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1. INTRODUCCION

El suelo es, y ha sido a lo largo de la historia, un importante sumidero de
contaminantes emitidos por las actividades humanas; pero al mismo tiempo puede
actuar como fuente de contaminantes cuando interactua con el agua, con el aire y con
los seres vivos (Kabata Pendias, 2011; Mico y col., 2006). Esta relacion con ambos roles,
fuente y sumidero, entre el suelo y el resto de los compartimientos del ambiente hace
que el estudio de la contaminacidon de los suelos sea de alta prioridad ya que la
productividad de los mismos es fundamental para la supervivencia de la humanidad, y la
contaminacién puede comprometerla (Wienhold y col., 2004). La contaminacién de los
suelos por metales pesados resulta una de las formas de contaminacion mas
importantes, debido a sus elevados tiempos de residencia. A diferencia de los
contaminantes organicos, los metales pesados por ser elementos quimicos, no pueden
ser degradados. A esta caracteristica de persistencia, se suma el hecho de que se
acumulan a lo largo de las cadenas tréficas (bioacumulacion y biomagnificacién), con

graves consecuencias sobre el ecosistema y la salud humana (Wu y col., 2010).

Entre los metales pesados mas comunes que se encuentran como contaminantes
del suelo, el plomo (Pb) es uno de los mas téxicos y frecuentes (Cecchi y col., 2008;
Grover y col., 2010; Shahid y col., 2011). Este metal es ampliamente utilizado en varios
procesos industriales y se da como un contaminante en todos los componentes
ambientales. La prominencia de la contaminacion ambiental de Pb es el resultado de su
persistencia (Andra y col.,, 2009; Islam y col., 2008; Punamiya y col., 2010) y de sus
numerosas fuentes, del presente y del pasado. Estas fuentes incluyen la fundicién y la
combustién de gasolina con Pb, o aplicaciones de medios contaminados con Pb al suelo
(aguas residuales y fertilizantes) (Grover y col., 2010; Gupta y col., 2009; Piotrowska y
col., 2009).

La contaminacion del suelo con metales pesados implica medidas complejas y
costosas, necesarias para poder continuar utilizando el suelo como recurso (Becerril
Soto y col.,, 2007). En este contexto, la fitorremediacién se presenta como una
alternativa que contempla la conservacién del suelo. En particular, la fitoextraccion
aprovecha el potencial de las plantas para acumular el contaminante en sus tejidos

aéreos, tratandolos como residuos luego de la cosecha (Alvarez y Illman, 2006). Esta



tecnologia emergente tiene muchas ventajas sobre las tradicionales técnicas de
descontaminacion, especialmente cuando las plantas utilizadas son nativas o no
invasoras resultados favorables en términos de costo-beneficio, caracteristicas de valor
social y estético (Alvarez y Illman, 2006). El uso de plantas aromaticas, en lugar de
cultivos comestibles no aromaticos, para el tratamiento de suelos contaminados con
metales pesados es una técnica considerada sustentable, estética, segura

toxicolégicamente y ambientalmente amigable (Gupta y col., 2013).

Tagetes minuta L. es una planta anual, aromatica, perteneciente a la familia de las
Asteraceaes, originaria de regiones templadas de América del Sur, la cual se caracteriza
por una rica quimica de productos naturales y con aceites esenciales ampliamente
utilizados en la cosmética, perfumeria, como saborizante de alimentos y bebidas y

ademas como medicina (Vasudevan y col., 1997).

Es importante destacar que estudios realizados por el grupo de trabajo en el cual
se enmarca este estudio han reportado que T. minuta puede acumular Pb en
determinadas condiciones (Cid y col., 2016; Salazar y Pignata, 2014; Salazar y col.,
2016a; Salazar y col., 2016b). Sin embargo, los estudios realizados por Sosa y col. (2016)
revelaron que el aceite esencial de T. minuta no presenta Pb incluso cuando sus hojas
muestran concentraciones elevadas del metal, indicando la posibilidad de utilizarlo

comercialmente de manera segura.

En los estudios citados sobre acumulacion de Pb en T. minuta se encontrd
repetidamente una gran variabilidad de respuesta entre individuos. Con respecto a este
resultado, la bibliografia sugiere que la exposicidn crdonica a metales pesados puede ser
un agente selectivo muy fuerte y estable para las poblaciones expuestas (Meyer y col.,
2010), siendo éste un factor crucial en el campo de la fitorremediacién (Kipper y col.,
2007). Asi esta exposicidn crdnica puede resultar, en la emergencia de ecotipos de
especies tolerantes (que previenen, disminuyen o reparan los efectos adversos del
metal incorporado). Estas capacidades pueden surgir por aclimatacién (desarrollo de la
habilidad por la exposicion del individuo), por adaptacion (seleccion de generaciéon en
generacion), y mas frecuentemente, por ambos procesos (Meyer y col., 2010; Posthuma
y col., 1993). Los antecedentes muestran que T. minuta, posiblemente responda

mediante mecanismos de aclimatacidén o adaptacion al Pb, hecho que se refleja en la



elevada capacidad de acumulacion que presentan algunos individuos en sitios altamente
contaminados (valores de Pb en suelo superiores a las 1000 ug g'l). Segun lo expuesto,
se propone como hipdtesis que esta especie presenta, en la poblacién previamente
estudiada, individuos con mayor predisposicion a la acumulacién de Pb que otros,
posiblemente asociada con cambios fisiolégicos que aumenten la tolerancia al metal.
Algunos de estos individuos pueden tener un perfil genético que les permita aclimatarse
rapidamente a la condicidon extrema y asi adaptar su fisiologia a fin de tolerar el tdxico

incorporado en sus tejidos, pudiendo en consiguiente acumularlo en mayor medida.

Por otro lado, el estado del arte muestra un déficit en el conocimiento de los
procesos de incorporacion de Pb en las plantas, asi como de sus mecanismos de
translocacién en distintos érganos (Pourrut y col., 2011). En general, las plantas poseen
sistemas de detoxificacion ante el ingreso de metales tdxicos, los que incluyen la
incorporaciéon selectiva, procesos de excrecién, formacion de complejos con ligandos
especificos y compartimentalizacidon del téxico (Gupta y col., 2010; Krzestowska y col.,
2010; Maestri y col., 2010). A su vez, la incorporacidon de Pb en plantas produce un
aumento en la generacion de radicales libres y por ende de estrés oxidativo, con los
consiguientes problemas fisioldgicos derivados (Gupta y col., 2009; Sharma y col., 2012).
En plantas acumuladoras, tanto los sistemas detoxificantes como los de
excrecion/compartimentalizacién de metales pesados deberian funcionar acoplados, a
fin de explicar que existan individuos capaces de acumular grandes cantidades de Pb en
tejidos aéreos (Szczodrowska y col., 2013). Por lo anteriormente expuesto se plantea
una segunda hipétesis: los parametros fisioldgicos relacionados con la detoxificacion de
radicales libres generados por estrés oxidativo en plantas, estdan modificados en los

individuos que acumulan elevadas cantidades de Pb.

1.2. Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Estudiar la variabilidad intra-especifica de parametros fisico-quimicos y fisiolégicos

de T. minuta en relacion a la acumulacion de Pb.



1.2.2 Objetivos especificos

° Determinar el efecto de la exposicidén crénica a suelos contaminados con

Pb en la capacidad de acumulacion del téxico por parte de T. minuta.

° Identificar los factores o caracteristicas propias de T. minuta asociados a

su capacidad para la acumulacion de Pb.

° Estudiar los procesos fisioldgicos que median la incorporacion y

translocacion de Pb en tejidos vegetales.

° Analizar la composicién quimica de los aceites esenciales (compuestos

volatiles) en relacién a la acumulacién de Pb.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion de semillas y suelos

Se utilizaron semillas de Tagetes minuta L. recolectadas a campo a partir de dos
poblaciones diferentes. Una de las poblaciones cuenta con un historial de 30 afios de
exposicidn a suelos contaminados con Pb, mientras que la otra no. La primera de las
poblaciones corresponde a la localidad de Bouwer, 18 km al sur de la ciudad de
Cérdoba. La segunda corresponde a un sitio no contaminado, la localidad de Intiyaco,
situada a 80 km al Suroeste de la ciudad de Cérdoba. Estas semillas fueron esterilizadas
con NaClO al 1% mediante agitacion manual durante 10 minutos, luego se lavaron con
agua destilada. Posteriormente, se germinaron sobre papel de filtro humedecido con
agua destilada, en cdpsulas de Petri durante 4 dias en oscuridad y en camaras de cultivo.
Finalmente, las plantulas con al menos un par de hojas verdaderas, fueron trasladadas a

suelo en macetas.

Los suelos en los que crecieron las plantas fueron extraidos de la localidad de
Bouwer, de un sitio contaminado por una fundicién recicladora de plomo a partir de
baterias acidas agotadas. Dicha industria operd desde el afio 1984 hasta el afio 2005 de
manera irregular (Salazar y Pignata, 2014). También se recolecté suelo en la misma
localidad pero fuera del drea contaminada, es decir de un sitio control. Este presenta los
valores naturales de Pb en suelo. Las caracteristicas de los suelos utilizados se presentan

en la Tabla 1.



Tabla 1. Caracteristicas generales de los suelos utilizados en el
experimento.

) Suelo

Variable Suelo Control .
Contaminado

Ph 6,510,1 6,710,1
Conductividad Eléctrica (ps cm?) 64+3 7245
Materia organica (%) ot1 8,510,8
Relacién Carbono:Nitrogeno (%) 9,540,1 8,9+0,1
Pb I (mg kg™) 2142 16816
Pb Il (mg kg™) 0,610,1 311+17
Pb Il (mg kg™) 5+2 734+5
Pb Pseudototal (mg kg™) 27+1 1212413

Pb I: Concentracién de Pb en suelo en la fraccion movil (o intercambiable); Pb Il: Concentracidn
de Pb en suelo en la fraccion movilizable (o acomplejada, adsorbida, y en forma de carbonatos);
Pb Ill: Concentracion de Pb en suelo en la fraccidon residual (resto de los metales). Pb I, Pb Il y Pb
Il fueron determinados mediante la técnica de extraccion secuencial de tres pasos (Maiz y col.,
1997). Pseudototal es la sumatoria de Pbl,ILllI, a su vez, hace referencia a que se utilizé acido
nitrico puro para la extraccién por lo que existe la posibilidad de que no se haya extraido el Pb
asociado a silicatos.

Antes de la recoleccidn se quitd cualquier cubierta vegetal u objeto extrafio de la
superficie, y se tomaron Unicamente los primeros 15 cm de suelo. Una vez en el

laboratorio se tamizé con malla de 2 mm y homogeneizé.

2.2. Diseino experimental

El experimento se llevd a cabo en macetas tipo parcela (amplia superficie)
simulando las condiciones silvestres. En cada maceta crecieron simultaneamente 25
individuos. Se trabajé con un total de 4 macetas con suelo contaminado para cada
poblacién (con historial de exposicion y sin historial) y 1 maceta mas por poblacién con

suelo control. Trabajando asi con un total de 250 individuos al inicio del experimento.

El estudio se realizd bajo condiciones controladas en invernadero. Las plantas
fueron identificadas numéricamente desde el comienzo para trazar sus resultados a

nivel individual.

