que el
efecto de toxicidad se observo a periodos mas cortos (72 horas) de lo observado en
las hojas, posiblemente esto se deba a que las raices se encuentran en contacto
directo en el medio con el metal. Los sintomas de clorosis en raices se observan a
partir de las 96 horas de incubacion al niquel, sin embargo, esta se hace mas evidente
a partir de las 144 horas de incubacion al niquel, donde se observé que las raices a
este tiempo de exposicidn al niquel se tornan en un color marrén mas oscuro, al igual
gue se vuelven quebradizas (Figura 2.1 B). Es importante enfatizar en la respuesta
gue presentan las plantas de S. minima, ya que a periodos largos de exposicion al
metal (hasta 96 horas), S. minima no presenta dafios visibles, como pudiera ser una

necrosis y por lo consiguiente muerte celular.
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La concentracion de niquel con la que se esta trabajando (40 uM de Ni), es mil veces
mas alta, de acuerdo a la Norma Permisible de la Secretaria de Salud Publica y

Asistencia Social, donde la concentracion de niquel admisible para aguas de consumo

humano, esta a una concentraciéon de 0.05 mg.L? (equivale a 0.00005 puM) (Sespas,
2006).

B
Control

40 puM

Figura 2.1. Apariencia de las plantas de S. minima; hojas (A) y raices (B) a una

concentracion de 40 uM de niquel a diferentes tiempos de incubacion, en comparacion
con plantas en condiciones control a los mismos dias de colecta que las plantas en

exposicion al metal.

2.16.2. CAPACIDAD DE Salvinia minima PARA ACUMULAR Ni EN SUS
TEJIDOS

Con el fin de caracterizar la toma de niquel del medio y la presencia de niquel en los
diferentes tejidos de las plantas de S. minima, se llevé a cabo la cuantificacién del
metal en hojas y raices en una cinética de incubacién (Figura 2.2). Se observé que el
contenido del metal en los tejidos de S. minima aumentaba significativamente (p <
0.05), conforme transcurria el tiempo de exposicion, observandose el curso temporal
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incrementando de la toma de niquel en los tejidos evaluados, mostrando
comportamientos similares ya que ambos tejidos revelaron una tendencia de dos fases
de toma del metal, una primera toma répida a las 6 y a las 12 horas de exposicion y
una segunda toma lenta hasta concluir el experimento a las 144 horas. Asi mismo se
observd que entre ambos tejidos existen diferencias significativas en la capacidad de
acumulacién del metal (p < 0.05), siendo la acumulacién de niquel significativamente

mayor en raices que en las hojas en todos los tiempos de exposicion.

—w— Raiz control

71  —e— Hoja control !
—S— Hoja 40 uM
641 —&— Raiz40uM

Concentracién de niquel (mg.g™ PS)

0 3 6 12 24 48 72 96 144
Tiempo (h)

Figura 2.2. Capacidad de acumulacion de niquel en plantas de S. minima expuestas a
40 uM de Ni tanto en hojas y raices, en comparacion con las plantas control en ambos
tejidos hojas y raices. Las barras corresponden a la media + desviacién estandar de 3
réplicas, por determinacion. Las letras en minlsculas indican la significancia
estadistica (p < 0.05).

S. minima present6 una capacidad de toma de niguel en hojas de 3.8 mg- g PSy en
las raices de 6.9 mg g* PS, en el tiempo maximo de exposicion al niquel (144 horas),
con una diferencia significativa en ambos tejidos. Se observd, una capacidad de
absorcion de niquel en planta completa de alrededor de 10.7 mg-g* PS a las 144 horas
de exposicion, con un factor de bioconcentracion (BCF) de 4496. En plantas control
(hoja y raiz), como era de esperarse, se encuentran con valores nulos en la toma de

niquel.
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2.16.3 EFECTO DEL Ni SOBRE LA BIOMASA DE S. minima

2.16.3.1 LONGITUD DE RAICES

Se evalué el efecto que pudiera tener el niquel sobre el crecimiento de las plantas,
como longitud de raices. En la evaluacién de longitud de raices de S. minima expuesta
a diferentes tiempos de exposicion al niquel, se observo un ligero crecimiento desde
las 0 horas hasta las 48 horas de exposicion al niquel, donde de acuerdo a lo
observado, el crecimiento de las raices de las plantas de S. minima expuestas al
niquel estuvo en funcion a los tiempos de exposicion a los que las plantas fueron

expuestas al niquel (Figura 2.3).

3,0
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o
|
2,0 4 —@— ControL
—O— 40 uM
1,8 T T T T T T T T T
0 3 6 12 24 48 72 96 144

Tiempo (h)
Figura 2.3. Efecto del niquel en longitud de las raices en plantas de S. minima en

diferentes tiempos de exposicién a una concentracion de 40 uM de Ni, en comparacién
con plantas control. Las barras corresponden al error estdndar de 5 réplicas, por

determinacion. Las letras en minusculas indican la significancia estadistica (p < 0.05).

Las plantas control permanecieron sin cambios significativos en el crecimiento de las
raices con un promedio de longitud de raices de 2.72 centimetros. Por otro lado,
podemos observar que las plantas expuestas al niquel presentan una disminucién de
crecimiento de las raices a partir de las 96 horas de exposicion al niquel con una
longitud de raices a las 96 horas de 2.40 centimetros, siendo mas evidente esta
disminucion en las raices a las 144 horas de exposicién al niquel con una longitud en
raices de 2.07 centimetros. Observandose la mayor disminucion a las 144 horas de

exposicion al niquel con una disminucion del 76 % en relacion con las raices de las
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Peso fresco en hojas (g)

plantas control a las 0 horas. Por otro lado, podemos observar que hay un ligero

incremento en la longitud de las raices desde las 12 horas hasta las 48 en las raices

de S. minima expuestas al niquel

2.16.3.2

PESO FRESCO Y SECO EN HOJAS

El efecto del niquel sobre el crecimiento de S. minima también fue evaluado en los

parametros de peso fresco y peso seco en hojas y raices. Se presenté una inhibicién

en la produccién de biomasa cuando se incrementaba el tiempo de exposicion al

niquel. Inicialmente, en peso fresco como en peso seco en hojas encontramos un

aumento en la biomasa desde las 6 hasta 48 horas de exposiciéon al niquel, sin

embargo, a las 72 horas de exposicion podemos observar que los valores en el peso

fresco como en el peso seco, regresan a los valores de plantas control. Como era de

esperarse a tiempos largos de exposiciéon (96 y 144 horas) al niquel, podemos

observar que los valores en los pesos (PF, PS), en hoja se presentan de manera

descendente. Los valores en el peso fresco (PF), en las hojas a las 96 horas fueron de

1.43 gramos, siendo que, a las 144 horas de exposicion al niquel, el valor en el peso

fresco fue de 1.41 gramos, con una disminucion en el peso fresco del 98 % en relacion

con el peso fresco de las plantas control a las O horas (Figura 2.4 B).
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Figura 2.4. Efecto del niquel en peso fresco (A) y en peso seco (B) en hojas de

plantas de S. minima en diferentes tiempos de exposicion a una concentracion de 40

UM de Ni. Las barras corresponden al error estdndar de 3 réplicas, por determinacion.

Las letras en minasculas indican la significancia estadistica (p < 0.05).
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El peso fresco (PF), en las hojas de las plantas control se present6 de manera
ascendente, con valores en el peso PF en hojas a las 0 horas de 1.43 gramos, siendo
gue a las 144 horas el valor en el PF fue de 1.45 gramos (Figura 2.4 A). Por otro lado,
podemos observar que el valor en el peso seco (PS), en las hojas a las 96 horas de
exposicion al niquel fue de 0.41 gramos, siendo que a las 144 horas de exposicion
este valor en el PS en las hojas fue de 0.35 gramos, con una disminucién del 79 % en
relacién a las plantas control a la 0 hora. El peso seco en hojas de las plantas control
se presentd de manera ascendente con valores a las 0 horas de 0.43 gramos y con

valores al concluir el experimento (144 horas) de 0.45 gramos.

2.16.3.3 PESO FRESCO Y SECO EN RAICES

En raices podemos observar que al igual que en hojas, ambos pesos (PF, PS), se
observa un aumento a partir de las 6 horas de exposicion al niquel, presentandose de
manera ascendente hasta las 72 horas de exposicién al niquel, sin embargo, podemos
observar que los valores en ambos pesos (PF, PS), a este tiempo (72 horas),
disminuyen a valores cercanos al de control. Con el aumento de los tiempos (96 y 144
horas), de exposicion al niquel los valores en los pesos (PF, PS), en las raices se
presentan de manera descendente hasta concluir el experimento. A las 96 horas de
exposicion al niguel, observamos valores en el peso fresco en las raices de 0.34
gramos, siendo que a las 144 horas de exposicién al niquel el valor en el peso fresco
fue de 0.33 gramos, observandose una disminucién en el peso fresco del 94 % en

relacién con las raices de las plantas control a las 0 horas.

El peso fresco en raices en las plantas control se presenta ligeramente ascendente
con valores a las 0 horas de 0.34 gramos, siendo que a las 144 horas el valor en el PF
en las raices fue de 0.35 gramos (Figura 2.5 A). Por otro lado, podemos observar que,
a las 96 horas en raices, se registran valores en el peso seco (PS), de 0.016 gramos,
siendo que a las 144 horas el valor en el peso seco en raiz fue de 0.015 gramos,
observandose una disminucion en el peso seco en raiz a las 144 horas del 90 % en
relacion con plantas control a las 0 horas (Figura 2.5 B). Las plantas control
permaneces con nulo crecimiento, ya que en la cinética de crecimiento de las raices

no se observa crecimiento alguno.
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Peso fresco en raices (g)
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Figura 2.5. Efecto del niquel en peso fresco (A) y en fresco seco (B) en raices de
plantas de S. minima en diferentes tiempos de exposicion a una concentracién de 40
UM de Ni. Las barras corresponden al error estandar de 3 réplicas, por determinacion.

Las letras en minasculas indican la significancia estadistica (p < 0.05).

2.16.4 EFECTO DEL Ni SOBRE LA FOTOSINTESIS EN S. minima

Para caracterizar el efecto del niquel a nivel fisiolégico se llevé acabo la determinacion
de fotosintesis. En fotosintesis (Pn) pudimos observar que las plantas control de S.
minima mostraron una tasa fotosintética de 1.7 pumol CO, m?2 s manteniéndose sin
cambios significativos durante todo el experimento hasta las 144 horas. Cuando las
plantas fueron expuestas a niquel, la tasa fotosintética mostro una tendencia a
disminuir en relacién con el tiempo transcurrido. Sin embargo, la tasa fotosintética no
mostro cambios significativos durante las primeras 24 horas de exposicién, siendo
que, a las 48 horas de exposicidn, ya se observa una diferencia significativa en
fotosintesis, con una tasa fotosintética de 1.07 pmol CO, m2s?, observandose plantas
fotosintéticas incluso hasta las 96 horas de exposicion al niquel, con una fotosintesis
de 0.43 pmol CO, m2s?, con una reduccién en Pn a las 96 horas del 74 % en relacion
con las plantas control. Como era de esperarse, al maximo tiempo de exposicion (144
horas), las plantas de S. minima ya se encuentran realizando respiracion (Pn es de -
0.60 pmol CO, m?s?) (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Efecto del niquel en la tasa fotosintética (umol CO;m?s™) de S. minima
ante la exposicion de 40 uM de Ni en funcion del tiempo de exposicion. Las barras
corresponden a la media + desviacion estandar de 3 réplicas, por determinacion. Las

letras en minUsculas indican la significancia estadistica (p < 0.05).

2.16.5EFECTO DE Ni EN LA FLUORESCENCIA DE CLOROFILA (Fv/Fm)
EN PLANTAS DE S. minima.

La eficiencia fotosintética medida como relacion Fv/Fm (PS 1), fue determinada en
plantas control y en plantas de S. minima expuesta a una concentracion de 40 uM de
niquel a diferentes tiempos de exposicidon. En nuestros resultados podemos observar
gue plantas control se mantienen sin cambios significativos hasta las 144 horas, con
un valor de Fv/Fm de 0.81. Por lo contrario, en plantas expuestas a niquel,
presentaron una reduccion de Fv/Fm. Es importante mencionar que a las primeras 12
horas de exposicibn no se observaron diferencias significativas entre las plantas
control y las plantas expuestas a 40 uM de niquel (Fv/Fm de 0.78) (Figura 2.7). Esto

correlaciono con los resultados obtenidos en fotosintesis.