La recoleccién de muestras y cosecha de las plantas se realizé al comenzar el
proceso de floracion. En primer lugar, con las plantas en pie, se colectaron 6 hojas de

cada planta que se conservaron en freezer a -80 °C para luego realizar determinaciones



de parametros fisiolégicos y compuestos aromaticos. Posteriormente, las plantas
completas fueron retiradas del suelo y trasplantadas a medio liquido por 24 hs para
tomar muestras de exudados radicales y evaluar el potencial de extraccién de Pb de los
mismos de acuerdo a la metodologia de Salazar y col. (2016b). Finalmente, se separaron
hojas, tallos y raices para determinar en el laboratorio la biomasa seca producida y la

concentracion de Pb y otros metales en los tres érganos.

2.3. Determinaciones

2.3.1. Poder de extraccidon de los exudados radicales y concentracion de

Pb en raiz, tallo y hojas.

Los exudados radicales fueron recolectados segln Salazar y col. (2016b) con leves
modificaciones. Para ello la planta completa fue colocada en un tubo depositando el
sistema radical en 50 mL de agua corriente. Luego de 24 hs se retird la planta y lavando
las raices se restaurd el volumen de 50 mL con agua corriente. Esta muestra de
exudados es una solucion de los mismos. Para evaluar el poder de extraccién de Pb que
tienen los exudados se cuantificd la cantidad de Pb potencialmente extraible en suelos
contaminados.a partir de ser mezclados con el suelo contaminado. Esta prueba también
fue realizada con una muestra de agua corriente. La diferencia entre la cantidad de Pb
extraida por el agua y por cada muestra de exudado fue registrada como “el poder de
extraccién de los exudados relativo al agua”, pudiendo arrojar valores tanto positivos
como negativos. Con este propdsito se tomaron 15 mL de exudados y se los mezclé con
1 g de suelo del sitio contaminado, la mezcla fue agitada a temperatura ambiente por 6
horas, luego centrifugada y finalmente el sobrenadante fue filtrado (Papel de filtro
cuantitativo, Filtrak 391, marca Munktell, Alemania). Dicho sobrenadante fue
conservado para posteriormente cuantificar el contenido de Pb y otros elementos por
fluorescencia de rayos X, reflexion total (T-XRF), en el Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron en Campinas, Brasil (LNLS) de la misma forma en que se explica para las

muestras vegetales a continuacién.

Al retirar las plantas del tubo colector de exudados, las mismas fueron separadas

en raiz, tallo y hojas. Las muestras fueron guardadas en bolsas de papel y llevadas a



secar en estufa a 60 °C hasta obtener un peso constante, dicho valor fue registrado

como biomasa seca producida por érgano por planta.

Posteriormente las muestras fueron molidas y homogeneizadas con molinillo
eléctrico. Se tomd una alicuota de 0,1 g de materia seca y se la digirié utilizando 0,5 mL
de H,0; al 30% y 2,5 mL de HNOs puro (Salazar y col., 2016b). Luego de 72 hs de
digestion la muestra fue filtrada (Papel de filtro cuantitativo, Filtrak 391, marca

Munktell, Alemania).

La cuantificacion de metales pesados se llevd a cabo de acuerdo a trabajos previos
del equipo de investigaciéon (Wannaz y col., 2011). Para ello, las muestras filtradas, tanto
de plantas como de exudados, fueron adicionadas con un estandar interno de Ga para
alcanzar una concentracién final del mismo de 10 pg g™*. Una gota de 7 pL de la muestra
fue sembrada en el centro de un soporte acrilico para ser analizada por la técnica T-XRF
en el LNLS. También se prepararon muestras a partir de soluciones estandar de Cu, Pb,
Zn, Fe, y Mn, como asi también blancos, todas ellas marcadas con el estandar interno de
Ga, para calibrar el equipo de medicién. Las muestras fueron medidas durante 200
segundos, utilizando la linea de fluorescencia de rayos X montada con la disposicion de
reflexion total. Se utilizdé un haz incidente policromatico de aproximadamente 5 mm de
ancho y 0,1 mm de alto para la excitacion de la muestra. Para la deteccién de la
fluorescencia de rayos X se utilizé un detector Si (Li) con una resolucidn de energia

desde 165 eV hasta 5,9 keV.

Para tener un control de calidad de las mediciones de metales pesados no sdlo se
prepararon blancos y soluciones estandar (curva de calibracién) sino que también se
trabajo con material certificado de referencia: Oriental Tobacco Leaves (CTA-OTL-1, ICTJ)
y CRM281 (rye-grass, European Commission/BCR). Estas muestras fueron procesadas y
analizadas de la misma manera que las muestras del experimento, encontrando que los

valores medidos estan dentro de un rango definido por £3,5% del valor certificado.

2.3.2. Medicion de parametros quimico-fisiologicos.

Con el propédsito de estudiar la capacidad antioxidante de cada planta frente al
estrés oxidativo se realizaron mediciones de parametros fisiolégicos partiendo de una

extraccion alcohdlica Unica que es comun a las técnicas usadas en cada parametro



fisiolégico. Para ello, se utilizaron las hojas que estaban conservadas en freezer a -80 °C.
Se tomaron muestras de 100 mg por individuo, las cuales fueron molidas con nitrégeno
liguido, homogeneizadas con 1500 pL de alcohol etilico al 80 % v/v calidad pro-analisis y

posteriormente centrifugadas a 14000 RPM durante 10 minutos a 4 °C.

El extracto obtenido fue utilizado inmediatamente para realizar distintas

determinaciones fisiolégicas siguiendo el esquema de la figura 1.

5 UL Bafio humedo
Mortero + H 80 °C
sobrenadante

N, Liquido Centrifuga Precipitado

Centrifuga Sobrenadante .
SEIE Proteinasy

Almidén

+ Precipitado

0 oC.
80% 4 °C; 14000rpm resuspendido

Figura 1. Representacion esquematica de los pasos generales a seguir para
realizar las determinaciones fisioldgicas

2.3.2.1. Determinacién de la capacidad férrica reductora del plasma

(FRAP).

Esta determinacién indica el poder reductor total no enzimatico, es decir la suma
de los compuestos de bajo peso molecular en su estado reducido. Una mayor cantidad
de estos compuestos en estado reducido se relaciona con una mayor capacidad de

defensa antioxidante (Parola, 2016).

Con el fin de cuantificar FRAP se procedié segin Robert y col. (2014), para la cual
se tomd una alicuota de 5 plL del primer sobrenadante (Fig. 1), que fue mezclada con

145 uL de etanol 80 % y 150 pL de buffer reactivo en una microplaca de 96-well. El



buffer reactivo fue preparado en el momento, mezclando 5 mL de buffer acetato de Na
0,3 M pH 3,6; 0,5 mL de TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine, marca Sigma-Aldrich) 10
mM en HClI 40 mM y 0,5 mL de FeCl; 200 mM.

La placa fue incubada en oscuridad durante 20 minutos a temperatura ambiente, y
luego se realizé la lectura por espectrofotometria a 600 nm (Thermo Scientific Multiskan
Spectrum). Se prepard una curva estandar de Trolox para determinar FRAP en las

muestras expresandose los resultados como equivalentes de Trolox.
2.3.2.2. Cuantificacién de malondialdehido (MDA).

El extracto remanente fue vortereado con la finalidad de resuspender el
precipitado, luego se lo llevd a bafio himedo de 80 °C por 20 minutos, se lo dejé enfriar
y se centrifugd a 14000 RPM durante 10 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante resultante fue empleado en la determinacién de MDA, como asi también
de clorofilas, carotenos y azucares solubles (figura 1). El precipitado se llevé a estufa

hasta secarse para luego realizarle determinaciones de proteinas y almidén en él.

La concentraciéon de malondialdehido (MDA) se determind de acuerdo a Heath y
Packer (1968), para esto se tomd una fraccién de 200 plL del extracto vegetal y se le
agregd 200 uL de reactivo TBA (acido tiobarbiturico (TBA) 0,5 % vy acido tricloroacético
(TCA) 20%). La mezcla se llevd a bafio hiumedo a 80 2C durante 20 minutos, luego se la
centrifugdé a 14000 RPM por 5 minutos a temperatura ambiente y por ultimo se enfrid
en hielo para después realizar la lectura mediante espectrofotometria en microplaca a

532 nm y 600 nm. La concentraciéon de MDA se obtuvo a partir de la siguiente expresion:
[MDA] = (Absss; — Abseoo/ (€. 1)

Donde Abs indica la absorbancia registrada a la longitud de onda indicada en el
subindice, € es el coeficiente de absortividad molar del MDA que vale 155 mM™ecm™, | es

el paso dptico del well de la microplaca (0,82 cm cuando tiene 300 plL de volumen).
2.3.2.3. Determinacion de clorofilas y carotenos.

Con el propdsito de determinar el contenido de clorofilas a, b, totales y carotenos,
se tomod una alicuota de 15 pL del sobrenadante y se agregd 285 pL de alcohol 80 % para

luego leer en microplaca en el espectrofotometro a 470 nm (carotenos), 654nm



(clorofilas totales), 645nm (clorofila b) y 663nm (clorofila a). Para los calculos se

utilizaron las siguientes formulas (Lichtenthaler, 1987; Palta, 1990):
Clror = (1000. Absegs4)/(39,8.1)
Cl, = (13,36. Agez/D) — (5,19. Agus/D)
Cly, = (27,43. Agss/) — (8,12. Agez/D)

Ab5470

l

Carotenos = (1000. —-2,13.Cl, —97,64. Clb> /209

Donde ClI significa concentracién de Clorofila y el subindice indica si se trata de
clorofilas totales, a o b. Abs significa absorbancia y el subindice la longitud de onda en la
que fue leida, y | es el paso éptico del well de la microplaca (0,82 cm cuando hay 300

uL).
2.3.2.4. Determinacion de azucares solubles.

Para la cuantificacién de azucares solubles se utilizd el resto del sobrenadante
vegetal, siguiendo el protocolo de Leyva y col. (2008), tomando una alicuota de 15 pL a
la que se le agregd 135 uL de alcohol etilico 80 % y 450 uL de reactivo de antrona
(antrona 0,2 % p/v en H,S0,). También se prepard una curva estandar de glucosa que
fue tratada de la misma forma que las muestras. A continuacién, las muestras y la curva
fueron incubadas durante 10 minutos a 4 °Cy luego fueron llevadas a bafio de 80 °C por
30 minutos. Por ultimo, se los dejé enfriar a temperatura ambiente durante 20 minutos

para después leer en el espectro de absorbancia por duplicado a 620 nm.
2.3.2.5. Cuantificaciéon de almiddn.

El precipitado del extracto fue secado, pesado (obtencion del valor de peso seco
utilizado) y luego dividido en dos partes iguales para realizar las determinaciones de

almiddén en una mitad y proteinas en la otra.