El dafio fue més evidente a partir de las 48 horas de exposicion, ya que el valor de
Fv/Fm de 0.67 en las plantas de S. minima se encuentran por debajo del umbral de
Fv/IFm de una planta sana (0.80). Donde se le podria atribuir un estrés moderado,
evaluado en la fluorescencia de clorofila reflejando un dafio en el transporte de

electrones del PSIl, este valor disminuyo y fue mas evidente a tiempos mas
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prolongados de exposicion, donde a las 96 horas podemos encontrar que las plantas
de S. minima ya presentan un dafio en el fotosistema PSII con un valor de Fv/Fm de
0.54, con una disminucién a las 96 horas en Fv/Fm de 64 % en relacion a las plantas

control.
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Figura 2.7. Efecto del Ni en la fluorescencia de la clorofila Fv/Fm (PS 1l), en plantas de
Salvinia minima en funcién del tiempo de incubacion. Las barras corresponden a la
media * desviacion estandar de 3 réplicas, por determinacion. Las letras en

mindsculas indican la significancia estadistica (p < 0.05).

En nuestros tratamientos a las 144 horas de exposicion al niquel, las plantas de S.
minima no presentan diferencia significativa (Fv/Fm de 0.52) en el PSII con relacion al
dato obtenido a las 96 horas de exposicion al metal, indicAndonos que las plantas de
S. minima a las 96 horas de exposicion al niquel, fue el tiempo donde se presento la

mayor afectacion al fotosistema (PS II).

2.16.6 RENDIMIENTO CUANTICO DE CAPTURA DE ENERGIA DE
EXCITACION DEL PS Il EN PLANTAS DE S. minima ANTE LA EXPOSICION
AL Ni.

Las curvas OJIP fueron determinadas en plantas de S. minima ante una exposicion de
40 uM de niquel a diferentes tiempos de incubacién. Los cambios en la cinética de la
subida de fluorescencia OJIP fueron revelados por calcular la diferencia en las curvas

de fluorescencia variables (Figura 2.8). En nuestros resultados podemos observar una
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cinética de la subida de la fluorescencia bajo estrés oxidativo, con una subida

polifsica en la cinética de fluorescencia, esto en todos los tiempos de exposicion.

Podemos observar que el dafio del PSIl o en su caso la disminucion de la eficiencia de
fotones en las plantas de S. minima se hizo mas evidente a los tiempos largos de
incubaciéon. Podemos observar que la cinética de la fluorescencia para las plantas
control a partir de 0.01 ms, obtuvieron una fluorescencia cercana a los 12,000 mV,
siendo que la curva de las 24 horas de exposicion, las plantas de S. minima presentan
una menor fluorescencia, de 10,200 mV a 0.1 ms. La curva de las 24 horas de

exposicion al niquel se observa el mejor rendimiento a 0.1y 1 ms.

Siendo que la curva de las plantas de S. minima a las 48 horas de exposicidén esta
subida polifasica del rendimiento cuantico del PSIlI presenta en general un menor
rendimiento de fluorescencia (mV), que la curva de 24 horas, solo ligeramente mayor a
el control, al 0.003 ms, sin embargo, la eficiencia se comporta sin curva bifasica al 0.01
ms con una eficiencia de 9,700 (mV), de fluorescencia al tiempo de 1 ms. Mientras la
curva a las 96 horas de exposicion a niquel podemos observar que el maximo
rendimiento en la eficiencia del PSIl se observa a los tiempos 0.001 ms, con un
rendimiento aproximadamente de 5,800 (mV).
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Figura 2.8 Rendimiento cuantico del PSIl en plantas de S. minima expuestas a una

concentracion de 40 uM de Ni a diferentes tiempos de incubacion.
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De igual forma, la curva de las 144 horas, podemos observar la menor eficiencia del
PS IlI, con un rendimiento de PSII de 5,650 (mV), a 1 ms, es decir las plantas de S.
minima a este tiempo de exposicién a 40 uM de niguel muestra el valor mas bajo de
rendimiento en todos los tiempos de la curva. Es decir, observamos que la
transferencia de electrones es mas alta en plantas hasta las 48 h de exposicién y que
esta es mas lenta en las plantas expuestas a mayores tiempos de exposicién a Ni,
como a96y 144 h.

La tolerancia a metales y la condicion de estrés en organismos fotosintéticos como S.
minima se evalu6 por un indice de comportamiento que puede ser especificamente
sensible a estrés por Ni. Este indice (Plass), se evalué de la determinacion de la
fluorescencia de clorofila. El Plagss, €s una evaluacién multi-paramétrica de tres pasos
funcionales independientes (densidad de centros de reaccion activos, captura de
energia de excitacion y conversion de energia de excitacion al transporte de

electrones) y refleja la funcionalidad de los fotosistemas | y 1.

Por lo que evaluamos el PI ABS, el cual ha sido descrito como un parametro sensible
de la Test OJIP, que mide el rendimiento de los receptores de electrones finales de
PSII (Tsimilli y Strasser, 2008), incluye el potencial parcial de la conservacion de
energia y esta estrechamente relacionado con el resultado final del comportamiento de
la planta, tal como el crecimiento o la supervivencia en condiciones de estrés (Yusuf et
al., 2010). Un PI negativo o positivo expresa una pérdida o ganancia, respectivamente,

de la capacidad de conservacion de la energia (Yusuf et al., 2010).

Evaluamos el rendimiento de los receptores del PSIl, donde en plantas control se
presentd sin cambios significativos en todos los tiempos de exposicion, sin embargo,
cuando las plantas fueron expuestas a niquel a los primeros tiempos de exposicién (3
y 6 horas), podemos observar un aumento en Pl ABS, lo que nos indica un aumento
en la efectividad de los centros de reaccion del PSIl, es decir mayor densidad y
captura y energia para el transporte de los electrones, sin embargo como podemos
observar en nuestros resultados como transcurria el tiempo de exposicién este indice
se presenté de manera descendente con diferencias significativas a los tiempos de
exposicion 12, 24 y 48 horas de exposicion, observando el mayor dafio en el
rendimiento del transporte de los electrones a las 48 horas ante la exposicion al niquel
(Figura 2.9).
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Podemos apreciar que hay un fuerte dafio en el transporte de los electrones y por lo
consiguiente en la vitalidad de las plantas de S. minima desde las 12 horas de
exposicion al niquel, observdndose un descenso muy marcado en las plantas de S.
minima, donde para las 12 horas se observo una reduccion de Pl ABS del 64%, siendo
que a las 48 horas esta reduccion del Pl ABS fue del 78% en comparacion con las
plantas control, las cuales permanecieron sin cambios significativos en el transporte de
electrones. Por otro lado, podemos observar que el Pl ABS, de las plantas para los
tiempos 96 y 144 horas de exposicion al niquel no se observan diferencias

significativas en relacién con los datos obtenidos a las 48 horas.
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Figura 2.9. Rendimiento del PSIl (Pl ABS) en plantas de S. minima a diferentes
tiempos de exposicion de 40 pM de Ni. Las barras corresponden a la media *
desviacion estandar de 3 réplicas, por determinacion. Las letras en mindsculas indican

la significancia estadistica (p < 0.05).

2.16.7 EFECTO DE Ni EN LA PEROXIDACION LIPIDICA DE MEMBRANA
EN LAS PLANTAS DE S. minima

El malondialdehido (MDA) es un producto de la peroxidacion lipidica de membrana y
un indicador de la produccién de radicales libres y por lo consiguiente también es
contemplado como un indicador de dafio en membrana (Ohkawa et al., 1979).
Nuestros resultados mostraron que, con el aumento de los tiempos de exposicion a
una concentracion de 40 uM de niquel, el contenido de MDA en la planta, se comporta
de manera ascendente, sin embargo, podemos observar que en los primeros tiempos

de exposicion el contenido de MDA se observa bajo y sin cambios significativos entre
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los diferentes tejidos de la planta hasta las 48 horas de exposicion, donde se observa
el incremento significativo en la produccién de MDA con valores de 3.0 y 3.05 nmol g

PS de MDA en hojas y raices, respectivamente (Figura 2.10).
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Figura 2.10. Efecto del Ni en contenido de MDA en las plantas de S. minima
expuestas a una concentraciéon de 40 uM de Ni a diferentes tiempos de incubacion.
Las barras corresponden a la media + desviacidon estandar de 3 tratamientos con 3
réplicas en cada tratamiento. Las letras en minusculas indican la significancia
estadistica (p < 0.05).

Sin embargo, el contenido de MDA como indice de contenido de peroxidacién lipidica
de membrana a las 72 horas de exposicién al niquel, ya presentan un contenido
estadisticamente significativo con respecto al tratamiento control. Sin embargo,
podemos observar que, en los tiempos de 24 horas de exposicién en los diferentes
tejidos, no se observan diferencias significativas en relaciéon al control, donde los
valores de MDA encontrados en hojas a las 24 horas de exposicion al niquel fueron de
2.07 nmol g PS, siendo que en raiz se observaron valores de 2.15 nmol g* PS de
MDA.

A las 96 horas de exposicion podemos observar un contenido de MDA incrementando
con valores en hojas de 5.87 nmol g* PS y en raices de 7.48 nmol g* PS, con
diferencia significativa entre ambos tejidos, sin embargo, podemos observar que la

produccion de MDA en las plantas de S. minima se presenta de manera ascendente
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con una produccién de MDA a las 144 horas en hojas de 8.17 nmol g PS, siendo que,
en raices, el valor de MDA se observé de 10.91 nmol g PS, con un incremento del 25
%. Por otra parte, podemos observar que el contenido de MDA en los diferentes
tejidos de las plantas control (0 y 144 horas), se presentaron sin diferencia
significativas, lo cual nos indica que el contenido de MDA como indice de peroxidacion
de lipidos en las membranas, no esta incrementando por los tiempos que empleamos

en el estudio, sino mas bien es debido a los tiempos de incubacion al niquel.

2.16.8 EFECTO DE Ni EN EL CONTENIDO DE PROLINA EN PLANTAS DE

S. minima.

El aminoacido prolina es uno de los metabolitos que se acumula con mayor frecuencia
en las plantas cuando estas se encuentran en condiciones de estrés, por lo que se
considera que esta involucrado en un mecanismo de tolerancia al estrés osmdtico
(Lutts et al., 1999). En el presente estudio se evalud el contenido de prolina en los
diferentes tejidos de las plantas de S. minima, a los diferentes tiempos de exposicion

al que las plantas fueron expuestas.

En nuestros resultados encontramos que el contenido de prolina aumenta a partir de
las 24 horas de exposicion al niquel, esto en los diferentes tejidos de las plantas,
indicAndonos posiblemente, un estrés que induce un ajuste osmético en las plantas de
S. minima ante la exposicion al niquel. De igual manera, pudimos observar que a partir
de que se incrementa el contenido de prolina (24 horas de exposiciobn a Ni),
encontramos en todos los tiempos de exposicion al niquel posteriores, el contenido de
prolina incrementa en cada tiempo con una diferencia significativa entre los diferentes
tejidos evaluados. Sin embargo, es muy evidente que en todos los tiempos de
exposicion el contenido de prolina fue relativamente mayor en raices que en hojas. Lo
mismo se encontrd al evaluar la peroxidacion lipidica de la membrana (MDA; Figura

2.10), en las plantas de S. minima.

Sin embargo, algo muy importante que hay que resaltar en este estudio, es que en
plantas control tanto a las 0 horas y a las 144 horas, no presentaron diferencias
significativas en el contenido de prolina, ya que lo observado en el contenido de
prolina para hojas a las 0 horas fue de 0.017 uymol.g* PS y para raices fue de 0.018
umol.g? PS. Siendo que hojas control a las 144 horas, se observé un contenido de

prolina de 0.019 umol.g! PS y en raices control a las 144 horas se observé un
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contenido de prolina de 0.021 umol.g* PS, indicandonos que el contenido de este

osmolito en plantas control es muy bajo (Figura 2.11).

0,20
. Hoja Lf
[ Raiz
e
0,15 - Le
)
o
o
[@)]
° Id d
€ 0,10 -
2 [
P Cc
£
§ c
o c
0,05 - b
b
a ﬁa a ﬂa
0,00 i . . . . . // I
0 24 48 72 96 144 // Cont.144h)
Tiempo (h)

FIGURA 2.11 Efecto del Ni en el contenido de prolina en las plantas de S. minima
expuestas a una concentraciéon de 40 uM de Ni a diferentes tiempos de incubacién.
Las barras corresponden a la media + desviacidon estandar de 3 tratamientos con 3
réplicas en cada tratamiento. Las letras en mindsculas indican la significancia
estadistica (p < 0.05).

Podemos observar la cinética del incremento del contenido de prolina con la cinética
del tiempo de exposicion, la cual es mas evidente en raices, siendo que en hojas se
encontré a las 144 horas, un contenido de prolina de 0.151 pymol.g? PS, con un
aumento de prolina del 89 % en relacién con las hojas control a las 0 horas, siendo
que para de las raices control se encontré un contenido de prolina de 0.183 ymol.g*
PS, observandose un incremento en el contenido de prolina del 97% en relacion con

raices control a las 0 horas.

2.16.9 EFECTO DE Ni EN POTENCIALES: WYw, Wn DE PLANTAS DE S.

minima.

Como sabemos el potencial hidrico (Ww) es utilizado como indicador del grado de
contenido de agua en las plantas, por lo tanto, en este trabajo se midio el Yw en hojas
de las plantas de S. minima a los diferentes tiempos de incubacion, ante la exposicion

al niquel. Observamos que el potencial hidrico en las plantas control de S. minima
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permanecen sin cambios significativos en todos los tiempos de incubacion, con un
potencial hidrico de -0.59 MPa desde el tiempo 0 hasta concluir el experimento (144

horas).

Cuando expusimos a las plantas a una concentracién de 40 uM de niquel, observamos
una caida del potencial hidrico muy drastico, incluso desde las 3 horas de exposicién
al niquel, observamos un potencial hidrico (WYw) de -0.62 MPa, presentandose de
manera descendente hasta las 144 horas de exposicién al niquel, con un potencial
hidrico en plantas de S. minima de -0.77 MPa, donde encontramos una reduccién del
77% en el potencial hidrico en relacibn con las plantas control. Es importante
mencionar que en las primeras 12 horas de exposicion al niquel las plantas de S.
minima no presentan diferencias significativas en el potencial hidrico de las plantas
expuestas al metal, siendo que las diferencias significativas se observan en tiempos
posteriores a las 12 horas de incubacion al niquel (Figura 2.12).
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FIGURA 2.12 Efecto del Ni en el potencial hidrico de las plantas de S. minima
expuestas a una concentracion de 40 pM de Ni a diferentes tiempos de incubacion.
Las barras corresponden al error estandar de 3 tratamientos con 3 réplicas en cada

tratamiento. Las letras en minasculas indican la significancia estadistica (p < 0.05).

Para conocer el ajuste osmético que las plantas de S. minima presentan al ser

expuestas a una cinética de tiempo ante la presencia de niquel, evaluamos el
potencial osmético (Wm). Observamos que las plantas control de S. minima

permanecen sin cambios significativos en todos los tiempos evaluados, con un
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potencial osmoético de -1.09 MPa. Cuando expusimos a las plantas a una
concentracién de 40 uM de niquel, observamos que el potencial osmético disminuy6
drasticamente a partir de las primeras 3 horas de exposicion al niquel, con un valor en

potencial osmético de -1.22 MPa (Figura. 2.13).
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FIGURA 2.13 Efecto del Ni en el potencial osmético de las plantas de S. minima
expuestas a una concentraciéon de 40 uM de Ni a diferentes tiempos de incubacion.
Las barras corresponden al error estandar de 3 tratamientos con 3 réplicas en cada

tratamiento. Las letras en minasculas indican la significancia estadistica (p < 0.05).

Dénde a partir de entonces se presenta de manera descendente hasta las 144 horas
de exposicion al niquel, con un valor en el potencial osmético de -1.43 MPa,
observandose una reduccion del potencial osmdético del 76% esto con relacion a
plantas control. De igual manera en nuestros resultados obtenidos podemos observar
una diferencia significativa en el potencial osmotico de las plantas a partir de las 3
horas de exposicion y de las 24 horas de exposicién en adelante, en la cinética del

tiempo de incubacion al niquel.

2.16.10 CORRELACIONES

El analisis de correlacion entre los diferentes parametros obtenidos, se realizd
mediante una regresion lineal mdaltiple. como posible indicador de interaccion y
posible(s) mecanismo(s) que tiene(n) esta planta ante la exposicion a niquel. Nuestros

resultados fisiolégicos contra el contenido interno del metal en las plantas de S.
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minima abren un amplio panorama acerca de la tolerancia y la eficiencia de S. minima
en la respuesta o ante la exposicién a niquel. Podemos observar que S. minima, es
capaz de tomar Ni, presentando una alta tolerancia a niquel, evidenciandolo con estos
resultados, de la toma del Ni ya que a una concentracion interna de niquel menor a los
4 mg. g ! PS no produce alguna afectacién a nivel fisiolégico en las plantas de S.
minima, sin embargo, cuando se sobrepasa este umbral (4 mg.g 1 PS ), los valores

para la mayoria de las respuestas fisiol6gicas empiezan a disminuir.

Algo muy importante que se mencion6 con anterioridad es que algunos procesos
fisiologicos son mas sensibles al entrar el niquel en los tejidos de las plantas, por
ejemplo, la fluorescencia de clorofila disminuyo a medida que aumento el contenido
del metal en la planta (r> = 0.95), la tasa fotosintética al igual que el PS Il, disminuyo a
medida que el metal ingresaba en la planta (r> = 0.97), para el caso del potencial
hidrico se hace mas negativo, con el aumento de la concentracion interna de niquel en
las plantas de S. minima (r> = 0.97), observando algo similar en el potencial osmético
(r>=0.95) (Figura 2.14 A). Para el caso de fuga de electrolitos podemos observar que
con el aumento interno del niquel en plantas de S. minima, este se dispara para el
caso de las hojas se observa una correlacién positiva de r? = 0.98 y en raices de r? =
0.86, observando una mayor correlacién en hojas que en raices con el contenido

interno del metal (Figura 2.14 B).

De igual manera, como se observa en las correlaciones para MDA y prolina con el
contenido de metal en los tejidos aumentan con el aumento del contenido interno del
metal en la planta. Siendo que para el caso de peroxidacion lipidica (MDA) se observé
una fuerte correlacién del indice de dafio causado por el aumento del metal (Ni) en S.
minima con una r>= 0.99 en hojas y raices. Algo muy similar ocurrié con prolina en los
diferentes tejidos ya que tanto en hojas como en raices encontramos una fuerte
correlacion del contenido de prolina con el aumento del metal interno en las plantas de
S. minima con una r? = 0.99, esto para ambos tejidos. Siendo sorprendente, ya que
nos esta indicando que el aumento del metal interno en las plantas de S. minima

posiblemente esté produciendo un dafio en membranas (Figura 2.14 B).

Es muy interesante que el ajuste osmético en las plantas de S. minima esté
relacionado con el contenido de prolina encontrado en los tejidos. De igual forma
interesante es que encontramos una alta correlaciéon (r? = 0.90 o mayores), para cada
pardmetro fisioldgico analizado, contra el contenido interno de niquel en los tejidos de
S. minima (Figura 2.14 Ay B).
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2.17 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES EN TEJIDOS DE S.
minima EN RESPUESTA A Ni

La evaluacion de proteinas totales en los diferentes tejidos de las plantas de S.
minima, se realiz6 en presencia de 40 uM de niquel a periodos largos de exposicion
(144 horas). Los resultados en este experimento mostraron que, en presencia de
niquel, la sintesis de proteinas se present6 de manera descendente, en cada tejido
evaluado, sin embargo, podemos apreciar que a las 3 horas de exposicion tanto en
hojas como en raices hay una alta sintesis de proteinas totales en los diferentes
tejidos ante la exposicién al niquel, observandose un total de proteinas en hojas a las
3 horas de 41.77 mg.g' PS, y en raices un total de proteinas de 38 mg.g?! PS,
presentandose de manera descendente hasta las 144 horas de exposicion al niquel

con un total de proteinas en hojas de 28, y en raices de 25 mg.g* PS (Figura 2.15).
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FIGURA. 2.15 Contenido de proteinas totales en tejidos de S. minima en respuesta a
40 pM de niquel a diferentes tiempos de exposiciéon. Las barras corresponden a la
media + desviacion estandar de 3 tratamientos. Las letras en mindsculas indican la

significancia estadistica (p < 0.05).

Algo muy importe que hay que enfatizar es que el contenido de proteinas totales en
hojas fue mayor en todos los tiempos de exposicion al niquel, esto incluso igual se
observé en plantas control con un total de proteinas en hojas de 24.46 mg. g*PSy en

raices se observo un total de proteinas de 20.52 mg. g* PS, de igual manera a la par
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evaluamos el total de proteinas en plantas control a 144 horas, donde no se observo
diferencia significativa en el total de proteinas en los diferentes tejidos en relacion con
el contenido de proteinas control a las 0 horas (Figura 2.15). Por otra parte, para cada
tejido a los diferentes tiempos solo observamos diferencias significativas a las 3 y 6
horas ademas que para el caso de las raices igual se observaron diferencias en el

contenido de proteinas a las 24 horas de exposicion al niquel.

2.18 CUANTIFIACION DE GLUTATION EN RESPUESTA A Ni EN TEJIDOS
DE S. minima

La sintesis de glutatién (GSH) fue evaluada en los diferentes tejidos de S. minima en
presencia de 40 uM de niquel a periodos largos de exposicibn 144 horas. Los
resultados en este experimento mostraron que en la presencia de niquel incremento la
sintesis de glutatién tanto en hojas como en raices de S. minima. Observandose a las
3 horas de exposiciéon al niquel un rapido incremento en la sintesis de glutatiébn en
ambos tejidos. En hojas se observé una sintesis de 81.70 mg.g? PS. Sin embargo,
como era de esperarse se observd una mayor sintesis de glutatién en raices que en
hojas, ya que en raices la sintesis de GSH fue de 107.16 mg.g* PS. Como podemos
apreciar en ambos tejidos con el transcurso de los tiempos de exposicién se observé
una disminucion significativa en ambos tejidos en la produccion de glutation hasta las
144 horas de exposicion, con excepcion para raices a las 24 horas que hay un ligero
incremento de GSH y en hojas este incremento se observé a las 72 horas en

respuesta a niquel.

La produccién de glutation a las 144 horas para hojas fue de 26.32 mg. g* PS, siendo
que para raiz el contenido de glutation fue de 45.64 mg.g' PS. Por otro lado, es
importante mencionar que en ambos tejidos en control se observo un ligero contenido
de glutatién siendo para hoja de GSH fue de 7.56 mg. g* PS y para raiz de 3.96 mg. g
1 PS. (Figura 2.16).
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FIGURA. 2.16 Contenido de glutation en tejidos de S. minima en respuesta a 40 uM de
niquel a diferentes tiempos de exposicion. Las barras corresponden a la media *
desviacién estandar de 3 tratamientos. Las letras en mindsculas indican la

significancia estadistica (p < 0.05).
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2.19 DISCUSION