Con respecto al contenido de almiddn, este fue determinado a partir de azucares
reductores (Arias y col., 2003) liberados después de una hidrdlisis realizada con la
enzima amiloglucosidasa (E.C 3.2.1.3). Se resuspendié la fracciéon insoluble del
precipitado 1/2 (p/v) en H,0 destilada y fue llevada a incubacién a 100 °C durante 30

minutos para gelatinizar el almidon. Después las muestras fueron digeridas con 76 U de
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amiloglucosidasa disuelta en tampodn acético-acetato 200 mM pH 4,6 cada 0,25 g de
peso fresco, a 55 °C durante toda la noche, y finalmente se centrifugaron a 1200 g por
10 minutos. A continuacidn, se preparé el reactivo de Sumner mezclando 8,8 mL de H-0,
0,8 mL de NaOH 2 N, 1,76 g de tartrato de Na y K tetrahidratado y 0,04 g de 4cido 3,5-
dinitrosalicilico. Se tomd una alicuota de 30 pL que se mezclé con 250 ul del reactivo de
Sumner y 30 uL de H,0. Siguiendo los mismos pasos que para las muestras se preparo
una curva de calibracién de glucosa. Las muestras y la curva se llevaron a ebullicion por
5 minutos, luego se les agregd 300 pL de H,0 y finalmente se midieron en

espectrofotémetro los valores de absorbancia a 550 nm (Parola, 2016).
2.3.2.6. Cuantificacion de proteinas.

La mitad restante del pellet fue utilizada para determinar proteinas a partir del
protocolo de Lowry modificado (Lowry y col., 1951). Se resuspendié el mismo con 750
pL de H,0 destilada, se le agregd dodecilsulfato sédico (SDS) al 1%. Luego se lo hirvid
durante 5 minutos y centrifugd a 14000 RPM por 5 minutos a temperatura ambiente. Se
tomo una alicuota de 10 uL del sobrenadante y se le agregaron 70 pL de agua y 800 plL
de reactivo ABC preparado en el momento (Na,COs al 2 %, NaOH al 0,1 % y SDS al 1 %,
Tartrato de sodio potasio al 1 %, CuSQO, al 1 %). Pasados 15 minutos exactos se detuvo la
reaccion afiadiendo 32 ul del compuesto Folling y luego de 10 minutos se realizaron las
lecturas en espectrofotémetro a 578 nm refiriendo estos valores a una curva de

calibracion de suero de Albumina Bobina (BSA).

2.3.3. Analisis de la composicion porcentual de compuestos volatiles

Los compuestos voldtiles fueron analizados mediante la técnica de

microextraccion en fase sélida (SPME) siguiendo la metodologia de Sosa y col. (2016).

La técnica SPME se basa en la extraccion de compuestos que estan inmersos en
una matriz mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta de un sorbente, que
en la mayoria de los casos se trata de un polimero, seguida de la desorciéon de los

analitos mediante temperatura o un disolvente organico.

Para la realizacion de esta técnica se colocaron 100 mg de material fresco en un
vial de 10 mL, el cual se cerré herméticamente y se colocd en un bafio de agua a 40 °C

por 10 minutos. Posteriormente se introdujo en el vial una fibra de polidimetilsiloxano
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(PDMS, 100 um de espesor), obtenida de Supelco Inc., la cual se expuso durante 30
minutos manteniendo la temperatura constante a 40 °C (Vazquez y col., 2011). Una vez
transcurrido el tiempo de exposicion las sustancias extraidas por la fibra fueron
térmicamente desorbidas a 250 °C, durante 10 min, en el puerto de inyeccién de un
cromatégrafo de gases (Perkin Elmer) acoplado a un espectrometro de masas marca
Perkin Elmer segin Vazquez y col. (2011). La identificacidn de las sustancias se realizé
por comparacion de los espectros obtenidos con los provisto por las bibliotecas NIST 2,0

y WILEY 7n.

2.3.4. Andlisis de los datos

Con los datos recabados sobre acumulacién se calcularon los siguientes factores

indicadores de la eficiencia fitoextractiva del contaminante para cada muestra:

e Factor de Traslocacion “FT”: es la relacion entre la concentracion de Pb en raices

y parte aérea (Bu-Olayan y Thomas, 2009).
FT = Caérea / Craiz

Las concentraciones de Pb fueron medidas por separado en tallos y hojas, por lo
gue para obtener el dato de la concentracion de Pb en la parte aérea de las plantas, la
concentracion medida en hojas y tallos se multiplicé por la biomasa total de cada
drgano. Estas masas de Pb se sumaron entre si y el resultado se dividié por la biomasa

total de los érganos aéreos (Salazar y Pignata, 2014):
Caérea = (BiOMhoja X Choja + BiOMtaIIo X Ctallo) / (BiOMhoja + BiOIvltallo)

Donde: C significa concentracion en la parte de la planta indicada en el subindice;

y BioM es la biomasa correspondiente a la parte de la planta indicada en el subindice.

e Factor de Transferencia Total “FTT”: el mismo se basa en la masa del metal que
se trasloca desde la raiz a la parte aérea. Se calcula de la siguiente manera (Salazar y

col., 2016a):
FTT = (BiOMhoja X Choja + BiOMtaIIo X Ctallo) / (BiOMral'z X Cral’z)

Para la interpretacién de los datos se realizaron analisis de la varianza (ANOVA),

corroborando previamente el cumplimiento de los supuestos mediante el uso de
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Infostat acoplado a R. También se hicieron analisis de correlacion de Pearson entre las

diversas variables y analisis de componentes principales.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Acumulacion y traslocacion de Pb individuo por individuo.

La figura 2 muestra las concentraciones de Pb en hoja y la biomasa seca de hoja de
cada individuo para ambas poblaciones, ordenados de izquierda a derecha de manera
creciente segun la concentracién de Pb. Si bien la mayoria de los individuos de ambas
poblaciones presentan concentraciones de Pb en el mismo rango, Bouwer incluyé un
individuo (520) con un valor elevado (entre 4 y 20 veces mas que el resto) lo cual no se
encontrd para la poblacion de Intiyaco. En la figura se puede destacar que la mayoria de
los individuos a la derecha presentan biomasas bajas en comparacion a los de la
izquierda, indicando que la incorporaciéon de Pb puede reducir la biomasa, aunque se
encontraron algunas excepciones para la poblacion de Bouwer. Para los individuos de
Bouwer que acumularon mds de 50 ug g'1 de Pb en hoja, la biomasa fue superiora 1,5 g,
mientras que para los individuos de Intiyaco en esa condicidn la biomasa no supero el
valor de 0,5 g. Esto muestra que existe una capacidad solo en algunos individuos de

acumular el metal sin dejar de producir biomasa.

La figura 3 muestra las concentraciones de Pb en tallo y la biomasa seca de tallo de
cada individuo para ambas poblaciones, ordenados de izquierda a derecha de manera
creciente segun la concentracion de Pb. Para el caso de Pb y biomasa en tallo, ambas
poblaciones tuvieron resultados similares, habiendo un unico individuo, de Intiyaco, que
se destaco por tener al mismo tiempo la mayor cantidad de biomasa y la concentracién
de Pb mas alta, aunque esta Ultima variable no fue muy superior al mas elevado de

Bouwer.

La figura 4 muestra las concentraciones de Pb en raiz y la biomasa seca de raiz de
cada individuo para ambas poblaciones, ordenados de izquierda a derecha de manera
creciente segun la concentracién de Pb. Para el caso de Pb y biomasa en raiz, ambas

poblaciones tuvieron resultados similares.

En la figura 5 se presentan las extracciones totales de Pb en cada 6rgano en barras

apiladas, ya que la suma representa la extracciéon total por planta, los individuos fueron
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ordenados de izquierda a derecha de manera creciente en funcion de la extraccion total
por planta. También estan indicados en la figura los factores de traslocacién (FT) y de
transferencia total (FTT) de Pb de cada individuo. Ambas poblaciones mostraron
individuos que extraen desde muy poco Pb (cerca de 30 pg Pb por planta) hasta mucho
(1000 pg Pb por planta). La poblacién de Intiyaco contd con un individuo muy eficiente,
dada su combinacién de una elevada concentracidn de Pb en tallo y una alta produccién
de biomasa en el mismo 6rgano, se trata del individuo 668, con una extraccién total por
planta que se sale de la escala del grafico y alcanza los 4350 pg de Pb por planta. Los
individuos que superaron una eficiencia de extraccién de 500 pg de Pb por planta
mostraron, en ambas poblaciones una variacién superior en los factores de traslocacion
y transferencia total. Es decir que por debajo de ese umbral la especie mantiene un
rango relativamente predecible para sus procesos de traslocacion a la parte aérea,
siendo mas estable en la poblacién de Bouwer que en la de Intiyaco; mientras que
cuando se supera, algunos individuos mantienen la traslocacién y otros la limitan. Para
la poblacién de Bouwer, los casos en que el proceso de traslocacién se mantuvo, la
mayor cantidad de Pb en la parte aérea se acumuld en la hoja (individuos 508 y 504).
Para la poblacion de Intiyaco, los casos en que el proceso de traslocacion se mantuvo, la
mayor cantidad de Pb en la parte aérea se acumulé en la tallo (individuos 471, 474, 662,

666y 668).
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Intiyaco. Los individuos estan ordenados de
6,0

B Biomasa en Hoja

Figura 2. Concentracién de Pb y biomasa seca en hoja de cada individuo en las
200

poblaciones de A. Bouwer y B.
izquierda a derecha de manera creciente para la concentracién de Pb.
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Figura 3. Concentracién de Pb y biomasa seca en tallo de cada individuo en las
Intiyaco. Los individuos estan ordenados de

poblaciones de A. Bouwer y B.

izquierda a derecha de manera creciente para la concentracién de Pb.
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Figura 4. Concentracion de Pb y biomasa seca en raiz de cada individuo en las
poblaciones de A. Bouwer y B. Intiyaco. Los individuos estan ordenados de
izquierda a derecha de manera creciente para la concentracién de Pb.
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Figura 5. Extraccion total de Pb por drgano y por planta, y factores de
traslocacion (FT) y transferencia total (FTT) de Pb de cada individuo en las
poblaciones de A. Bouwer y B. Intiyaco. Los individuos estan ordenados de
izquierda a derecha de manera creciente para extraccion total de Pb por planta.
La escala del eje en el que se representan FT y FTT es logaritmica en base 10. La
linea que une los puntos que representan a FT y FTT no indica una continuidad
entre un dato y otro sino que simplemente pretende destacar el incremento de la
variabilidad de los factores a medida que aumenta la extraccion total.
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3.2. Analisis de la concentracion de Pb y otros elementos en raiz,

tallo y hoja y el poder de extraccidon de los exudados radicales.

La tabla 2 incluye los datos de supervivencia, biomasa y variables relacionadas a la
acumulacién de Pb para las dos poblaciones de T. minuta estudiadas cuando crecieron
en suelo control y contaminado, también incluye los resultados del ANOVA comparando

esos cuatro tratamientos.

Los individuos tuvieron una supervivencia alta, la maxima fue de 90% en plantas
de Intiyaco cuando crecieron en suelo contaminado y de 86% en suelo control, valores
muy cercanos. Por su parte, los individuos originarios de Bouwer presentaron
diferencias, siendo mayor la supervivencia en suelo control, con un 87%, en contraste
con suelo contaminado de 67%. A diferencia de todas las otras variables presentadas en
la tabla 2 para las cuales la unidad muestral fue el individuo, la supervivencia se
determiné en términos de porcentaje para cada maceta. Es por esto que los
tratamientos llevados a cabo con suelo control no presentan desvios y no participaron

del ANOVA.

La biomasa de hoja y tallo mostré diferencias estadisticamente significativas sélo
para la poblacién de Bouwer, siendo mayor cuando crecid en suelo contaminado. La

biomasa de raiz no mostré diferencias significativas.

También se puede ver que no hubo diferencias significativas en la concentracion
de Pb en hoja para las distintas poblaciones y suelos, si las hubo para los casos de talloy
raiz, siendo mayor cuando las plantas crecieron en suelo contaminado para ambas
poblaciones. A su vez los valores en raiz son los mas altos debido a que este drgano es el
primer impedimento para la translocacion del metal desde los suelos (Blaylock y Huang,

2000).

Teniendo en cuenta la concentracidon de Pb en la parte aérea, la misma es mayor
en suelos contaminados que en suelos control, como es de esperar, pero sin diferencia
segln poblacion de origen. Lo mismo ocurrid para la concentracion media de Pb en toda

la planta.
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Los valores de extraccion total de Pb muestran que la mayor cantidad de plomo
estd acumulada en la raiz y el tallo, habiendo diferencias significativas entre suelo

control y contaminado.

El poder de extraccion de los exudados relativo al agua no mostré diferencias

significativas entre los tratamientos.

Tabla 2. Supervivencia, biomasa (BM), concentracién, extraccion neta (ET), factor
de traslocacién (FT) y de transferencia total (FTT) de Pb en los diferentes drganos
y poder de extraccion de Pb de los exudados (PEE). Valores medios, errores
estandar y ANOVA comparando entre poblaciones cuando crecen en suelos
contaminados y control, tomando a cada individuo como réplica.

Bouwer Intiyaco
ANOVA
Suelo Suelo Suelo Suelo

Contaminado  Control | Contaminado  Control ()

Supervivencia (%) 67 £12b 87,5 90+4a 86 0,0286
BMoja (8/planta) 1,6+0,3a 0,8+0,3b 1,9+0,2a 1,7+0,4a 0,04
BMy.i0 (g/planta) 3,7+09a 1,3+08b| 50%x0,7a 29+14a| 0,05

BMR.i; (g/planta) 0,3+0,1 0,6 £0,2 0,4+0,1 0,3+0,2 ns

Pbhoja (Hg/g PS) 28+3 24 £3 28 +2 22+4 ns
Pbraio (Hg/g PS) 47+7a 6+1b 56+5a 7+1b | 0,0001
Pbrai; (1g/g PS) 354+29a 15+2b 409+22a 10+3b | 0,0001
Phparts aéres 38+4a 13+1b 47+3a 13+1b | 0,0001

(ng/g PS)

Pbpianta (1g/8 PS) 50+5a 13+1b 71t4a 13+1b 0,0001
ETwoja (Hg/planta) 43 +8a 20t6Db 45+6a 39+7a 0,0238
ETrano (Hg/planta) 111+36a 9+3b 188+ 28 a 17+4b 0,0001
ETrai: (1g/planta) 115+32 3 6+3b 170+ 24 3 4+3b 0,0001
ETpianta (Hg/planta)l 269164 a 35+8b 390+49a 45+9b | 0,0001

PEEp;, (ng/g) -0,5+0,3 0,7+0,3 0,4+0,3 1,5+0,7 ns
FTpp 0,1+0,02b 1,1+0,2a| 0,1+0,01b 2,2+0,5a| 0,0001
FTTpp 2,2+0,3¢c 11+2b 2,0+£0,3c 32+7a 0,0001

BM: biomasa en la parte de la planta indicada en el subindice. Pb: Concentracién de Pb en la
planta indicada en el subindice. ET: Extraccidn total en la planta indicada en el subindice. PEE,,:
Poder de extraccion de Pb de los exudados. FTp,: Factor de traslocacion de Pb. FTT,,: Factor de
transferencia total de Pb Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05.

Tanto el factor de traslocacion como el de transferencia total de Pb fueron
superiores en las plantas que crecieron en suelo control comparado a las que crecieron
en suelo contaminado, mostrando que ambas poblaciones tienen mayor transferencia y

traslocacidon cuando no estan expuestas, siendo mayores los valores encontrados en la
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poblacién de Intiyaco. Reafirmando la tendencia de este metal a permanecer en la raiz

(Kabata Pendias, 2011).

La figura 6 muestra un analisis multivariado de componentes principales que
integra todas estas variables mencionadas. El PCA muestra que las poblaciones tienen
un comportamiento parecido, y que es Unicamente la exposicion a suelos contaminados
con Pb lo que genera mayores diferencias en estas variables. Cabe destacar la asociacién
positiva que este analisis mostré entre las variables biomasa de hoja y tallo y la
acumulacién de Pb en las distintas partes de la planta, lo que también muestra una
mayor produccién de biomasa aérea en las plantas expuestas. Los efectos generales de
la exposicion de plantas terrestres a suelos contaminados con Pb incluyen la reduccion
de la biomasa, por el contrario, en este caso se observd una situacion de marcada
tolerancia e incluso hormesis (Pinto y col., 2004).

Figura 6. Analisis de componentes principales para las variables relacionadas a la

acumulacién de Pb en las diferentes partes de la planta. Los datos fueron
agrupados por poblacidon de origen y exposicion a Pb.

4,004 Biomasa Hoja
Pb-PEE ., PPFTT Pb-ETH
Biomasa Tallo
2,00 g
Intiyaco Suelo Control pb-FT
s Pb-ETT Pb-ETP Intiyaco
= —20 Pb-T
& 0,00 Pb-ETR
~ Pb-A
o Pb-R
(6]
Bouwer Suelo Control
-2,001 Pb-H
Biomasa Raiz
-4,00- r T T T T
-4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00

CP1(73,1%)

Los indicadores azules presentan la ubicacion media de cada tratamiento en el PCA. Los indicadores
Intiyaco y Bouwer hacen referencia al tratamiento con suelo contaminado.

La tabla 3 muestra los resultados para el poder de extraccidon de los exudados para
diversos metales. La exposicién de las plantas a suelos contaminados no modificé el
poder de extraccion de Pb o Mn de los exudados, pero si de Fe, Cu y Zn. Al no estar
expuestas a Pb, las plantas exudaron compuestos con poder de extraccién negativa para

Fe, Cuy Zn, es decir que los exudados disuelven estos elementos en menor medida que
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el agua. Al estar expuestas, las plantas comienzan a exudar compuestos que aumentan
la disolucién de esos elementos, por sobre la del agua, cabe destacar que estos
elementos son micronutrientes esenciales. Ante ciertas situaciones de estrés ambiental,
algunas plantas pueden presentar una respuesta fisiolégica liberando compuestos para
solubilizar los nutrientes necesarios para su desarrollo (Neumann, 2007; Sterckeman y
col., 2005). También ha sido reportado que algunas especies acumuladoras de Ni liberan
exudados que ayudan a la incorporacion de este contaminante, ganando tolerancia a su
toxicidad mediante la incorporacidon conjunta de otros metales que son nutrientes
(Wenzel y col., 2003).

Tabla 3. ANOVA comparando el poder de extracciéon de los exudados para Mn, Fe,
Cu, Zny Pb para los cuatro tratamientos.

BOUWER INTIYACO ANOVA
Suelo Suelo Suelo Suelo -
Control Contaminado  Control  Contaminado
PEEw, 614 413 74 312 ns
PEE;. -27+7 b 5t5a -3748 b 15+4 a 0,0001

PEE., -0,3%0,2b 0,4+0,1a -0,6+0,2 b 0,1+0,1 a 0,0018
PEE;, -2,8%+0,3b 0,4+0,2 a -4,4+0,4 c 0,410,2 a 0,0001
PEE;, 0,7+0,9 -0,3+0,7 2+1 0,4+0,6 ns

PEE: Poder de extraccidon de los exudados para el metal indicado en el subindice. Letras
diferentes indican diferencias significativas,ns: no significativo.

El poder de extraccién de Pb no se vio afectado por la exposicion al contaminante,
probablemente por no ser éste un nutriente. Por otro lado, se ha reportado que las
especies vegetales que siguen una estrategia de tolerancia frente a metales pesados por
medio de la exclusién, lo hacen a través de sus exudados (Larsen y col., 1998; Zhu y col.,
2011). Esto muestra que T. minuta, al no mostrar una reduccion en la solubilidad de Pb,
no utiliza un mecanismo de exclusién de Pb a nivel de exudados rizoféricos, por lo que
no corresponde a una de las especies vegetales que siguen la estrategia de “exclusoras”

frente a la presencia de contaminantes en el suelo.

El poder de extraccién de Mn tampoco se vio afectado por la exposicion al
contaminante. El Mn es uno de los elementos mas abundante en el suelo y su
solubilidad estd fundamentalmente ligada a los cambios de pH (Kabata-Pendias y

Pendias, 2001); el hecho de que los exudados producidos ante la exposiciéon a Pb no
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hayan modificado su poder de extraccién para este elemento sugiere que los exudados
de T. minuta regulan la incorporacién de elementos desde el suelo mediante
compuestos orgdnicos y no mediante cambios de pH, la cual es una estrategia asociada
a plantas acumuladoras (Jones y Darrah, 1994). También cabe destacar que el poder de
extraccién de Mn ya era positivo y relativamente alto para los exudados de las plantas
no expuestas a Pb, por lo cual puede no haber sido necesario un aumento de su

solubilidad frente a la exposicién al contaminante.

En concordancia con los datos reportados sobre poder de extracciéon de los
exudados, en la tabla 4 se presentan las concentraciones de Mn, Fe, Cu y Zn en las
distintas partes de la planta. La concentracion de dichos elementos fueron
significativamente superior en las plantas expuestas a Pb, sugiriendo que estos
elementos esenciales fueron requeridos por la planta en mayor medida debido a la
exposicion a suelos contaminados con Pb. Esto ocurre para las hojas
fundamentalmente, sobre todo en el caso de Cu y Zn. Esta demanda particular de dichos
elementos pareciera estar siendo cubierta por una modificacién en la capacidad de
extraccién que los exudados tienen para dichos elementos. En relacién a esto, Jones y
Darrah (1994), quienes estudiaron plantas expuestas a otro metal pesado, Al,
propusieron que algunos acidos organicos exudados por las raices pueden participar de
un mecanismo general de incorporacidon de micronutrientes y a la vez de un mecanismo
de desintoxicacion de Al. Con lo cual, la planta puede estar liberando compuestos con el
propésito de aliviar los efectos téxicos del metal y como efecto secundario se

incrementa la incorporacién de los micronutrientes.
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Tabla 4. Valor medio, errores estandar y resultados del ANOVA comparando la
concentracién de Mn, Fe, Cu y Zn en los distintos 6rganos expresadas en pg g™
peso seco, entre poblaciones y tratamientos de exposicion a Pb.