2.19.1 EFECTO DE Ni EN LA MORFOLOGIA Y CRECIMIENTO DE S. minima

En las respuestas morfoldgicas y de crecimiento las plantas de S. minima no
presentaron sintomas visibles de dafo, a tiempos cortos de exposicion al niquel (0
hasta las 72 horas), sugiriéndonos por sus sintomas visuales y de crecimiento, que las
plantas de S. minima presentan una tolerancia a 40 uM de niquel. Es bien sabido que
el exceso del niquel, podria afectar negativamente el crecimiento y la morfologia de las
plantas (Zengin y Munzuroglu, 2005; Yan et al., 2008), y que la reduccion del
crecimiento es uno de los efectos directos de toxicidad de Ni (Kovacevic et al., 1999;
Seregin et al., 2004; Gajewska et al., 2007; Nagajyoti et al., 2010), y de otros metales
pesados sobre el desarrollo de las plantas, ya que estos pueden alterar negativamente
diversos procesos del crecimiento vegetal (Ewais, 1997; Sresty y Madhava, 1999;
Milone et al., 2003). Por lo tanto, estos parametros (morfologia y crecimiento), son
utilizado para evaluar el grado de toxicidad del niquel (Shaw et al., 2004; Yusuf et al.,
2011). En nuestros resultados observamos todo lo contrario, ya que las plantas de S.
minima presentan un crecimiento en sus tejidos (hoja y raiz), hasta las 72 horas de
exposicion al niquel, donde podriamos concluir que el niquel no esta produciendo
dafios en las plantas a las primeras horas ante la exposicién, es decir, que en tiempos
cortos el niquel parece inducir o promover el crecimiento de las plantas, esto puede
ser debido a que el niquel, es esencial como un elemento traza para el crecimiento y
desarrollo normal de las plantas, ya que es constituyente de algunas enzimas
importantes, tales como la ureasa (Ciurli, 2001; Ling y Kao, 2007; Estrella et al., 2009).
Sin embargo, nuestros resultados difieren de los resultados de otros autores, ya que
se reporta que el niquel produce sintomas de retraso o inhibiciéon en el crecimiento,
siendo que nosotros observamos un aumento de biomasa hasta las 72 horas de
exposicion al niquel, sin sintomas visibles de toxicidad. Por otro lado, Kramer et al.,
(1997), evaluaron en plantas de Thlaspi arvenses, la respuesta morfolégica y de
crecimiento de las plantas a una concentraciéon de 10 yu mol L de Ni, por siete dias de
exposicion, donde ellos observan a partir del cuarto dia de exposicion al Ni una
disminucion de biomasa bien marcada, atribuyendo esta disminucion a un dafio
morfoldgico, fisioldgico y enzimatico en las plantas expuestas a Ni. Otro de los
estudios donde evaluaron el estrés por niquel fue el realizado por Shintinawy y Ansary
(2000), donde evaluaron la respuesta del crecimiento en plantas de Glicine max, ante
la exposicion de 50 mM de Ni, observando una reduccién en el crecimiento de la

planta, desde el cuarto dia de exposicion, atribuyendo que 50 mM de Ni es tdxico para
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las plantas de soja. Por otro lado, Bhardwaj et al., (2007), evaluaron el crecimiento de
la plantula Zea mays, ante la exposiciéon a una concentracion de 1.5y 2.0 mM de Ni
por seis dias de exposicion, donde ellos observaron en las plantas de maiz una
disminucion de biomasa, acompafiada de una clorosis, siendo lo mismo que
observamos en las plantas de S. minima a las 144 horas de exposicion al niguel. Sin
embargo, es importante enfatizar que la toxicidad por niquel est4 en funcién a la
especie y la concentracion al niquel, a las que las plantas sean expuestas (Gajewska y
Sklodowska, 2007; Khellaf y Zerdaoui, 2010; Mishra y Dubey, 2011), ya que para S.
minima pareciera ser que una concentracion de 40 uM de Ni, hasta un tiempo de 72
horas de exposicién no es toxica para la planta. Sin embargo, en nuestro estudio
observamos que la toxicidad del niquel, estd en funcion al tiempo de exposicion.
Siendo que, a las 96 horas de exposicion al niquel, las plantas de S. minima ya
presentaban un estrés observado a través de una clorosis y disminucién del
crecimiento de las plantas, donde esta clorosis y disminucién de biomasa fue mas
notoria a las 144 horas de exposicion al niquel, lo cual también fue observado por
Gajewska et al., (2009), donde comentan que el grado de estrés esta en funcion del
elemento toxico, del tiempo de exposiciéon y a la cantidad del metal que ingresa en los
tejidos de la planta. Por otro lado, en las plantas de S. minima, al maximo tiempo de
exposicion al Ni (144 horas), observamos una disminucién en el tamafio de las hojas,
al igual que raices quebradizas. Esto también fue observado en plantas de Brassica
oleracea, en presencia de 0.5 mM de Ni (Dan et al., 2002). Por otra parte, Gopal et al.,
(2002), observaron en plantas de Vigna radiata Linn una disminucién en el tamafio de
las hojas a una concentracion de 1 mM de Ni, al sexto dia de exposicion, concordando
con nuestros resultados obtenidos, ya que nosotros observamos una disminucion en el
tamafio de las hojas a las 144 horas de exposicion al niquel. Con lo que respecta a las
hojas, la coloracion amarillenta que observamos, es caracteristica de plantas con
sintomas de clorosis (Chen et al., 2004; Wood et al., 2004; Tuma et al., 2010). En un
estudio realizado por Jiang et al., (2001), en plantas de Zea mays L., expuestas a una
concentracion de 10° M de cobre, observaron en las raices una inhibiciéon del
crecimiento, concluyendo que esta disminucién de las raices pudiera ser resultado de
una reduccion en el proceso de division celular y del dafio estructural o muerte de las
células del meristemo apical. Nosotros no realizamos estudios mas detallados, que
nos pudiera decir mas sobre la disminucion observada en el crecimiento de los
diferentes tejidos de las plantas de S. minima, sin embargo, observamos una
reduccion en el tamafio de las raices a las 144 horas de exposicion al niquel, aunque
no descartamos que pudiera deberse a algunos de los procesos antes mencionados

por Jian et al., (2001). Es importante enfatizar que a pesar de que observamos una
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clorosis, y disminucion en el crecimiento de las plantas de S minima a las 144 horas de
exposicion al niquel, no observamos necrosis 0 en su caso muerte en los diferentes
tejidos de las plantas de S. minima, sin embargo, no evaluamos tiempos posteriores a
las 144 horas de exposicion, donde posiblemente podriamos observar una necrosis en
las plantas al ser expuesta a largos tiempos de exposicién al niquel. Es importante
mencionar que para poder tolerar tiempos largos de exposicién al niquel, como en
nuestro estudio donde se analizaron 144 horas de exposicién, posiblemente pudiera
deberse a que las plantas de S. minima, presentan una maquinaria desintoxificante
eficiente para poder hacer frente al estrés en respuesta a metales pesados (Kupper et
al., 2001; Hall, 2002), donde sabemos que uno de los mecanismos que presentan
estas especies hiperacumuladoras para disminuir el grado de toxicidad, en presencia
de metales pesados es la quelacion de estos iones metalicos, disminuyendo el grado
de toxicidad, almacenandolo en el compartimento vacuolar y evitar que cause dafio a
nivel celular (Brooks, 1981; Kramer et al., 2000; Persans et al., 2001; Seregin y lvanov,
2001; Estrella et al., 2012).

2.19.2 S. minima COMO PLANTA HIPER-ACUMULADORA DE Ni

S. minima ha sido reportada como un helecho hiperaculador de niquel (Fuentes et al.,
2014), ademas varios estudios previos indican que S. minima ha sido reportada como
una planta hiperaculadora de otros diferentes metales pesados como: Pb, Cd, As, Cr
(Olguin y Ramos, 2002; Hoffmann et al., 2004, Olguin et al., 2007; Sinhei y Bianchini,
2015; Prado et al., 2015). Nuestros datos confirman que S. minima, tiene la capacidad
de acumular 10.7 mg g-1 PS de niquel en una solucién acuosa con una concentracion
inicial de 40 uyM de Ni. Es importante mencionar que las plantas de S. minima
registraron una toma del metal desde los primeros tiempos de exposicién a las que las
plantas fueron expuestas, incrementandose la toma del niquel con el aumento de los
tiempos de exposicion. Fue observado por Hoffman et al., (2004), que plantas de S.
minima acumulaban en sus tejidos Pb en presencia de concentraciones crecientes del
metal (20 uM hasta 160 uM), donde observaron una toma rapida desde las primeras 6-
12 horas de exposicién. Por otra parte, en un estudio realizado por Paris et al., (2005),
en la especie Pistia stratiotes, en presencia de 1 ppm de Cd, los autores observaron
una rapida toma del metal en los diferentes tejidos de la planta, desde las primeras 24
horas de exposicion al Cd, con una toma del 50 % a las 24 horas de exposicion al Cd y
una toma lenta hasta concluir el experimento a las 144 horas de exposicion. De
acuerdo a nuestros resultados nosotros observamos en las plantas de S. minima una

toma rapida de niquel en las primeras 24 horas de exposicién, siendo que, a las 24
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horas, S. minima registro una toma del 51%, esto con relacion a la toma de niquel
hasta las 144 horas de exposicion. En otro estudio realizado para evaluar la eficiencia
de P. stratiotes en la absorcion de Cr, retaron a la planta a una concentracion
creciente de 0.5 1 y 5 ppm de Cr, donde encontraron una remocion de
aproximadamente 90% al concluir el experimento a los 5 dias de exposicién (Sen et
al., 1987). Schneider y Rubio, (1999), reportan una toma rapida en plantas acuaticas,
debido a un mecanismo de absorcién, tanto en hojas como en raices. Por otro lado,
como habiamos comentado anteriormente, las plantas de S. minima registraron una
rapida toma del metal en las primeras 24 horas de exposicién (5.4 mg g-1 PS), con
una posterior toma lenta de niquel hasta concluir el experimento a las 144 horas de
exposicion. Con respecto a la toma del niquel, observamos un patron de toma bifasico,
similar a lo reportado por otros autores trabajando con Pb, en la misma especie
(Hoffmann et al., 2004; Estrella, 2008; Alvarado et al., 2016). Este proceso de toma del
metal en dos fases también ha sido observado en términos de biomasa fresca y seca
en cepas de Paecilomyces lilacinus, donde presentan con una rapida absorcion de Pb
en las primeras 6-12 horas de exposicidon y una segunda toma lenta de Pb en las
siguientes horas de exposicion, hasta las 144 horas (Zucconi et al., 2003).

De igual manera, es importante mencionar que NnoOsotros encontramos una mayor
acumulacién de niguel en las raices que en las hojas de las plantas de S. minima en
todos los tiempos de exposicion al metal, similar a lo observado por otros autores
Kavacik et al., (2009), en la especie vegetal Matricaria chamomilla ante la exposicién
de 120 uM de Ni, observaron una mayor acumulacion del niquel en raices que en
hojas, esto en todos los tiempos evaluados. Por otra parte, de acuerdo a nuestros
resultados podemos concluir que S. minima presenta un eficiente mecanismo de toma
de niquel, ya que, tiene la capacidad de acumular desde las primeras tres horas de
exposicion, y de acuerdo a los resultados obtenidos en el crecimiento de las plantas,
posiblemente en las primeras 48 horas de exposicion las plantas podrian estar
metabolizando el Ni, el cual le podria estar sirviendo en su crecimiento como lo
observamos en el crecimiento de las plantas hasta las 72 horas de exposicién al Ni.
Por otra parte, es importante mencionar que la concentracién de niquel en aguas
superficiales segun lo que reporta Alarcon et al.,, (2001), se encuentra en
concentraciones menores a los 10 uyg'L* y en suelos el niquel se puede encontrar en
concentraciones de 250 pg.L™? (Carrillo et al., 1995). Por lo tanto, podemos observar
que la capacidad de toma de niquel en las plantas de S. minima sobrepasan las

concentraciones de niquel encontradas tanto en aguas, como en suelos superficiales.
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Donde las concentraciones pueden variar segun las actividades antropogénicas
realizadas en sus alrededores. Proponiendo a la especie de S. minima como una
alternativa muy prometedora para poder utilizarla como parte del proceso de limpieza

de aguas con niquel.

2.19.3 LA TOMA DE Ni EN PLANTAS DE S. minima PRODUCE DANOS EN
LOS FOTOSISTEMAS (Pn, Fv/Fm) Y RENDIMIENTO CUANTICO (®PSII).