Bouwer Intiyaco ANOVA
Suelo Suelo Suelo Suelo p
Control Contaminado| Control Contaminado
Mgy | 2212 b 48+4 a 2443 b 34t4 a 0,0001
Mn, | 10£2 c 2443 a 1742 b 1942 b 0,0007
Mnyg;a 3743 ¢ 107+10a 60+4 b 12318 a 0,0001
Feraiz | 421145 741157 a 393151 c 582+45 b 0,0001
Feralo 47+8 71427 6019 331+100 ns
Fenoja 205+22 238+22 17245 226+18 ns
CURai; 28+20 268 94+23 27+6 ns
Cur, | 6,810,7 b 5,8+0,7 b 10,740,8 a 6,9+0,6 b 0,0001
Cupoja | 7,1#0,5b 11+1 a 7,0+0,6 b 9,8+0,9 a 0,003
Znp., | 25%2b 41+3 a 2242 b 352 a 0,0001
ZNnta0 98456 256 2316 2845 ns
Znyoja 5043 b 7013 a 3743 ¢ 7112 a 0,0001

Mn, Fe, Cu, Zn: Concentraciones de dichos elementos en la parte de la planta indicada en el
subindice. Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05, ns:no significativo.

La funcidén bioldégica del Mn en las plantas estd asociada a la fotosintesis (Kabata-
Pendias y Pendias, 2001). Los autores Singh y Agrawal (2007) estudiaron el ingreso de
diversos metales a la planta Beta vulgaris cuando la misma crece en suelos enmendados
con residuos contaminados. Los tratamientos que utilizaron tenian niveles crecientes de
Pb y otros metales en suelo y constantes de Mn; y el aumento en el ingreso de Pb a la
raiz y su traslocacién a la parte aérea fue acompainado de una disminucion en el ingreso
de Mn, lo cual podria sugerir un fendmeno de competencia de estos elementos. Esto
estaria de acuerdo con lo reportado por Kabata-Pendias y Pendias (1979).
Adicionalmente la especie estudiada por Singh y Agrawal (2007) se vio impactada
fisioldgicamente, con una disminucién en los pigmentos fotosintéticos y concluyeron
gue no es apropiada para crecer en suelos contaminados. En el presente caso de
estudio, T. minuta mostré que ante un incremento de Pb en suelo y en la planta,
incorpora una mayor cantidad de Mn en toda la planta, lo cual estd de acuerdo con el

aumento de los pigmentos fotosintéticos que se presenta mas adelante.
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3.3. Analisis de variables fisiologicas

Con el propdsito de encontrar una descripcion general del perfil fisiolégico de las
plantas en los distintos tratamientos, se realizé un analisis multivariado de componentes
principales (PCA), el cual se presenta en la figura 7. Puede destacarse que las dos
poblaciones mostraron un patron fisiolégico muy parecido al crecer en suelos
contaminados, mostrando una relacion fuerte y positiva con los pigmentos. Por el
contrario, al crecer en suelo control el perfil fisiolégico fue diferente al de las plantas
expuestas y diferente entre ambas poblaciones. Al crecer en suelos limpios, la poblacién
de Bouwer mostrd una asociacién mas importante con FRAP mientras que la de Intiyaco

se asocié con proteinas y en menor medida con almiddn.

Figura 7. Andlisis de componente principales de las variables fisioldgicas
(expresadas en peso seco) agrupando los datos por poblacién y por exposicion a
suelos contaminados o control.

4,00 MDA
Azucares
FRAP  Bouwer Suelo Control
2,00 [ ]
S
§ Proteinas Inti Yaco  Clorofila B
~ 0,001 T—C Carotenos
o Clorofila Total
(8]
Inti Yaco Suelo Control Bouwer Clorofila A
@
-2,00 4
Almidon
-4,004, . . .
-4,00 -2,00 0,00 2,00
CP1(64,3%)

Los indicadores azules presentan la ubicacion media de cada tratamiento en el PCA. Los indicadores
Intiyaco y Bouwer hacen referencia al tratamiento con suelo contaminado.

En la Tabla 5 se exponen los valores de las variables fisioldgicas para los distintos
tratamientos. Los valores encontrados para FRAP muestran una mayor capacidad
ferroreductora en las plantas que crecieron en suelo control que en suelo contaminado
para ambas poblaciones. No obstante la reduccion en la capacidad antioxidante fue mas
marcada para la poblacién de Bouwer. Los antecedentes bibliograficos muestran que las
plantas terrestres elevan su capacidad antioxidante frente a diferentes tipos de estrés,

mostrando un incremento en los valores de FRAP a medida que aumenta el nivel de
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estrés (Deng y col., 2012; Rios y col., 2008; Sanchez-Rodriguez y col., 2010; Sz6l16si y
col., 2009; Trudic y col., 2012). En este estudio se observé una tendencia opuesta. En
este contexto cabe destacar que T. minuta es una especie con alto contenido de aceites
esenciales, los cuales presentan naturalmente y en condiciones normales, sin estrés, una
elevada capacidad antioxidante (Karimian y col., 2014), que incluso ha sido reportada
mediante la técnica de FRAP (Mlala, 2015). En este contexto, los resultados de la
presente investigacion indicarian una deficiencia en estos compuestos debida a la
exposiciéon a Pb, lo cual compromete la capacidad antioxidante no enzimdtica de la

planta.

Los azUcares solubles presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos. Para las plantas correspondientes a la poblacién de Bouwer, la
exposicion a suelos con Pb causd una disminucion de azucares solubles comparado al
control. En el caso de la poblacidn de Intiyaco el efecto fue el opuesto. El contenido de
azucares solubles puede tener respuestas diferentes en funcién del tipo de estrés que
experimente la planta, siendo esperable una reduccién del mismo frente al estrés
causado por la exposicién a metales pesados (Lanaras y col., 1993; Rosa y col., 2009). La
poblacién de Bouwer respondié indicando estrés ante la exposicién a Pb mientras que la
de Intiyaco no. La poblacion de Intiyaco mostré un comportamiento similar al
encontrado por Rodriguez y col. (2015) para la especie Pisum sativum. En dicho estudio,
este resultado es considerado una respuesta de defensa que ayuda a la planta a

conservar el turgor de las células y proteger sus membranas del estrés oxidativo.

El contenido de MDA indica el nivel de peroxidacién de lipidos y por ende de dafio
de las membranas. La exposicidn de las poblaciones estudiadas a suelo contaminado no
introdujo un efecto significativo en este pardmetro. No obstante, la poblacién de
Bouwer se caracterizd por tener valores superiores a la de Intiyaco. Estos resultados
muestran una resistencia importante de la especie estudiada frente a la exposicién a Pb.
Resultados muy similares a estos han sido interpretados como caracteristicas ideales en

la seleccién de especies para fitorremediacién (Maldonado-Magafa y col., 2011).

Si se observan los datos de pigmentos, todos ellos (Clorofilas a, b, totales y
carotenos), resultaron significativamente mds altos en plantas crecidas en suelo

contaminado, que en suelo control, repitiéndose la tendencia en ambas poblaciones y
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sin existir diferencias entre ellas. Con respecto a la relacion clorofila A/B no hubo

diferencias significativas.

La bibliografia indica que, como generalidad, las plantas terrestres son sensibles a
la presencia de metales pesados en suelo, manifestando una reduccién en el contenido
de clorofilas a y b, y en la relacion clorofila a/b (Moustakas y col., 1994), ya que
experimentan una inhibicion de la biosintesis de dichos pigmentos y de las enzimas que
participan del proceso (Rai y col., 2016). Incluso en el caso de Brassica juncea, una
especie de crecimiento rapido recomendada reiteradamente en la bibliografia para su
uso en fitorremediacion de metales pesados, se ha observado una disminucién de los
pigmentos fotosintéticos en respuesta a la exposicién a Pb (John y col.,, 2012). En
contraste con esto, ambas poblaciones de la especie estudiada no manifestaron este
efecto toxico ante la exposicion Pb. Los resultados encontrados para clorofilas son
coherentes con aquellos de biomasa, ya que el efecto fitotdxico de los metales pesados
sobre estos pigmentos es el responsable de la disminucién de biomasa encontrada en la
mayoria de estudios citados en la bibliografia (Rai y col.,, 2016). Esto muestra
nuevamente la tolerancia de T. minuta al plomo independientemente de la historia
trasgeneracional de exposicién. También es importante destacar que en relacién a la
contaminacién por metales pesados, las especies acudticas, como asi también las
terrestres crecidas en hidroponia, muestran una capacidad mayor de acumulacion; y en
el caso particular de las acuaticas una mayor capacidad de tolerancia a este tipo de
estrés. Por ejemplo, Ralph y Burchett (1998) encontraron un leve incremento del
contenido de clorofilas al exponer la especie acudatica Halophila ovalis a concentraciones
bajas de Pb en agua. A concentraciones elevadas, el contenido de clorofilas se redujo
pero se mantuvo la relacién clorofila a/b, siendo este dato interpretado como un
indicador de resistencia. En otro estudio, los autores Rodriguez y col. (2015) estudiaron
un cultivar resistente a Pb de la especie Pisum sativum, considerada util en procesos de
fitorremediacién, encontrando también un incremento de las clorofilas y carotenoides

en respuesta a la exposicion a Pb en el suelo.

Los valores de carotenos, que también mostraron un incremento ante la
exposicién a Pb, indican que hubo dafio en alguna medida, ya que son moléculas

antioxidantes, que se producen con la finalidad de neutralizar las especies reactivas del
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oxigeno (EROs) que aparecen en presencia de metales pesados (Foyer y Harbinson,
1994; Rai y col.,, 2016). El aumento de estos pigmentos es interpretado como una
respuesta de proteccién de la planta, que dados los resultados del presente
experimento pueden interpretarse como efectivos ya que no hubo reduccién de los

pigmentos fotosintéticos.

La exposicion de T. minuta a Pb produjo en ambas poblaciones una reducciéon
significativa de proteinas solubles. Este efecto ha sido observado previamente en otras
especies expuestas a Pb y es atribuido al aumento de la actividad proteasa que degrada
proteinas, como asi también al dafio producido por el efecto téxico de las EROs (Hamid y
col., 2010; John y col., 2012; Palma y col., 2002; Xu y col., 2009).

Tabla 5. Comparaciéon de variables fisiolégicas entre poblaciones cuando crecen
en suelos contaminados y control.

Bouwer Intiyaco ANOVA
Suelo Suelo Suelo Suelo (0)
Contaminado Control Contaminado Control P
FRAP
(umoles de 306+56¢c 905+89a| 528+44b  696+89a| 0,0001
Trolox/g PS)
Azucares
solubles (mg/g| 124+11b 182+18a| 169+9a 120+£9b | 0,0002
PS)
MDA 671+38a 750+61a| 549+29b 512+61b| 0,003
(nmol/g PS)
Clorofila A 59+05a 3,7+05b| 69+04a 3,7%05b| 0,0001
(mg/g PS)
Clorofila B 1,7+02a 1,1+0,1b| 19+01a 09+0,1b| 00001
(mg/g PS)
Clorofilas
totales 89+08a 55+07b| 103+06a 53+0,7b| 0,0001
(ng/g PS)
Relacion
38402 33403 37401 4,1+0,3
Clorofila A/B ’ ’ ’ ’ ! ! ! ’ ns
camtepns‘)’s (he/s  >74+02a 15+02b| 27+02a 13+01b| 0,0001
Proteinas
Solubles 195+18b 276+28a| 219+14b 313+28a| 0,0023
(mg de Albumina/|
g PS)
Almidon 315+27  316+23 | 321+21 345 + 21 ns
(mg/g PS)
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En cuanto al contenido de almiddn, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos. La respuesta normal de cualquier planta ante un factor de estrés
abidtico es el incremento en el contenido de almidén (Prado y col., 2010; Rodriguez y
col., 2015), de esta manera el almidén es uno mds de los parametros fisiolégicos que

estd indicando tolerancia al metal por parte de la especie estudiada.

En las tablas 6 y 7 se exponen los resultados para las correlaciones entre los
parametros fisioldgicos para cada poblacién. Se destaca que la poblacion de Bouwer
presenta una relaciéon mads estrecha entre los pardmetros fisioldgicos que la de Intiyaco.
Tabla 6. Matriz de correlacidon de los parametros fisiolégicos entre si para la
poblacidn de Intiyaco. Por encima de la diagonal de 1 se reportan los valores de p

y por debajo los valores de R%. En Verde se resaltan los p significativos y en
naranja sus respectivos R’

©
< om = v n
o o < © © = c e | ©
S < =) &= % © 9 o S
INTIYACO S o S o b &= o 5 £
N o o o S e
< O| O | o8| O |
(@)

AzUcares 1 0,003| 0,381| 0,516| 0,62 0,58 | 0,619| 0,903| 0,086
FRAP 0,484 1 0,359| 0,32 | 0,377| 0,283| 0,16 | 0,047| 0,821
MDA -0,15| 0,16 1 0,367 | 0,063| 0,271| 0,043| 0,664| 0,409

Clorofila A -0,112| 0,173| 0,155 1 0 0 0 0,13 | 0,256

Clorofila B -0,086| 0,154| 0,313| 0,886 1 0 0 0,312| 0,216

Clorofila Total -0,095| 0,187| 0,189 | 0,987 | 0,934 1 0 0,201| 0,239

Carotenos -0,086| 0,243| 0,339| 0,941| 0,874| 0,95 1 0,352| 0,351

Proteinas 0,021 | 0,338| 0,075| -0,257| -0,173| -0,218| -0,16 1 0,295

Almiddn 0,29 0,04 | -0,2142| 0,194| 0,211| 0,201| 0,16 | -0,18 1

En ambas poblaciones hubo una correlacidon significativa y positiva entre el
contenido de azucares solubles y la capacidad reductora no enzimatica indicada por la
variable FRAP. Este resultado puede indicar que el incremento en el contenido de
azucares solubles tiene una funcién de proteccién contra el estrés oxidativo como fue
propuesto por Rodriguez y col. (2015). Ambas poblaciones también mostraron

correlaciones significativas y positivas entre los pigmentos (clorofilas y carotenoides), lo

29




cual resulta muy esperable y respalda la funcién protectiva que los carotenoides tienen

sobre los fotosistemas (Rai y col., 2016).

Tabla 7. Matriz de correlacidon de los parametros fisioldgicos entre si para la
poblacién de Bouwer. Por encima de la diagonal de 1 se reportan los valores de p
y por debajo los valores de R En Verde se resaltan los p significativos y en
naranja sus respectivos R’

©
o = %)
Sl g2 2/ 218 g

BOUWER | 5 | & | S | 8| 8|5 | 5| 8| E

< S |O0|s | & x| <
(@)

Azlcares 1 0,029| 0,253| 0,053| 0,008| 0,017 | 0,004| 0,884| 0,534
FRAP 0,477 1 0,877| 0,025| 0,002| 0,019 | 0,001| 0,255| 0,418
MDA -0,261| 0,036 1 0,231| 0,623| 0,143 | 0,231| 0,018 0,110

Clorofila A 0,428| 0,487| -0,273 1 0 0 0 0,068 0,369

Clorofila B 0,563| 0,647| -0,114| 0,851 1 0 0 0,300 0,081

Clorofila Total | 0,514| 0,506| -0,331| 0,909 0,870 1 0 0,035 0,581

Carotenos 0,606| 0,656| -0,273| 0,855| 0,933| 0,885 1 0,197| 0,285

Proteinas -0,034| 0,260| 0,510| -0,406| -0,237| -0,463 | -0,293| 1 0,605

Almiddn -0,144| -0,187| -0,359| -0,207| -0,390| -0,128 | -0,245| -0,120 1

En el caso particular de la poblacion de Bouwer, la capacidad reductora no
enzimatica mostré correlacion significativa y positiva con los pigmentos, sugiriendo que
hay una proteccién de la actividad fotosintética por esta via frente al estrés que parece
solo en la poblaciéon histéricamente expuesta. Si bien ambas poblaciones experimentan
el mismo efecto en el contenido de FRAP como respuesta a la exposicién a Pb (Tabla 5),
la identidad de los compuestos que aportan a esa capacidad reductora no enzimatica
puede ser diferente y estar cumpliendo una funcién mas especifica y relacionada al

mantenimiento de la actividad fotosintética en el caso de Bouwer.

También se realizaron correlaciones entre Pb en la planta (la concentracion de Pb
en los distintos érganos de la planta, la extraccion total de plomo por planta y el poder
de extraccion de los exudados relativo al agua) y las variables fisiologicas (Tablas 8, 9, 10

y 11). Para la poblacién de Intiyaco las correlaciones fueron significativas entre la
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concentracion de Pb en la raiz y la mayoria de las variables fisioldgicas, exceptuando
Unicamente azucares, proteinas y almiddn. Estos resultados indican que la especie T.
minuta manifiesta una respuesta fisioldgica en la hoja dado el ingreso de Pb en la raiz
cuando se trata de individuos que no presentan una historia transgeneracional de

exposicion.

Por su parte, la poblacién de Bouwer muestra correlacion significativa entre
algunas de las variables fisioldgicas, exceptuando MDA, clorofilas B, proteinas vy
almidon; y la concentracién de Pb en la hoja y no en tallo o en raiz. Pese a que no se
encontraron diferencias significativas para las concentraciones del metal en ninguno
de los drganos entre las poblaciones cuando fueron expuestas, y el analisis
multivariado de componentes principales para las variables fisioldgicas muestra en un
estado general muy similar para ambas poblaciones, la respuesta fisioldgica de cada
una parece estar relacionada con la presencia del Pb en diferentes partes de la planta.

Tabla 8. Valores de probabilidad p de las correlaciones entre las concentraciones
de Pb en la planta y las variables fisioldgicas para la poblacién de Intiyaco.

p valor
INTIYACO Pbuoja Pbratc Pbray ETPp, PEEp,  FTp,  FTTpy
Azucares 0,07 081 059 093 048 0,13 0,76
FRAP 059 041 002 060 080 057 044
MDA 082 041 002 047 098 0,19 0,06
Clorofila A 091 1072 006 052 09 0,55 0,31
Clorofila B 063 073 006 049 086 056 0,23

Clorofila Total 067 062 003 035 092 053 0,3

Carotenos 050 063 002 005 0,67 036 0,24
Proteinas 0,72 053 083 057 0,26 059 0,81
Almidon 09 035 037 074 0,31 069 0,26

Pb: Concentracién de plomo en la parte de la planta indicada por el subindice. ETPpy,: Extraccidn
total de plomo por planta; PEE;.: Poder de extraccién de plomo de los exudados relativo al agua,
FTp,: Factor de translocaciéon de plomo; FTTp,: Factor de transferencia total de plomo. Se
muestra los valores de p, indicdndose en verde los significativos.
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Tabla 9. Coeficientes de las correlaciones entre Pb en la planta y las variables
fisiolégicas para la poblacidn de Intiyaco.

R Pearson

INTIYACO

Azucares
FRAP
MDA

Clorofila A
Clorofila B
Clorofila Total
Carotenos
Proteinas
Almidén

Pbyoja -0,31 0,09 -0,04 -0,02 -0,08 -0,07 -0,12 -0,06 -0,01
Pbraiio -0,04 0,14 -0,14 0,06 0,06 0,08 0,08 -0,11 0,16
Pbraiz 00 039 039 032 031 035 0,38 0,04 -0,15
ETPpy -0,01 0,09 0,12 0,211 0,12 0,16 0,33 0,10 0,06
PEEpy 0,12 0,04 0,00 -0,01 -0,03 -0,02 -0,07 0,19 0,17
FTep -0,25 o021 -0,22 -01 -0,1 -0,11 -0,35 -0,09 0,07
FTTpy -0,05 0,13 -0,32 -0,127 -0,2 -0,17 -0,2 -0,04 0,19

Pb: Concentracidn de plomo en la parte de la planta indicada por el subindice. ETP;,: Extraccidn total de
plomo por planta; PEEp.: Poder de extraccidn de plomo de los exudados relativo al agua, FTp,: Factor de
translocaciéon de plomo; FTTp,: Factor de transferencia total de plomo. Se muestran los valores de R?
destacados en naranja cuando se corresponden con un p significativo.

Tabla 10. Valores de probabilidad p de las correlaciones entre las concentraciones
de Pb en la planta y las variables fisioldgicas para la poblacidon de Bouwer.

p valor
BOUWER Pbuoa  Pbraio  Pbray ETPp,  PEEp,  FTp,  FTTpy
AzUcares 0,05 035 0,71 0,63 0,95 0,57 0,47
FRAP 0,07 0,28 0,43 042 0,49 096 0,79
MDA 0,15 0,28 0,38 0,16 0,29 0,33 0,31

Clorofila A 0,01 0,81 0,29 0,74 08 085 0,7
Clorofila B 0,21 0,74 0,24 0,72 0,97 0,7 0,5
Clorofila Total 0,03 0,79 0,22 0,62 0,86 0,76 0,56
Carotenos 0,05 0,58 0,25 0,92 0,87 086 0,62
Proteinas 0,97 094 0,72 0,40 0,75 1 0,58
Almidon 0,58 0,76 0,11 0,98 049 0,52 0,26

Pb: Concentracién de plomo en la parte de la planta indicada por el subindice. ETP,,: Extraccidn
total de plomo por planta; PEE;.: Poder de extraccién de plomo de los exudados relativo al agua,
FTp,: Factor de translocaciéon de plomo; FTTp,: Factor de transferencia total de plomo. Se
muestra los valores de p, indicdndose en verde los significativos.
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Tabla 11. Coeficientes de las correlaciones entre Pb en la planta y las variables
fisiolégicas para la poblacidn de Intiyaco.

Rz
Pearson
9 < @ © 3 o c
(C T _ — c Ne)
E o < — — = © o = S
S £ 2 % 5 9285 = g 2
BOUWER| S o S o s 52 09 o S
< O O O o

Pby,a | 0,43 040 -0,33 054 029 0,46 044 0,01 0,13
Pbr. | 0,22 -0,25 -0,25 -0,06 -0,08 -0,06 -0,13 0,02 0,07
Pbrz | -0,09 -0,18 0,20 -0,24 -0,27 -0,28 -0,26 0,08 -0,36
ETP,, | 0,11 0,19 0,32 -0,08 -0,08 -0,11 0,02 0,19 0,01
PEE,, | -0,01 0,16 0,24 0,03 0,01 -0,04 -0,04 -0,07 0,16
FTep 0,13 -0,01 -0,22 0,04 0,09 0,07 0,04 0 0,15
FTT,, | 0,16 0,06 -0,23 0,09 0,15 0,13 0,11 0,12 0,25

Pb: Concentracidn de plomo en la parte de la planta indicada por el subindice. ETP;,: Extraccidn total de
plomo por planta; PEEp.: Poder de extraccidn de plomo de los exudados relativo al agua, FTp,: Factor de
translocaciéon de plomo; FTTp,: Factor de transferencia total de plomo. Se muestran los valores de R’
destacados en naranja cuando se corresponden con un p significativo.