El nivel fotosintético de las plantas de S. minima ante la presencia de niquel no refleja
dafnos en fotosintesis (Pn), esto a tiempos cortos de exposicion al niquel (3 hasta las
72 horas), donde podemos concluir que en fotosintesis, de la planta de S. minima no
esta siendo afectado hasta las 72 horas de exposicién, sin embargo, es evidente que a
periodos largos de exposicion al niquel (96 y 144 horas), la fotosintesis en las plantas
de S. minima esta siendo afectada, con valores en Pn, de 0.43 umol CO»m?s?, a las
96 horas de exposicion al niquel. Aunque se sabe que los metales pesados, como es
el caso del niquel, causan inhibicion no especifica de fotosintesis, por varios medios,
directos e indirectos, donde la disminucion de la fotosintesis esta relacionada con
alteracion en la estructura del cloroplasto, inhibicion de la sintesis de clordfila,
desorden en el transporte de electrones, inhibicion de la actividades de las enzimas
del ciclo de Calvin, lo que conlleva a una deficiencia en el mecanismo de fijacién del
CO; un fuerte dafio en el funcionamiento de Pn (Piccini y Malavolta, 1992; Banerjee et
al., 1997; Ewais, 1997; Seregin y Ivanov, 2001; Dan et al., 2002; Bhupinder et al.,
2008; Ahmad et al., 2011; Bhalerao et al., 2015). El niquel, es capaz de afectar varios
procesos metabdlicos, como fotosintesis, ain a bajas concentraciones en periodos
largos de exposicion, alterando la respiracién y régimen de agua (Pandey y Sharma,
2002; Romanowska et al., 2005). Es de interés comentar que nuestros resultados
obtenidos indicaron que la fotosintesis no fue afectada a periodos cortos con Ni sino
que fue afectada en presencia de niquel a periodos largos de exposicion,
posiblemente como una forma de proteccién al mecanismo o maquinaria fotosintética,
donde a las 144 horas de exposicion las plantas de S. minima estan realizando una
respiracion (liberando CO.,), el cual puede atribuirse a un posible dafio en el trasporte
de electrones y posiblemente a la capacidad de fijacion de carbono. Por otra parte, en
un estudio realizado por Gopal et al.,, (2002), en plantas de Vigna radiata Linn en
presencia de 1 mM de Ni, observaron que el niquel produce dafio en la membrana de
los tilacoides y en la estructura del cloroplasto, llegando a la conclusiéon de que el

niquel estd afectando el transporte de los electrones al sexto dia de exposicion,
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afectando la fotosintesis. Por otra parte, Molas, (2002), observo en plantas de Brassica
oleracea en respuesta de 40 mM de Ni a los 21 dias de exposicion al Ni, un dafio en la
fotosintesis de las plantas, donde de acuerdo a sus resultados, el autor concluye que
la fuerte dosis de Ni redujo la densidad de los electrones del estroma del cloroplasto y
el nimero de grana afectando a la fotosintesis. Por otra parte, una disminucion del
transporte de los electrones en los cloroplastos frente al estrés es caracteristico en el
PS | (Sheoran et al., 1993; Xion et al., 2009; Ahmed et al., 2010; Farooq et al., 2013).
Por otro lado, Xylander y Braune, (1994), evaluaron la respuesta del trigo en presencia
de 1 mM de Ni, donde concluyeron que la disminucion en la fotosintesis, se debi6 a
una afectacion en el contenido de clorofila y por lo consiguiente al transporte de los
electrones, observandose una disminucion en la eficiencia fotosintética. Por otro lado,
Ouzounidou et al., (2006), evaluaron plantas de Triticum aestivum a 1 mM de Ni,
encontrando dafio en el PSIl a las 96 horas de exposicion al Ni, concluyendo que la
eficiencia fotoquimica de las plantas es inhibida directamente en presencia de niquel.
Sin embargo, en el presente estudio no evaluamos el contenido de clorofila en las
plantas de S. minima, aunque, para saber cémo el niquel afecta de manera directa a
los centros de reaccién nosotros determinamos el indice de comportamiento (Plags) Yy
pruebas OJIP como estudios méas detallados que nos puedan dar mas informacién en
este aspecto. Por otro lado, en un estudio realizado por Alam et al., (2007), en las
planas de Brassica juncea, en respuesta a 100 mM de Ni, observaron que las plantas
presentaron una disminucién en el contenido de fotosintesis, concluyen que esta
disminucion se correlaciona con el ingreso de Ni en la planta, donde la disminucion de
la eficiencia fotosintética se debié a un dafio en los tilacoides y a una disminucién en la
captacion de CO,. En plantas de S. minima, encontramos la misma respuesta, ya que,
con el aumento de los tiempos de exposicién al niquel, las plantas de S. minima
registraron una mayor toma de metal en sus tejidos y con ello un mayor dafo en la
fisiologia de la planta, como es el caso de fotosintesis, observandose una reduccién
fotosintética del 64% al maximo tiempo de exposicién al niquel (144 horas), en relacién
con las plantas control. La disminucion progresiva en la tasa fotosintética en las hojas
de S. minima correlacioné con la acumulacién progresiva de niquel en sus hojas (r? =
0.97). En las ultimas dos décadas, varios estudios informaron que la toxicidad de
niquel se correlaciona con la reducciéon o inhibicion de la fotosintesis en las plantas
(Tripathy et al., 1981; Singh et al.,1989; Boisvert et al., 2007).

Por otra parte, comparamos en términos de las plantas expuestas al metal y la
acumulacién de metal en los tejidos, con la reduccion de la fluorescencia de clorofila

(Fv/Fm) y se observd, una caida de la fluorescencia muy marcada, esto en
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comparacion con las plantas control que crecieron en un rango Optimo de
fluorescencia de clorofila de 0.81, siendo que los valores 6ptimos de Fv/Fm para una
planta sana se encuentran entre 0.79 y 0.85 de Fv/IFm, (Maxwell y Johnson 2000;
Kalaji et al., 2014). Por otro lado, podemos ver que el dafio en Fv/Fm estd mas
afectado que en Pn, incluso en menor tiempo de exposicién al niquel, siendo que a los
tiempos de 24 y 48 horas las plantas ya se encuentran registrando un estrés en
presencia del Ni, siendo mas evidente este estrés a partir de las 96 y 144 horas de
exposicion al niquel, con valores de Fv/Fm de 0.52. Donde es posible que los niveles
bajos de fluorescencia de clorofila en las plantas de S. minima se deban a un bajo
contenido de clorofila, carotenoides, disminuyendo la captacion de fotones,
sugiriéndonos una disminucion en el transporte de electrones en los tilacoides, de este
modo afectando la eficiencia fotoquimica del fotosistema II, afectado en el transporte
de electrones, posiblemente debido a un bajo contenido de ATP y NADPH por la
ineficacia de las reacciones que tienen lugar en la fase de luz y asi afectando estos
productos la fase de oscuridad, en el ciclo de Calvin (Krupa et al., 1993; Khan et al.,
2016). Esta disminucién en la relacion Fv/Fm puede estar asociada con una
reoxidacion limitada de plastoquinona (QA), que también puede estar relacionada con
posibles modificaciones en la actividad fotoquimica (Schansker et al., 2005).

Nuestros resultados concuerdan con los siguientes autores, donde ellos igual
observan una caida de la fluorescencia de clorofila, documentando que esta caida se
debe a un dafio oxidativo de las membranas del cloroplasto, realizando una inhibiciéon
de la biosintesis de clorofila, esto ha sido bien documentados en respuesta a niquel
(Nagajyothi et al., 2009; Pandey y Singh, 2011; Talukdar, 2011). Por otra parte,
Fabrizio et al., (2015), al evaluar la fluorescencia de clorofila y a la par fotosintesis en
plantas de Amarantus paniculatus en concentraciones crecientes de niquel (0, 25, 50,
100 y 150 uM de NiCly), los autores reportaron un dafio bien marcado en la
fluorescencia de clorofila ante la exposicién al niquel a partir de la concentracion de 50
UM de Ni. Esto concuerda con nuestros resultados, ya que la fluorescencia de clorofila
es mas susceptible a dafios en sus centros de reaccion. Por otra parte, la disminucion
progresiva de la fluorescencia de clorofila, al valor mas bajo en las plantas de S.
minima al maximo tiempo de exposicion (144 horas), represento el 64%, esto en
relacion con las plantas control. Correlacionamos la fluorescencia de clorofila con la
acumulacién progresiva del niquel en sus hojas, observandose una muy buena
correlacién entre ambos parametros de r?> = 0.97. Es importante resaltar que, en
nuestro estudio, la fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) fue mas susceptible en presencia

al Ni, que fotosintesis (Pn), donde el transporte de electrones en los tilacoides,
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posiblemente sea el mas afectado en respuesta a niquel, donde el flujo electrénico
entre el fotosistema Il (PSIl) y | (PSI) pudiera verse alterado, al igual que el estado
reductivo de los aceptores del PSI. Implicando que el estado redox de los aceptores
del PSI pudiera limitar 0 en su caso alterar el transporte electrénico. Por otro lado,
Schroder et al., (1994), evaluaron plantas de Spinacia oleracea en presencia de 100
UM de CuSO4 encontrando que el cobre bloquea el transporte de electrones en
diferentes sitios del fotosistema Il, a nivel del centro de reaccion, de la quinona (QB) y

de la tirosina de la proteina D1.

En cuanto al rendimiento cuantico del fotosistema Il (PPSII), que mide la proporcion de
energia absorbida, dandonos una aproximacién del transporte lineal de electrones en
su funcion fotosintética (Stirbet et al., 1998; Maxwell et al., 2000; Gonzalez et al., 2008;
Wang et al., 2009). Nosotros investigamos el efecto del niquel en plantas de S.
minima. Observamos que a los primeros tiempos de exposicion al niquel (24 a 48
horas), el dafio en el transporte de los electrones no esta siendo afectado en
comparacion con los tiempos mas prolongados al metal (96 y 144 horas),
observandose un gran contraste en la cinética del transporte de los electrones en la
fluorescencia, lo que nos indica que a tiempos prolongados las plantas de S. minima
podria estar sufriendo un dafio muy marcado en sus propiedades estructurales y
funcionales relacionados con la fluorescencia de clorofila (Fv/Fm). Varios autores
informan que lo que puede estar sucediendo es una inactivacion de los centros de
reaccion del PSIl, relacionado con el descenso del transporte de electrones,
produciendo un fuerte dafio en su mecanismo de regulacion (Sersen et al., 1998; Arora
et al., 2002), de tal manera que a tiempos muy pronunciados al niquel (144 horas) las
plantas de S. minima pareciera no estar disipando el exceso de energia de las
moléculas de clorofila, pero también que el transporte de electrones. Por otra parte, en
un estudio realizado por Qufei et al., (2009), en plantas de Spirodela polyrrhiza en
presencia de Pb, observaron, una disminucion en la eficiencia del transporte de los
electrones, donde el complejo pigmento-proteina fue alterada, observandose este
dafio en el transporte de los electrones causando dafio en la estructura y funcién de
PS Il. Esto nos podria llevar a pensar que a tiempos largos de exposicion (96 y 144
horas), las plantas de S. minima estan sufriendo este dafio en el transporte de los
electrones, donde posiblemente este dafio en la disipacién de la energia esta siendo
afectada, esto a la par con un dafio directo en las proteinas fotosintéticas. Por otra
parte, en un estudio realizado por Mazur et al., 2016), en plantas de Sinapis alba L.,
evaluaron el grado de toxicidad de talio, a una concentracién de 1,000 ug L* de TI,

observando una disminucion sustancial de las proteinas del nucleo del fotosistema Il
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(PS 1), esto ademas de una oxidacibn masiva de los pigmentos fotosintéticos,
conllevando a las plantas a presentar un rendimiento cuantico bajo, en presencia del
metal. Por otra parte, hay una gran cantidad de evidencias que indica un efecto directo
de los metales pesados sobre las reacciones fotoquimicas. Los metales pesados, si
estan presentes en cantidades excesivas, afectan a las proteinas y sus funciones a
través de la union a residuos de histidina, triptéfano y tirosina o la funcién fotoquimica
de los complejos clorofila-proteina al interactuar con metales funcionales y, en
consecuencia, el flujo de electrones fotosintéticos (Kalaji y Loboda, 2007; Maksymiec,
2007). Esto ademas de que ciertos iones metalicos (Cu, Cd, Pb Ni y Zn) afectan
indirectamente a la fotosintesis mediante la inhibicién de las enzimas para la sintesis
de la clorofila, RuBisCo y otras enzimas del ciclo de Calvin (Mishra y Dubey 2005;
Parmar et al., 2013). Por otra parte, en la curva bifasica de fluorescencia de clorofila
observada nos sugiere un aumento de electrones en centro de reaccion del PSII,
siendo que este transporte de electrones se ve reducido en plastoquinona (QA) a
plastocianina (QC), donde la plastoquinona no es capaz de transferir estos electrones
(Strasser et al., 2004; Liu et al., 2008; Cenkci et al., 2010; Pan et al., 2010; Perreault et
al., 2014). Este aumento de la acumulacion de los electrones lo observamos
aproximadamente en el tiempo 1le® (ms) en todos los tiempos en que las plantas
fueron expuestas al niquel, lo que posiblemente se pudiera deber a una saturaciéon de
los electrones, donde podrian sufrir los centros de reaccion un cambio estructural
evitando que estos alcancen su maximo estado de oxidacion y reduccién en el nimero
de centro de reacciéon. Sin embargo, es importante enfatizar que para tener una idea
mas clara de lo que esta sucediendo en los centros de reaccion ante la exposicion al
niquel en las plantas de S. minima faltarian aplicar mas algoritmos a los datos
obtenidos. El aumento de los electrones se ve reflejada a partir del tiempo de 1e2 (ms)
lo que nos reflejdn una reduccion en resto de la cadena de transporte de electrones
después de que Qa es reducido (Schansker et al., 2005). En un estudio realizado por
Oukarroum et al., (2015), en plantas de Lemna gibba L en respuesta a niquel (1000
mg-L?) observaron este aumento de los electrones en los centros de reaccién. Por otra
parte, Wodala et al., (2012), evaluaron en plantas de guisantes la energia fotoquimica
ante la exposiciéon a 50 uM de cobre y 5 uM de cadmio, donde ellos de igual manera
observaron una disminucion en el transporte de los electrones muy marcada en las
plantas tratadas con ambos metales a las que las plantas fueron expuestas, esto en

comparacion con las plantas control.

Por otra parte, al evaluar el indice de rendimiento (Pl ass), que mide la conservacion de

la energia de los fotones absorbidos por el PSIl y la reduccion de aceptores de
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electrones inter-sistema, es un parametro muy sensible para determinar el transporte
de electrones. Pudimos observar que el transporte de los electrones no se ve afectado
en las plantas de S. minima a tiempos cortos de exposicion al niquel, donde podemos
observar que el rendimiento cuéntico obtenidos en el transporte de los electrones fue
alterado desde las 12 horas de exposicién al Ni a partir de esta hora, se puede
suponer que los electrones de la cadena de transporte habian potencializado la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), especialmente O-, en presencia de
iones metdlicos, tales como Ni?*, se pudo iniciar una serie de reacciones que
resultaran en la formacién de OH en la reaccion de Haber-Weiss y otras especies
destructivas, tales como lipoperéxidos (Bowler et al.,1992). Las ROS, pueden ser
altamente destructivas, ya que pueden inducir lesiones graves en varios componentes
celulares, incluyendo los lipidos, proteinas, carbohidratos y &cidos nucleicos, que
pueden conducir a varios tipos de alteraciones morfologicas, bioquimicas y fisiolégicas
que afectan crecimiento de las plantas y el desarrollo de la misma. Por otra parte,
Cuchiara et al., (2015), estudiaron en el indice de rendimiento fotosintético en plantas
de patata en presencia de 0.123 y 0.164 mM de CuSo., donde observaron que el Pi
ags fue alterado por altas concentraciones de cobre, concluyendo que los metales
pesados en este caso el cobre tiene efectos negativos sobre el transporte de
electrones, incluso en tiempos cortos de exposicion. Ya que al igual que nosotros,
ellos observaron una caida de Pi ags, desde las 12 horas de exposicion al metal. Por
otro parte, Nagy y Proctor, (2001), evaluaron en plantas de Cochlearia ssp, el
rendimiento cuantico en presencia de 10 y 25 pmol L de Fe y Ni, donde observaron
gue el rendimiento cuantico es muy susceptible en presencia de metales pesados. En
un estudio realizado por Mathur et al.,, (2016), en plantas de Triticum aestivum a
concentraciones crecientes de Cr, observaron que el Pl ags disminuyo alrededor de 35,
50 y 54% con 100, 200 y 300 uM de Cr, respectivamente, al séptimo dia de
exposicion. Esto demuestra que las reacciones fotoquimicas fueron afectadas con el
aumento de las concentraciones Cr, en su caso nosotros observamos una disminucién
con el aumento de los tiempos de exposiciéon al Ni. Sin embargo, ellos evaluaron los
centros de reaccion para tener una idea mas clara de la disminucion fotoquimica. En
un estudio realizado Mallick y Mohn, (2003), evaluaron la toxicidad fotoquimica del
fotosistema 1l (PSIl), en la micro-alga Scenedesmus obliquus, en presencia de
diferentes metales pesados (Cu, Cr, Ni, Cd y Zn), donde no solo encontraron
afectaciones en la fluorescencia de clorofila, sino también en el rendimiento cuantico y
por lo consiguiente en el transporte de los electrones en presencia de los metales
pesados, concluyendo que Fv/Fm es una poderosa herramienta para la investigacion

del estrés por metales pesados.
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2.19.4 EFECTO DEL Ni SOBRE SOBRE LA PEROXIDACION LIPIDICA EN
MEMBRANAS (MDA) Y EL CONTENIDO DE PROLINA EN PLANTAS DE S.

minima

El nivel del contenido de malondialdehido (MDA), ha sido considerado como indicador
del estrés oxidativo, en respuesta a metales pesados, como sabemos MDA es un
producto de peroxidacion de lipidos (Pandey y Sharma, 2002; Gajewska y
Sktodowska, 2006; Yilmaz et al., 2011). Los cambios observados en la peroxidacion
lipidica nos indican cambios en el contenido de MDA. Cuando las plantas de S. minima
fueron sometidas a un estrés oxidativo ante la exposicion a niquel, se observé que el
contenido de MDA incremento desde tiempos muy cortos, presentandose de manera
ascendente hasta concluir las 144 horas de exposicidn, indicAndonos que esta
acumulacién de MDA en los diferentes tejidos de las plantas de S. minima se present6
significativamente con el aumento de los tiempos de exposicidon, ciertamente este
aumento del contenido de MDA en los tejidos de la planta podria conllevar a
alteraciones en la funcionalidad de las membranas y el equilibrio de la misma
(Gajewska y Sktodowska, 2006; Gajewska et al., 2007; Llamas et al., 2008).

El nigquel, como otros metales pesados, podria activar una via de sefializacién de
estrés mediada por ROS (Pandolfin et al., 1996; Dat et al., 2000), provocando la
alteracion del estado oxidativo de las células vegetales, conllevando a una
desnaturalizaciébn de membrana y proteinas (Maheshwary et al., 2009). La induccion
de una ruta de sefializacion de estrés oxidativo podria explicar el aumento en el
contenido de ROS, segun lo observado por Fabrizio et al., (2015), donde observaron
en plantas de Amaranthus en presencia de 150 uM de NiCl,, un dafio considerable a
través de la peroxidacion de los componentes lipidicos de las membranas. Por su
parte Wang et al., (2011), evaluaron en plantas de Medicago sativa en presencia de
100 uM de Cu, una pérdida de la integridad de la membrana celular, relacionada con
una acumulacion de ROS y peroxidacion de lipidos. Aunque en las plantas de S.
minima, en respuesta a Ni no evaluamos los contenidos de ROS, estamos casi
seguros que existe una fuerte relacion del contenido de ROS con la peroxidacion
lipidica y por lo consiguiente una alta correlacion en la toma de niquel tanto en MDA,

como en el contenido de ROS.

Por otra parte, Baccouch et al., (2001), reportaron en un estudio en plantas de Zea

mays expuesta a 250 puM de NiCl;, que Ni produce un estrés oxidativo, esto
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observdndose en la respuesta significativa en la peroxidacion lipidica de la planta,
donde el contenido de MDA se dispard, con el aumento de los tiempos de exposicion
al niquel, muy similar a lo observado en nuestros resultados. Sin embargo, es
importante mencionar que en nuestros resultados observamos significativamente un
mayor contenido de MDA a los maximos tiempos de exposicion (96 y 144 horas) en
raices que, en hojas, similar a lo reportado por Cardoso et al., (2016), donde ellos
observaron en Crotalaria juncea ante la exposicién al niquel el aumento de la
peroxidacion lipidica en membranas, significativamente mayor en raices que en hojas.
Este aumento significativo en la peroxidacion lipidica de membrana en las raices,
también fue observado en plantas de Lemna giba en presencia de 20 mg L de Ni
(Yilmaz y Parlak, 2011). En nuestros resultados observamos un incremento
ascendente en el contenido de MDA, hasta el maximo tiempo de exposicion al niquel
en raices, que fue del 86 % en relacion con las raices control, siendo que para el caso
de las hojas al maximo tiempo de exposicion observamos un incremento del 77 % en

el contenido de MDA en relacion con las hojas control.

Por otra parte, sabemos que prolina es uno de los solutos compatibles que se acumula
en mayor cantidad en condiciones de estrés, comparado con otros aminoacidos, lo
gue indica que en estas condiciones es posible que la prolina sea sintetizada en
células fuente y se transporta a tejido de demanda, conocido como zona de estrés,
usando energia proporcionada por compuestos organicos (Hare et al., 1997). De
acuerdo a los resultados obtenidos en el contenido de prolina en las plantas de S.
minima en respuesta al niquel, nos sugieren que este osmolito podria tener un papel
importante en la osmoregulacion en las plantas de S. minima en presencia de 40 uM
de niquel, donde la sintesis de prolina pudiera, estar implicada en la tolerancia al
estrés por déficit de agua (Hare y Cress, 1998), salinidad (Rhodes et al., 2002; Munns,
2005), bajas temperaturas (Naidu et al., 1991). Ademas de actuar como osmolito para
el ajuste osmotico, prolina contribuye a la estabilizacion de sub- estructuras celulares,
como por ejemplo membrana y proteinas. Por otro lado, el papel osmoregulador de
prolina en respuesta al estrés por niquel ha sido bien documentado (Pandey y
Sherman, 2002; Gajewska y Sklodowska, 2006). Al igual que la respuesta de prolina
en otros metales pesados como es el caso de Alia y Saradhi, (1991), donde ha estudio
el contenido de prolina en plantas de Cajanus cajan y Vigna mungo en respuestas a
Cd, Co, Zny Pb, encontrando un aumento del contenido de prolina con el aumento de
los tiempos de exposicion. Por otro lado, Kastori et al., (1992), han evaluado el
contenido de prolina en plantas de Helianthus annuus en respuesta a Pb, Cd, Cuy Zn.

Siendo que Bassi y Sharma, (1993), han evaluado el contenido de prolina en plantas
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de Triticum aestivum en respuesta Zn y Cu. Por otra parte, el contenido de prolina
observado en los diferentes tejidos de las plantas de S. minima, en presencia de 40
UM de niquel, se presenté de manera ascendentes con una acumulacion significativa
desde el primer tiempo de exposicion al cual las plantas de S. minima fueron
expuestas para este experimento (24 horas). En nuestros resultados pudimos observar
gue el contenido de prolina fue significativamente mayor en raices que en hojas en
todos los tiempos de exposicion al que las plantas fueron expuestas al niquel. En un
estudio realizado por Bassi y Sharma, (1993), en plantulas de Triticum aestivumun, al
ser expuestas a una concentracion de 10 ppm de Zn, observaron que el contenido de
prolina fue significativamente mayor en raices que en hojas, donde su aumento fue
progresivamente mayor de acuerdo al tiempo de exposicion. El patron en el contenido
de prolina fue muy similar al que nosotros observado en las plantas de S. minima,
siendo que observamos un mayor contenido de prolina en las raices en todos los
tiempos evaluados y un aumento significativo en el contenido de prolina en los
diferentes tejidos de S. minima, con el aumento de la concentracion interna de niquel
en la planta. Este aumento significativo en el contenido de prolina también fue
observado por Karimi et al., (2015), en plantas de Cynara scolymus en presencia de
diferentes concentraciones de Pb (100 y 150 pM). En nuestro estudio posiblemente
este aumento significativo del contenido de prolina en los tejidos de las plantas de S.
minima en respuesta a niquel, esté involucrado en mantener la turgencia celular o
equilibrio osmético, al igual que podria estar involucrado en contribuir a la
estabilizacién de las estructuras subcelulares de membranas y proteinas, al igual que
esté involucrado a eliminar especies reactivas de oxigeno (ROS), durante el estrés
osmdtico al que las plantas sean sometidas, donde los niveles excesivos de ROS, dan
como resultado dafio oxidativo a las plantas, por ejemplo, dafio en los acidos
nucleicos, la oxidacién de proteinas, lipidos y la degradacion de los pigmentos
fotosintéticos (Schitzendibel et al.,, 2002; Mourato et al., 2012; Zarei et al., 2012;
Sreekanth et al., 2013). Por otro lado, los informes indican que prolina es responsable
de barridos de ROS y otros radicales libres (Bohnert, 1995; Okuma et al., 2004; Chen
y Dickman, 2005). En un estudio realizado por Cuin y Shabala, (2007), en plantas de
Arabidopsis thaliana, en presencia de 5 mM de cobre, donde las plantas estuvieron
expuestas al Cu durante una hora de exposicion, para posteriormente aplicar prolina
de manera exdgena, donde los autores observaron una reduccién muy importante en
los niveles de ROS en las plantas. La capacidad de limpieza antioxidante de prolina
podria ayudar a mantener el equilibrio original entre la produccién y la disminucién de
las especies reactivas de oxigeno, restableciendo asi la homeostasis redox. Sin

embargo, cuando las plantas son sometidas a concentraciones altas de metales
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pesados y a largos tiempos de exposicion, es posible que esta homeostasis se salga
de control, produciendo muerte celular (Polle y Rennenberg, 1993; Vangronsveld y
Clijsters, 1994; Weckx y Clijsters, 1997).