Previamente en este texto se establecié que la exposicion a Pb causa una
disminucion de la capacidad reductora no enzimatica, es decir comparando plantas
qgue crecieron en suelo control con aquellas que crecieron en suelo contaminado
(Tabla 5). No obstante, al considerar Unicamente aquellos individuos que crecieron en
suelos contaminados y analizar la relacidn entre esta variable y la concentracion de Pb
en la planta (tablas 8, 9, 10y 11), se encontrd una correlacidn significativa y positiva en
ambas poblaciones. Indicando que la especie responde en defensa ante el ingreso de
Pb en sus 6rganos mediante la actividad reductora no enzimatica independientemente

de la historia de exposicién.

Para la poblacion de Intiyaco se encontré una correlacidn positiva entre el
ingreso del Pb a la planta y el contenido de MDA, mientras que para Bouwer estas
variables resultaron independientes, sugiriendo que la historia de exposicién a Pb de
esta especie la ha preparado para evitar el dafio de las membranas celulares.
Reforzando esta hipdtesis, se encontré también, que para la poblaciéon oriunda de
Bouwer hay una correlacién significativa y positiva entre la concentracién de Pb en la
planta y el contenido de azlcares solubles, relacidn que no existe para la poblacién de

Intiyaco. En este contexto, se puede sugerir que la poblacion expuesta tiene la
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capacidad acumular Pb sin experimentar dafio en sus membranas posiblemente
debido al efecto protector contra el dafio oxidativo que tienen los azucares solubles
(Rodriguez y col., 2015). El resultado del ANOVA para azucares (Tabla 5), indicé que la
poblacion de Intiyaco respondié ante la exposicion a Pb en suelo con un aumento de
azUcares, mientras que la de Bouwer lo hizo con una disminuciéon de dichos
compuestos. Esto puede interpretarse como una capacidad intrinseca de la especie de
responder al estrés por este medio, pero que, ante la exposicién particularmente a Pb,
la aclimatacidon a esta presién ambiental, hace que el mecanismo se active ante la

presencia del plomo en la hoja y no ante la simple exposicién a nivel radical.

3.4. Analisis de la composicion porcentual de compuestos volatiles

Tagetes minuta L. es una especie de interés comercial ya que produce una gran
cantidad de aceites esenciales que son utilizados en diversas industrias (Patel y Patra,
2014). Los principales componentes de dichos aceites son compuestos volatiles de la
familia de los terpenos (Singh y col., 2016). La importancia del estudio de los aceites
esenciales de esta especie en relacidn a su capacidad para la tolerancia y acumulacién
de Pb reside en su potencial para combatir las ROS y radicales libres protegiendo a los
tejidos y estructuras de la planta contra los dafios toxicoldgicos del contaminante

(Shiraziy col., 2014).

Con el propdsito de obtener una vision generalizada de los mismos en cada
poblacién, segin su origen y exposicidn a Pb, se realizd un analisis de componentes
principales (Figura 8). En éste se ve cdmo los aceites esenciales de la poblacién de
Bouwer, independientemente de la exposicidn al contaminante, se componen
principalmente de dihidrotagetona. En cambio, para la poblacién de Intiyaco se
diferencian dos grupos, las plantas que crecieron en suelo contaminado, asociadas a
limoneno, cis-tagetona, cis- epoximeno y a-thujona y las que lo hicieron en suelo
control, que se asociaron mayormente a verberona, B-ocimeno, PB-citral y cis-
ocimenona. A partir de este analisis se puede decir que hay una marcada diferencia
segun el origen de planta, y por lo tanto este origen, relacionado con el historial de
exposicién a Pb, estaria marcando la composicion de los volatiles en esta especie. En un

estudio realizado en Argentina por Gil y col. (2000) con poblaciones de la especie
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CP 2(20,9%)

T.minuta seleccionadas de Rio Negro, Salta, Jujuy, Mendoza y Buenos Aires, se
reportaron variaciones intra-especificas que permitieron agrupar los aceites de T.
minuta en subtipos, establecieron asi la existencia de tres quimiotipos de aceites
esenciales de esta especie. El quimiotipo 1: relacionado con [-ocimeno,
dihidrotagetona, Z-tagetona, E- y Z-tagetenonas y limoneno; quimiotipo 2: con
dihidrotagetona y quimiotipo 3: con a-fenandreno y E- B-ocimeno. De acuerdo a esta
clasificacién, la poblacion de Bouwer podria encuadrarse en el quimiotipo 2, donde
predomina el compuesto dihidrotagetona, pero ninguno de estos quimiotipos
representa a la poblacion de Intiyaco.

Figura 8. Andlisis de componentes principales de los compuestos volatiles. Los
datos fueron agrupados por poblacién de origen y exposicion a Pb.
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Los indicadores azules presentan la ubicacion media de cada tratamiento en el PCA. Los indicadores
Intiyaco y Bouwer hacen referencia al tratamiento con suelo contaminado.

Las figuras 9 y 10 muestran los perfiles individuales de composicion de volatiles de
los aceites esenciales, estando ordenados los individuos de izquierda a derecha de
manera creciente para la concentracion de Pb en hoja, esta variable también est3

representada en el grafico.

Los individuos de la poblacién de Bouwer presentaron muy poco sabineno, incluso
algunos no lo produjeron, lo mismo ocurre con B-linalol, a-thujona, 2,4 dimetil 2,6
octadieno, y trans-tagetona. Todos tienen limoneno y B-ocimeno. El compuesto

dihidrotagetona es el que predomina en todos los individuos y en gran proporcion.
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Todos tienen una pequena porcion de PB-citral. Cis-ocimenona, cis-tagetona, cis-
epoximeno y verbenona estan presentes en la mayoria de los individuos aunque en
proporciones variables. Puede observarse que el uUnico individuo que presentd una
concentracién elevada de Pb en hoja (cerca de 200 pg g') muestra un perfil de
composicion de voldatiles muy diferente al resto de los individuos de su misma poblacién
(Bouwer), presentando un porcentaje mayor de verbenona, B-ocimeno y limoneno en

detrimento de dihidrotagetona.

En la poblacién de Intiyaco, comparado a la de Bouwer, se ve una composicién
diferente de los compuestos volatiles, una menor presencia de dihidrotagetona, y mayor
porcentaje de cis-tagetona y verbenona. También tienen una presencia importante cis-
ocimenona, cis- epoximeno presentes en todos los individuos. La composicion de los
aceites esenciales de esta especie es variable, como ya se expuso, y estda comprobado
que las variaciones genéticas y fenotipicas contribuyen a la diferencia en la
concentracion de terpenos voldtiles y la magnitud de estas diferencias varia entre
poblaciones (Mihaliak y col., 1989). Incluso, como se pudo ver en el trabajo de Gil y col.,
2000, la composicion de aceites esenciales puede variar en una misma poblacién de un

afo a otro, demostrandose asi una gran plasticidad fenotipica para esta especie.
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Figura 9. Contenido porcentual de cada uno de los compuestos volatiles y la
concentracion de Pb en Hoja de los individuos de la poblacion de Bouwer
expuestos a Pb, ordenados seglin la concentracion de Pb en hoja de manera
creciente de izquierda a derecha, la primera barra muestra el valor promedio de
los individuos que crecieron en suelo control como referencia.
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Figura 10. Contenido porcentual de cada uno de los compuestos volatiles y la
concentracion de Pb en Hoja, de los individuos de la poblacién de Intiyaco
expuestos a Pb, ordenados seglin la concentracion de Pb en hoja de manera
creciente de izquierda a derecha, la primera barra muestra el valor promedio de
los individuos que crecieron en suelo control como referencia.
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Adicionalmente, se realizaron correlaciones entre la concentracién de Pb en hojay
los compuestos voldtiles como se pueden ver en la tabla 12. Para la poblaciéon de
Bouwer, los compuestos volatiles se encuentran mds relacionados con la concentracion
de Pb en hoja que para la de Intiyaco, donde sélo tres compuestos se correlacionaron
(limoneno, B-citral, B-linalol). En la poblacion de Bouwer se correlaciond positivamente
B-ocimeno con la concentracién de Pb en hoja coincidiendo con los hallazgos de Sosa y
col. (2016), sugiriendo que el incremento de Pb en T. minuta aumentaria la sintesis de
este compuesto volatil. Se conoce que este compuesto participa en la activacion de
genes para la defensa en plantas (Arimura y col., 2002). Por otro lado, B-ocimeno se
encuentra en la via metabdlica de formacién de otros compuestos como tagetenonas,
tagetonas y dihidrotagetona (Singh y col., 2016), esto es de suma importancia ya que el

compuesto dihidrotagetona, que es el mas abundante en los individuos de Bouwer, se
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correlaciond negativamente con la concentracion de Pb en hoja, indicando que a
medida que aumenta este metal en la hoja, la planta producird menos dihidrotagetona.
Esto puede interpretarse de dos formas, por un lado, el Pb puede interrumpir la
biosintesis de dihidrotagetona inhibiendo alguna enzima requerida en los pasos que
permiten llegar a este compuesto a partir de B-ocimeno, por lo cual este aumenta su
presencia. Por otro lado, el aumento de B-ocimeno en detrimento de dihidrotagetona

puede ser una estrategia de la planta para activar genes relacionados a la defensa.

En un trabajo realizado por Sanchez-Osorio y col. (2013) se observd la
composicion de volatiles foliares sobre hojas infestadas por C. welensii en comparacién
con no infestadas, se pudo ver que estas liberaban grandes cantidades de limoneno
cuando se encontraban infestadas, dando indicio de la presencia de este compuesto en
una situacion de estrés. Este dato coincide con los resultados para la poblacién de
Intiyaco, en la que limoneno se correlaciond positivamente con la concentracién de Pb
en hoja, pudiendo ser una respuesta al estrés generado. La acumulacion de metabolitos
secundarios es, generalmente, un mecanismo de defensa y juega un papel principal en
la adaptacién de las plantas a variaciones ambientales. Segun esto, las situaciones de
estrés normalmente favorecen la produccién de estos compuestos. A pesar de que en
muchos estudios se ha demostrado la influencia que tienen los factores ambientales en
la composicién quimica de los aceites esenciales, su control primario en relacion al
guimiotipo que expresan estd mayoritariamente bajo control genético (Figueiredo y col.,
2008). Esto quiere decir que, aunque las condiciones ambientales perfilan ciertos

patrones quimicos, éstos son caracteristicos de cada planta o grupo de plantas.
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Tabla 12. Correlaciones de Pearson para la concentracién de Pb en Hoja con los
compuestos volatiles y comparacion entre poblaciones. Composicién porcentual
de los compuestos volatiles para cada poblacion.