2.19.5 EFECTO DEL Ni EN POTENCIALES: Yw, Y& EN PLANTAS DE S.
minima

El estado hidrico (Ww), de una planta y la magnitud del estrés es comiUnmente
caracterizado por el potencial hidrico, donde puede considerarse un sindrome
complejo, integrado por una numerosa serie de procesos, algunos de los cuales son
deletéreos y otros son adaptativos (Chaves et al., 2002). Por lo tanto, es virtualmente
imposible pormenorizar la totalidad de los procesos que son afectados por el estrés en
presencia de niquel. Sin embargo, decidimos evaluar el potencial hidrico en las plantas
de S. minima en presencia de 40 uM de niquel, donde los datos obtenidos al evaluar el
potencial hidrico (WYw), nos sugieren que el Ww se ve afectado a tiempos cortos de
exposicion, donde hasta cierto punto, el niquel, podria estar afectando la membrana
de las raices, esto conduciendo a una limitacién en la toma del agua en el medio.
Muchos autores han informado en diferentes estudios que el Ni induce disminucion en
el contenido de agua (Sheoran et al.,, 1990; Bishnoi et al., 1993; Molas, 1997,
Kevresan et al., 1998; Schickler y Caspi, 1999; Pandey y Sherman, 2002; Gajewska y
Sktodowska, 2006). Por otra parte, Bishnoi et al., (1993), informaron en un estudio
realizado en plantas de Triticum aestivum, después de cuatro dias de exposicién a una
concentracion de 10 mM de Ni, que las plantas de trigo, presentaron una disminucién
en el contenido del agua, produciendo un potencial hidrico mas negativo, por lo que
los autores concluyen que esta disminucion en el contenido de agua es parte de un
mecanismo de defensa que las plantas emplearon, hasta cierto punto para limitar la
toma de Ni en el medio al que fueron expuestas las plantas. Posiblemente los valores
tan negativos que observamos en el potencial hidrico en las plantas de S. minima en
presencia de niquel se deba, hasta cierto punto a una limitacién de la toma del agua
en el medio, como consecuencia a la exposicion a largos tiempos al metal, tal como lo
reporta Bishnoi et al., (1993). En un estudio realizado por Llamas et al., (2008), en
plantas de arroz ante la presencia de 0.5 mM niquel, los autores observaron
alteraciones y desbalance en el contenido del agua en las raices, de las plantas,
concluyendo que las relaciones hidricas en la planta estan siendo afectadas ante la
presencia de Ni. Por tal motivo Jones et al., (1988), han utilizado la disminucién del

agua como un indicador de la toxicidad por niquel, ante un posible ajuste osmético,
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previo estudio fue realizado en plantas de Betula papvrifera Marsb en presencia de 85
UM de Ni a 21 semanas de exposicion. En otro estudio realizado por Singh y Tewari,
(2003), evaluaron las plantas de Brassica juncea en presencia de 500 ppm de Cd,
donde observaron una importante acumulacién de prolina desde el primer tiempo de
exposicion al Cd, donde ellos concluyen que la rapida respuesta de este osmolito es
un indicador de estrés hidrico. De acuerdo a los resultados obtenidos en el potencial
hidrico en las plantas de S. minima podemos concluir que las plantas, en efecto estan
sufriendo un estrés hidrico en presencia de 40 uM de Ni. Por otro lado, con la finalidad
de conocer que esta pasando en el potencial hidrico de las plantas decidimos evaluar
a la par el potencial osmético (W) en las plantas de S. minima. Donde observamos,
una caida muy rapida en el potencial osmético a partir de las 3 horas de exposicién al
niquel. Las plantas de S. minima podrian estar realizando un ajuste osmético, siendo
gue este ajuste osmético se da cuando, hay un aumento en el nimero total de
moléculas osméticamente activas, o con el aumento de otros compuestos que podrian
participar en la osmoregulacion (prolina, glicina betaina, manitol, poliamidas, trehalosa,
potasio, etc.), por tal motivo decidimos evaluar a la par el contenido de prolina en la
plantas de S. minima, como un posible mecanismo de osmoregulacion bajo el estrés
por niquel. Donde observamos un aumento significativo en el contenido de prolina
desde el primer tiempo de exposicion al que las plantas fueron expuestas al niquel, lo
que nos indica que el contenido de prolina efectivamente esta realizando un ajuste
osmdético en las plantas de S. minima, ya que desde el primer tiempo de exposicion
observamos un potencial osmético muy negativo con una caida bastante rapida desde
las tres horas de exposicién al niquel, lo que nos ayuda a justificar el papel que
desempefia prolina, ante un ajuste osmotico en las plantas de S. minima en presencia
de niquel. La funcién principal de los solutos compatibles, como es el caso de prolina,
es evitar la pérdida del agua y de cierto modo mantener la turgencia celular, pero
también tiene otras funciones como son, proteccién de enzimas, proteccién en la
integridad de la membrana, ademas de ayudar a la eliminacién de radicales libres bajo
condiciones de estrés, ya que prolina puede funcionar como osmoprotector y
osmorregulador (Sharmila y Pardha, 2002; Pavlikova et al., 2007). Por otra parte, otros
autores han informado que varias especies de plantas cuando son sometidas a niquel
presentan estrategias adaptativas involucradas en un ajuste osmotico (Severne, 1974;
Bhatia et al., 2005). Donde posiblemente la rapida respuesta de aumento en el
contenido de prolina que observamos en las plantas de S. minima, se deba a un ajuste
osmotico en presencia de niquel. En un estudio realizado por Mohammad et al.,
(2009), evaluaron el papel de prolina, ante un posible ajuste osmaético en plantas de

Nicotiana tabacum en presencia de 100 M de Cd, donde los autores confirman la
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importancia de este osmolito como osmoregulador en las plantas de tabaco en altas
concentraciones de cadmio. Por otro lado, los resultados obtenidos en el potencial
osmdtico nos podrian indicar que las plantas de S. minima estan realizando un ajuste
osmdtico para mantener el potencial de turgencia y evitar plasmolisis y muerte celular.
Morgan, (1984), indica que el mantenimiento de la turgencia en el ajuste osmético es
una importante adaptacién fisiolégica de las plantas para minimizar los efectos
perjudiciales del déficit hidrico. En las correlaciones entre la toma del niquel, contra los
potenciales (Ww, Wn), en las plantas de S. minima encontramos altas correlaciones,
por ejemplo, la toma del metal, contra el potencial osmético, encontramos una
correlacion de r> = 0.98 y para la toma de Ni, contra el potencial hidrico encontramos

una correlacion de r2= 0.95.

2.19.6 EFECTO DEL Ni EN EL CONTENIDO DE PROTEINAS TOTALES Y EN EL
CONTENIDO DE GSH EN PLANTAS DE S. minima

Esta bien documentado que el glutation (GSH) es un metabolito considerado como
uno de los mecanismos de defensa mas importante contra ROS, inducidas por la
presencia de metales pesados, ademas de que GSH esta involucrado en funciones
vitales como el transporte y almacenamiento de azufre reducido, la proteccién contra
metales toxicos y desintoxicacion de xenobidticos (Mittler, 2002; Blokhina et al., 2003).
Ademas de que GSH estd implicado en mecanismos de defensa celular contra el
estrés oxidativo (Verbruggen et al., 2009). Por tal motivo evaluamos el contenido de
glutation como un posible mecanismo de desintoxicacién en las plantas de S. minima
en respuesta a niquel. Donde observamos en nuestros resultados un incremento en el
contenido de GSH, al igual que proteinas totales en ambos tejidos de la planta (hoja y
raiz), al primer tiempo de exposicién (3 horas), como una posible respuesta a algun
mecanismo de desintoxicacién, ya que el aumento de GSH, como el de las proteinas
totales, se observod desde el primer tiempo de exposicion al niquel, lo que nos lleva a
pensar que GSH podria jugar un papel importante en el mecanismo de desintoxicacién
celular en las plantas de S. minima. Por otra parte, Wang et al., (2004), evaluaron el
contenido de GSH en plantas de Brassica juncea, a una concentracion de 16 uM de
cobre, aun tiempo de exposicion de 96 horas, observando un aumento de GSH, desde
el primer tiempo de exposicién (3 horas), con un contenido de GSH en hojas de 42-68
nmolg? y en raices un contenido de GSH de 86-110 nmolg?®. Por otro lado, el
comportamiento de GSH fue muy similar al que observamos en las plantas de S.
minima, con un incremento en el contenido de GSH en los diferentes tejidos de la

planta (hoja y raiz), desde el primer tiempo de exposicién al Ni. Drazkiewicz et al.,
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(2003), evaluaron la respuesta antioxidante de Arabidopsis thaliana, en respuesta a
concentraciones crecientes de Cu (50 y 100 uM), a diferentes tiempos de exposicion
(1, 3 y 7 dias), donde observaron un alto contenido de GSH, al tercer dia de
exposicion, presentandose de manera descendente hasta al séptimo dia de exposicion
al Cu. Los valores de GSH en hojas al tercer dia de exposicion entre 100 y 200 nmol-g
1 similar a lo que observamos en nuestros resultados. Por otro lado, Shanker et al.,
(2003), evaluaron el contenido de GSH en plantas de Vigna radiata L., a una
concentracion de 50 M de Cr, a diferentes tiempos de exposicion (4, 12, 24 y 96
horas), donde observaron un incremento en el contenido de GSH desde el primer
tiempo de exposicion (4 horas), con una disminucién a partir de las 24 horas de
exposicion, confirmando el papel antioxidante de GSH, en la eliminacién de perdxido
de hidrogeno (H202). Por otro lado, sabemos que la biosintesis de GSH juega un
papel fundamental en la tolerancia al estrés oxidativo en las plantas expuestas a Ni
(Freeman et al., 2004; Hossain et al., 2012) y a otros metales pesados (Singh et al.,
2006; Yang et al., 2007; Zhen et al., 2007; Verbruggen et al., 2009; Gill y Tuteja, 2010;
Estrella et al., 2012; Sun et al., 2013). Por otro lado, pudimos observar que el
contenido de GSH, como el de proteinas totales disminuyeron con el aumento de los
tiempos de exposicion, siendo que para el caso de GSH, posiblemente se deba a que
GSH es el antecesor de la sintesis de fitoquelatinas (PC) llevandonos a pensar que
esta disminucién en el contenido de GSH a tiempos largos de exposicién, se pudiera
deber a que se pudiera estar sintetizando fitoquelatinas en las plantas de S. minima
como posible mecanismo de desintoxicacion citosoélica ante la presencia de niquel, lo
cual nos podriamos apoyar de otros estudios donde confirman que la disminucién del
contenido de GSH se debe a que es el precursor de las PCs (Grill et al., 1989; Zenk,
1996; Di et al., 2005; Sarry et al., 2006; Kieffer et al., 2008; Hradilova et al., 2010;
Semane et al., 2010; Ahsan et al., 2012; Estrella et al., 2012). Por otro parte Shgerri et
al., (2004), evaluaron el contenido de GSH, en plantas de Raphanus sativus,
expuestas a 15 uM de Cu por 10 dias de exposicion, observando que los niveles de
GSH se presentaron de manera descendente como el aumento de los dias de
exposicion al Cu, concluyendo que esta disminucién en el contenido de glutation, se

debe al incremento de la biosintesis de fitoquelatinas en la planta.

Por otro lado, sabemos que las proteinas participan en diferentes procesos bioldgicos
como pudiera ser metabolismo, transporte, regulacion de procesos bioldgicos,
homeostasis redox y respuesta al estrés (Wang et al., 2004; Ahsan et al., 2008; Kieffer
et al., 2009; Hradilova et al., 2010; Rodriguez et al., 2010; Sharmin et al., 2012). Por tal

motivo evaluamos el contenido de proteinas totales, con el fin de saber el contenido de
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proteinas que se pudieran estar expresando en las plantas de S. minima en respuesta
a Ni. Sin embargo, para conocer que proteinas pudieran estarse expresando en los
diferentes tejidos de la planta faltaria hacer estudios mas rigurosos como pudiera ser
el de protedmica, donde sabemos que la regulaciéon de las proteinas ha sido bien
documentada en estudios proteomicos en respuesta a metales pesados (Ahsan et al.,
2008; Zhang et al.,2009). Por otra parte, Kieffer et al., (2008), evaluaron la expresion
de las proteinas en plantas de Populus alba en presencia de 20 M de Cd, donde
observaron, que el contenido de proteinas se present6 de manera descendente con el
tiempo de exposicién a la que las plantas fueron expuestas, concluyendo que esta
disminucion de las proteinas se debid a que las proteinas fueron requeridas para
hacer frente al estrés oxidativo en las plantas de dlamo en presencia del Cd. Por otra
parte, Hernandez, (2001) en un estudio realizado en plantas de avena sativa
expuestas a 10 ppm de cadmio, observaron un aumento por encima del 50% del
contenido de proteinas totales en las plantas tratadas con el metal, en comparacion
con las plantas control. De acuerdo a los resultados obtenidos los autores hacen
énfasis a que el aumento de las proteinas totales se encuentra fuertemente
relacionado con algun tipo de respuesta que las plantas estan presentando para hacer
frente al estrés al que han sido sometidas.

En cuanto a la participacion de las proteinas en la tolerancia a metales pesados
Heckathorn et al., (2004) observaron que el efecto del Pb y del Ni en dos variedades
de Agrostis stolonifera produjeron un mayor contenido de proteina, donde de acuerdo
al autor, estos resultados muestran una funcidon especifica de proteccion de las
proteinas frente al estrés causado por metales pesados en planta. Por otra parte,
Hussain et al., (2013) observaron algo similar a nuestros resultados, ya que ellos
identificaron una reduccion de proteinas totales en plantas de Zea mays al ser
sometidas a una concentracion de 200 mM de nitrato de plomo luego de estar
expuesta a 14 dias de evaluacion, en comparacion con las plantas control. Los autores
concluyen que la presencia de plomo en la planta de maiz, no solo afecta el contenido
de proteinas totales, sino también afecta a la fisiologia de la planta, al igual que al
crecimiento de la misma, atribuyéndole que esto posiblemente esté relacionado con un
dafo directo en la sintesis del ADN. Por su parte, Maitra y Mukherji, (1977) en cultivos
de arroz demostraron que este efecto podria ser explicado por la considerable
reduccion de la sintesis de ADN y ARN, de las plantas sometidas a concentraciones

crecientes de plomo.
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2.20. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo indican que la captacion de niquel provoca dafio
inmediato en la fisiologia de la planta, después de hiperacumular 6 mg.g'l PS de Ni,

gue es a partir de las 72 h de exposicién.

Altas concentraciones de Ni provocan dafio en la permeabilidad de la membrana,
particularmente en las raices, fue seguido por una disminucién adicional en la
fotosintesis, que posiblemente esté relacionado con un cierre estomatico inducido por
Ni, reduciendo la disponibilidad de CO,, ademés de un posible dafio en el transporte
de los electrones.

La disminucion de crecimiento en la planta, posiblemente se deba a un incremento en
la tasa respiratoria que posteriormente conllevo a una pérdida de biomasa y una
consistencia fragil de las plantas. En cuanto a los sintomas de toxicidad observados (a
partir de las 72 h), podria ser resultado de muerte celular a periodos largos de
exposicion al Ni.

El Ni produjo efecto negativo en el contenido del agua en las plantas. Presentando
algun tipo de dafio en las membranas (posiblemente en raices), limitando la toma del
agua en el medio como un posible mecanismo de las plantas para contrarrestar el

dafio por niquel.

El aumento del potencial osmético de las plantas podria deberse a que prolina pudiera
estar jugando un papel importante (ajuste osmético), evitando una plasmdlisis,
permaneciendo turgente las células de la planta ante periodos largos de exposicién al
Ni.

El aumento del contenido de proteinas y glutation juegan un papel importante, como
mecanismos de tolerancia de las plantas de S. minima en respuesta al Ni. En
cualquiera de los casos, se requieren mas estudios para comprender mejor la

complejidad de los efectos de los metales sobre procesos fisioldgicos.
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CAPITULO lIl. DISCUSION GENERAL, CONCLUSIONES Y PERPECTIVAS

3.1. DISCUSION GENERAL

Los resultados de la presente tesis, corroboran que S. minima es capaz de tomar una
gran cantidad de niquel en sus tejidos, principalmente en sus raices. Presentandose
una toma bifasica, con una primera toma rapida (a partir de las 3 h de exposicion,
Figura 2.2) seguida de una toma lenta y més tardia (después de las 12 h) hasta
concluir el experimento 144 h.

Nuestros datos fisiolégicos indican que las plantas de S. minima no manifiesta una
afectacién a tiempos cortos de exposicion a Ni (3-24 h). Sin embargo, a partir de las 72
horas de exposicion al Ni, se observd una disminucion en la eficiencia de flujo de
fotones en fotosistema I, alteracion en las relaciones hidricas (Ww, W), peroxidacion
lipidica (posiblemente dafioc en membrana), a tiempos largos de exposicion,
observandose una alta correlacion entre el grado de dafio fisiol6gico, con el contenido
interno del metal, sobre todo cuando se incrementa el contenido interno de niquel en
las plantas de S. minima (de 4 mg.g* PS de Ni). A concentraciones menores a los 4
mg.g! PS de niquel las plantas de S. minima no presentan alteraciones en su
fisiologia y es importante mencionar que esta toma de los 4 mg.g* PS de Ni lo registra

a las 24 h de exposicién.

De acuerdo a los datos obtenidos nos atrevemos a concluir, que después de las 24 h
de exposicion al Ni, las plantas de S. minima empiezan a percibir el estrés en
respuesta al metal. Siendo mas evidente este estrés a las 72 horas de exposicion,
registrando una toma del metal por encima de los 6 mg.g* PS de Ni. Sin embargo, el

estrés es més evidente a las 96 y 144 h de exposicion.

Los metales pesados a nivel téxico tienen la capacidad de interactuar con varias
biomoléculas celulares como las proteinas nucleares y el ADN, lo que conlleva al
aumento excesivo de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Esto provoca graves
anomalias morfologicas, metabdlicas y fisiologicas en plantas que van desde la
clorosis, disminucién de biomasa, peroxidacion de lipidos, dafio en membranas,
disminucion en la fotosintesis, afectacion en el transporte de electrones (en la fase de

luz), alteraciones en las relaciones hidricas, acompafado de una degradacion de
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proteinas, donde las plantas estan equipadas con un repertorio de mecanismos para

contrarrestar la toxicidad de metales pesados.

Los elementos claves de estos son los metales quelantes, como es el caso del Ni, que
forma el complejo metélico del glutation (GSH) o las fitoquelatinas (PCs), a nivel intra e
intercelular, que es seguido por la eliminacion de los iones metalicos de sitios
sensibles o el secuestro vacuolar del complejo ligando-metal. Los compuestos no
sintetizados enziméaticamente tales como la prolina (Pro) son capaces de fortalecer la
capacidad de desintoxicacion del metal de las enzimas antioxidantes intracelulares
(Figura 2.17). Por lo que las plantas de S. minima muestran una compleja red de
mecanismos homeostaticos que le pudieran servir para contrarrestar el dafio en

presencia de agentes toxicos, como es el caso del Ni.

PLANTA CONTROL (Solucidn libre de Ni)

HO  Ho

cITosoL

HO MO

PLANTA EXPUESTA A UNA CONCENTRACION DE 40
1M DE Ni (144 h)
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Figura 2.17 Modelo propuesto de la respuesta fisioldgica y bioquimica de S. minima
en respuesta a niquel. En (A) se presentan plantas control sin estrés alguno. En (B) se
presentan los cambios fisiolégicos y bioquimico de las plantas de S. minima en
respuesta a 40 pM de Ni por un tiempo de exposicion de 144 horas.
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3.2.

CONCLUSIONES

En conclusion S. minima Baker es un helecho hiperacumulador de niquel, ya
gue nuestros resultados indican que es capaz de bioacumular altas cantidades
de niquel en sus tejidos, logrando registrar una toma de metal de 10.7 mg.g*

PS. Estas plantas tienen un factor de bioconcentracién de 4,496.

En la respuesta morfoldgica pudimos observar que las plantas de S. minima
ante la exposicion a una concentracion de 40 uM de Ni, a tiempos de 3 hasta
48 horas, no presentaron algun sintoma de dafio aparente ni en hojas ni en
raices (imagen digital). Se present6 una ligera clorosis hasta las 96 horas de
exposicion. Sin embargo, se pudo observar que, a las 144 horas, las plantas de
S. minima presentaron una necrosis parcial, lo que nos ayuda a concluir que

las plantas presentan una alta tolerancia al niquel.

En relacién a la toma del metal pudimos apreciar que S. minima, registro una
alta toma de niquel, presentando una alta tolerancia, ya que por debajo de una
concentracion interna de 4 mg.g* PS de Ni, las plantas no presentan dafios de
toxicidad aparentemente, ni afectaciones a nivel fisiolégico a tiempos menores
de 48 horas de exposicion. Observandose una alta correlacién entre algunos

parametros fisiol6gicos, con el contenido interno del metal.

Fisiolégicamente, las plantas de S. minima no presentan una disminucion en la
eficiencia de flujo de fotones en fotosistema I, ni alteracién en las relaciones
hidricas (yw , yr), ni peroxidacion lipidica, y por lo consiguiente dafio en
membrana, a tiempos cortos de exposicion a Ni. Sin embargo, a tiempos largos
de exposicion (144 horas), si presentan afectaciones negativas en los
parametros anteriores, observandose una alta correlacion entre el grado de

dafio fisiolégico, con el contenido interno del metal.

Los datos obtenidos en MDA no nos refleja el dafio presente en membrana de
las plantas de S. minima ante la exposicion al niquel, en tiempos cortos de
exposicion, pero si a tiempos mas largos (48 y 72 horas), sugiriéndonos que, a

tiempos prolongados al metal, las plantas pueden estar sufriendo un estrés
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oxidativo, conllevando posiblemente a la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), mismas que se podrian estar contrarrestando con el aumento

significativo de prolina y GSH (a tiempos de 96 y 144 horas de exposicién).

El contenido de GSH y proteinas parecen, tener una respuesta importante en
los mecanismos de desintoxicacién de las plantas de S. minima ya que la
sintesis de ambas, presentan una alta correlacion con la concentracion interna

del niguel en la planta. Pero hace falta méas analisis al respecto.

A tiempos cortos (hasta 48 horas) de exposicién a Ni, las plantas parecen no
tener sintomas de estrés por este metal, es decir, las plantas no muestran dafo
ni en apariencia en diversos parametros de crecimiento y fisiol6gico, por lo que

se muestra tolerancia a este metal.
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3.3. PERSPECTIVAS

A partir del estudio y discusiones presentes, las perspectivas de trabajos futuros

podrian estar orientados en varias direcciones.

o Evaluar otros osmolitos que podrian estarse sintetizando en las plantas de S.
minima como posibles mecanismos de tolerancia como pudieran ser;
sacarosa, manitol, glicina-betaina en respuesta al estrés por niquel. A la par
se podria profundizar en evaluar enzimas antioxidantes como catalasa
(CAT), ascorbato peroxidasa (APX), superéxido dismutasa (SOD) en las

plantas en respuesta a niquel.

o Seria de importancia evaluar la actividad enzimética de GSH, al igual que el
contenido de PC y su actividad enzimética en los diferentes tejidos de la
planta

o Otras de las perspectivas de este trabajo seria el evaluar las expresiones de
los genes GS y PCs en plantas de S. minima en presencia de niquel, para
conocer si la expresion de estos genes en S. minima estan relacionados
con algin mecanismo de tolerancia en esta planta relacionados son GSH y

PC y de tal manera precisar su papel en los mecanismos de tolerancia a Ni.

o Seria importante evaluar la expresion de genes relacionados con los posibles
transportadores de niquel en las plantas de S. minima, esto con el fin de
conocer el camino de expresion de genes en respuesta a niquel, quienes
podrian estar involucrados en algin mecanismo de desintoxicacion y
tolerancia en la planta de S. minima en respuesta a este metal y estudiar si
estos transportadores le podrian estar generando algun tipo de tolerancia a

la planta.

o Seria de gran importancia realizar estudios proteomicos en las plantas de S.
minima en respuesta a niquel.

o También se sugiere realizar estudios de los cambios quimicos y estructurales
que sufre el Ni una vez que es absorbido por la planta, al igual que
proponer estudios relevantes donde podamos evaluar si una vez que el Ni

es absorbido pudiera ser recuperado para fines industriales.
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Otra de las perspectivas de este trabajo seria el realizar estudios de la
anatomia de S. minima, mediante microscopia electrénica, con la finalidad

de comprender como el Ni pudiera estar afectando a las diferentes

estructuras de la planta.
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