Correlacion con Pb en Hoja Composicién porcentual
Compuesto Bouwer Intiyaco )
5 5 Bouwer Intiyaco p
R p R p
Sabineno 0,62 0,001 0,33+0,07b| 0,59+0,05a| 0,004
Limoneno 0,53 0,007 | 0,32 0,051 3,0t0,6b 6,5+0,5a | 0,0001
B-Ocimeno 0,61 0,001 36+0,6b 6,2+0,5a 0,002
Dihidrotagetona | -0,51 0,01 83t4a 10+3b 0,0001
B-Citral 0,40 0,050 | -0,38 0,018] 0,77+0,06b| 1,25+0,05a| 0,0001
a-Thujona 0,04+0,01b| 0,50+0,04a| 0,0001
B-Linalol -0,38 0,02 0,21+0,05b| 0,35+0,04a| 0,003
2,4 dimetil 2,6
0,05+0,01b| 0,43+0,03a| 0,0001
octadieno
Cis-Epoxiocimeno 0,5+0,5b 6,8+0,8a 0,001
Cis-Tagetona 3,34£09b 37,7+0,3a | 0,0001
Trans- Tagetona 0,14 +0,03 0,97+0,9 ns
Cis-Ocimenona 1,45+1,15b 7+1a 0,0001
Verberona 0,71 0,001 3+1b 22+3a 0,0001

También se compard la composicion porcentual de los compuestos en ambas
poblaciones (tabla 12). Bouwer presentd un 83 % de dihidrotagetona reafirmando su
predominancia, en cambio para Intiyaco los valores mas altos fueron de cis-tagetona
con 37 % y verberona con 22 %. Los componentes mayoritarios de ambos origenes
fueron encontrados simultdneamente en la poblacidon de Bouwer en el estudio a campo
realizado por Sosa y col. (2016), donde los datos de concentracidn fueron cis-tagetona
(39,54 %), dihidrotagetona (30,67 %) y verberona (16,03 %). En el presente estudio cis-
tagetona y verbenona no fueron mayoritarios para Bouwer, pudiendo ser esto
consecuencia de la condicion experimental de invernadero (diferente a la de campo) o
por las variaciones anuales propias de la especie (Gil y col., 2000). Particularmente los
valores aqui presentes para la poblacion de Bouwer coincidieron con los obtenidos en
un estudio realizado en la provincia de Chaco donde preponderaba dihidrotagetona
(42,9 %) y cis-tagetona (16,8 %), cuyas proporciones se mantenian relativamente
constantes en todas las muestras que fueron estudiadas en las distintas localidades de
dicha provincia (Chamorro vy col., 2008). En otro estudio realizado en la provincia de
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Cérdoba por Zygadlo y col. (1990), se encontrd una gran variacidon en la composicion de
los voldtiles de poblaciones de T. minuta proveniente de una misma regidn, que fue
adjudicado a la composicidn de los suelos y la constitucidn genética. Por otro lado en un
trabajo de revisidn (Singh y col., 2016) se reportd la composicién de los aceites de T.
minuta producidos en distintos paises, atribuyéndose su variabilidad a las diferencias

alélicas entre poblaciones de los genes implicados en la via metabdlica de los aceites.

En el presente estudio se encontrd una variabilidad a nivel interpoblacional en la
composicion de los aceites que puede estar relacionada con las caracteristicas genéticas
de cada una. Para atribuir estas diferencias a la historia de exposicién a Pb en suelo y
fendmenos de adaptacion, seria necesario un estudio adicional, con analisis genéticos y
un mayor numero de poblaciones involucradas. No obstante, los resultados encontrados
muestran una variabilidad intrapoblacional (entre individuos), relacionada no solo a la
exposiciéon de la planta a suelos contaminados, sino también a la capacidad de acumular

Pb en las partes aéreas.

3.5. Integracion de los resultados

En la bibliografia se pueden encontrar numerosos trabajos sobre la acumulacién
de metales pesados por parte de la especie T. minuta (Nawab y col., 2015; Salazar y
Pignata, 2014; Salazar y col., 2016a; Salazar y col., 2016b; Sun y col., 2011), y también
sobre la produccion de aceites esenciales de esta especie y sus aplicaciones (Kumar y
col., 2014; Lépez y col., 2011; Negahban y col., 2013; Zygadlo y col., 1990), sin embargo
muy pocos trabajos relacionan estos aspectos entre si (Sosa y col., 2016) y con la
respuesta fisiolégica de la planta (Patel y Patra, 2014). En este contexto, el presente
trabajo constituye un aporte novedoso al cuerpo de conocimiento en este tema de

estudio.

Los resultados encontrados mostraron que la presencia de Pb en los suelos en los
qgue crece T. minuta, independientemente de su poblacion de origen, provoca un
incremento en la incorporacién de otros metales que son nutrientes esenciales, como
asi también un incremento de los pigmentos fotosintéticos y carotenoides (que para la
poblacion de Bouwer se reflejé6 también en un aumento de la biomasa aérea).

Paralelamente se produjo un cambio en la composicién de aceites esenciales asociado al
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incremento de Pb en hoja; incrementandose la proporcion de sabineno, limoneno, B-
ocimeno, B-citral y verbenona para la poblacién de Bouwer y de limoneno para la
poblacién de Intiyaco. Para el caso de la poblacidon de Bouwer también se vio reducida la
proporciéon de dihidrotagetona. Resultados similares fueron reportados por Patel y
Patra (2014). Estos autores hicieron crecer plantas de T. minuta en suelos enmendados,
en una medida creciente de 0 a 100 %, con lodos residuales de curtiembres, los cuales
estaban enriquecidos con diversos metales pesados, destacandose el Cr por presentar
las concentraciones mas elevadas. Observaron que a medida que aumento el porcentaje
de lodo hasta un 50%, la planta respondid incrementando clorofilas a y b, carotenos,
actividad y concentracidn de enzimas antioxidantes, concentracion de todos los metales
en la parte aérea, produccion de aceites esenciales; a su vez, dichos aceites aumentaron
su composicion porcentual de limoneno, cis-ocimeno (una forma de B-ocimeno) y
tagetona. A partir de enmiendas superiores al 50%, todos estos parametros comenzaron
a reducirse perdiéndose la capacidad de acumular los contaminantes en la parte aérea.
Por su parte, el contenido porcentual de dihidrotagetona fue reduciéndose a medida
gue aumentd el porcentaje de lodo, incluso desde los porcentajes de enmienda mas
bajos. Los resultados de Patel y Patra (2014) muestran que la respuesta fisioldgica y la
composicion de aceites no estuvo relacionada con el ingreso del plomo a la raiz; pero
mientras la concentracidn de metal en suelo esté por debajo de cierto umbral, la planta
tiene la capacidad de dar una respuesta fisioldgica y aumentar el contenido de algunos

compuestos volatiles de manera tal que favorece la traslocacién del metal a la hoja.

En el presente estudio se estaria corroborando esta misma estrategia para la
misma especie, pero siendo Pb el metal contaminante en lugar del Cr. A los fines de
determinar la concentracidon umbral de Pb para la cual este mecanismo deja de ser util
seria necesario realizar experimentos utilizando diferentes concentraciones de Pb en

suelo.

4. CONCLUSION

La variabilidad intrapoblacional de T. minuta para la capacidad de acumulacién,
traslocacidn y extraccidon neta de Pb es elevada en ambas poblaciones, sin existir una

diferencia importante en la eficiencia fitoextractiva entre ellas. Sin embargo, el andlisis
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individuo por individuo de las poblaciones estudiadas mostré que cuando ocurre la
traslocacion del contaminante, hay una tendencia a acumularlo en el tallo para la

poblacién de Intiyaco y en hoja para la de Bouwer.

En cuanto a la supervivencia y produccion de biomasa, la poblacién de Intiyaco
presentd un mejor rendimiento en términos de supervivencia, mientras que la poblacion
de Bouwer se destacd por la capacidad de incrementar la biomasa en respuesta a la

presencia de Pb en suelo.

La especie estudiada, independientemente de su historia de exposicién, responde
ante la presencia de Pb en suelo modificando los exudados radicales, de manera tal que
aumenta la solubilidad de otros elementos, los cuales son incorporados en los érganos
de la planta en mayor medida que cuando el suelo esta libre de Pb. La respuesta general
observada para los exudados radicales y la incorporacién de otros elementos a la planta

estaria asociada a una estrategia para la reduccién de los efectos téxicos del Pb.

En cuanto a la respuesta fisioldgica de la especie, se comprobd que ambas
poblaciones responden de modo similar cuando crecen en suelos contaminados con Pb,
mientras que pueden presentar diferencias cuando crecen en suelo control, indicando
que la respuesta fisioldgica frente al Pb en suelo es propia de la especie y no de la
poblacién previamente expuesta. La respuesta fisioldgica frente a la exposicion a Pb en
suelo se destacd por consistir en un aumento de los pigmentos fotosintéticos vy
carotenos, con una disminucion de la capacidad reductora no enzimatica, mostrando

gue la especie no se ve estresada por la presencia del contaminante.

Si bien las poblaciones se comportaron fisiolégicamente de la misma manera ante
la presencia de Pb en suelo, al relacionar dicho comportamiento con la acumulacion del
metal dentro de la planta se encontraron algunas diferencias. La respuesta fisiolégica de
los individuos de Bouwer se asocia a la presencia del metal en la hoja, mientras que los
de Intiyaco lo hacen ante la presencia del metal en la raiz. Ambas poblaciones
mostraron un incremento de la capacidad reductora no enzimatica a medida que
acumulaban mas Pb, sin embargo la poblacién de Bouwer mostrd ser mas eficiente en la
defensa contra el estrés oxidativo ya que no se incrementaron los valores de MDA,

mientras que los de Intiyaco aumentaron.
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En cuanto a la composicién de aceites esenciales, ambas poblaciones mostraron
quimiotipos muy diferentes. La poblacidn de Bouwer no modificéd su composiciéon frente
a la exposicion de Pb en suelo, mientras que la composicién de los aceites de la
poblacion de Intiyaco si experimentd cambios en respuesta a dicho factor. No obstante,
si se encontraron relaciones entre la acumulacién de Pb en la hoja y la composicion de
los aceites, incrementandose la proporcidn de sabineno, limoneno, B-ocimeno, B-citral y
verbenona para la poblacién de Bouwer y de Limoneno para la poblacion de Intiyaco.
Para el caso de la poblacién de Bouwer también se vio reducida la proporciéon de
dihidrotagetona. Si bien cada poblacién respondié con cambios diferentes, esto puede
deberse a la diferencia original de quimiotipos, estando ambas respuestas orientadas a

incrementar la capacidad de tolerar y traslocar Pb.

En conclusién, T. minuta muestra caracteristicas favorables para su uso en suelos
contaminados con Pb y valores de efectividad fitoextractiva que son propios de la
especie independientemente del historial de exposicion al metal. No obstante, la
poblacion expuesta histéricamente mostré algunas diferencias relacionadas a los
mecanismos fisiolégicos y de composicion de aceites volatiles que alivian el estrés

causado por la toxicidad del Pb.

El presente estudio sugiere que para la aplicacidon de un proyecto de fitoextraccidn
de Pb utilizando T. minuta seria necesario seleccionar y desarrollar una linea de semillas
gue asegure un elevado porcentaje de individuos acumuladores, ya que la recoleccién a
partir de poblaciones expuestas no es suficiente para garantizar un rendimiento
superior. De todos modos, aunque se tuvieran individuos de bajo rendimiento,
reemplazar en suelos agricolas contaminados el cultivo de productos comestibles por el
cultivo de esta especie aromatica a fines de extraer sus aceites puede ser una dptima
solucién para el productor sin poner en riesgo al consumidor y llevar a cabo

paralelamente una fitorremediacidn a largo plazo.
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