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TCA: Acido tricloroacético
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1. INTRODUCCION

El boro es un micronutriente esencial para las plantas necesario para la divisiéon
celular, la sintesis de la pared celular, la translocaciéon de azucares, la sintesis
proteinica y también para las funciones de las membranas. Sin embargo, en
concentraciones elevadas puede limitar su crecimiento y alterar su metabolismo
general debido a que el nivel minimo de boro que satisface el requerimiento esencial
del mismo no esta muy alejado de su umbral de toxicidad (Gupta y cols., 1985).

La fitotoxicidad asociada al boro puede manifestarse por exposiciones a suelos con
elevados contenidos de sales de borato, a una fertilizacion excesiva con minerales de
boro, a irrigacion con agua de alta concentracion de boro y a la reutilizacién de liquidos
residuales provenientes de industrias que utilizan boratos para sus productos. La
absorcion del boro esta asociada al pH (pH 7), al contenido de materia organica, al
intercambio iénico, a la humedad, la temperatura y la textura del suelo. Todos estos
factores establecen un equilibrio entre el boro absorbido y el boro en disolucion.

Una de las fuentes principales de boro es el agua de irrigacion. El boro aplicado a
través de esta fuente tarda un tiempo considerable en alcanzar el equilibrio, por lo que
durante los primeros afios de irrigacion, la concentracion de boro en agua y suelo es
relativamente baja.

Los sintomas de toxicidad al boro en plantas se manifiesta con una clorosis, seguida
por necrosis en los bordes de las hojas. Por lo tanto, el analisis foliar es utilizado para
el diagnostico de fitotoxicidad. Se ha reportado que el maximo de boro tolerado por
algunos cultivos es de hasta 100 ppm (Mass, 1984).

1.1. Macrofitas acuaticas y boro

Las plantas vasculares acuaticas también llamadas macrofitas han sido utilizadas para
remover distintos compuestos téxicos del agua, como son el Cu, Cr, Pb. (Rodgers y
cols., 1978; Benda y Kouba, 1991). Entre estas plantas destacan las pertenecientes a



la familia Lemnaceae por ser de facil cosecha ya que llegan a medirde 1.5a2.5cmy
crecen solo sobre la superficie del agua.

Perteneciente a esta familia tenemos a Lemna gibba L., es un excelente modelo
experimental debido a que su manejo es facil, se encuentra ampliamente distribuida en
México, es de alta productividad, tolerante a condiciones naturales adversas, facil
cosecha y tiene un ciclo de vida corto. Es un organismo utilizado muy frecuentemente
para pruebas de toxicidad en el monitoreo de ecosistemas acuaticos, y se ha llegado a
considerar un indicador ecotoxicolégico (Wang, 1990).

Entre los biomarcadores ambientales destacan las proteinas de estrés ya que cumplen
con las caracteristicas que permiten realizar estudios especificos de organismos
expuestos directamente a gran numero de contaminantes. Las proteinas de estrés
forman parte de la respuesta celular de proteccién, su sintesis es inducida por la
presencia de un gran numero de quimicos y se encuentran presentes desde bacterias
hasta plantas y animales superiores. No se han reportado estudios sobre las proteinas
especificas que L. gibba expresa en respuesta a la presencia de boro.

Es por eso que el presente estudio describe los patrones electroféreticos
monodimensionales y bidimensionales de las proteinas solubles totales de L. gibba L.
en ausencia y presencia de boro. Los resultados indican cambios en la expresidon
proteinica de Lemna gibba L. en respuesta al estrés provocado por boro.
Contribuyendo al estudio proteémico de L. gibba. De este modo es posible resolver,
cuantificar (densitometria, Phosphorlmager) y caracterizar (pl y Mr), una amplia

variedad de proteinas debido al estrés quimico.

1.2. Forma quimica del boro

El boro es un metaloide que se encuentra en el grupo IlIB, su numero atémico es 5,
por lo que posee 5 protones/electrones y 6 neutrones. Los numeros de oxidacion con
los que trabaja van de -3 a +3 y su electronegatividad le permite formar enlaces
fundamentalmente covalentes. El boro acepta pares electronicos de otros atomos, esto
se manifiesta en la formacion de complejos con numero de coordinacion 4,
especialmente en los trihalogenuros y compuestos con oxigeno o nitrégeno. En otros

compuestos, el atomo de boro recibe un par electrénico por coordinacién y aumenta



en dos sus seis electrones de tres enlaces covalentes para completar su octeto
electronico (Huheey, 1978).

Por su estado de oxidacién, el boro posee una conducta semejante a la de un metal
como el aluminio, es decir, forma estructuras con alto grado de caracter covalente
como B»O, y B(OH)s. El boro, participa también en la parte negativa o anidnica de
algunas sales dando acidos como el borico y sales de tipo borato. En la formacion de
compuestos catidnicos, el boro actua como atomo central positivo.

El acido bodrico es un acido débil que en solucion acuosa a pH menor de 7 se
encuentra no disociado, a pH mayor, éste acepta iones hidroxilo del agua y se forma
un anidon de borato tetraédrico similar a las sales de borato (Ecuacion 1) (Bargalld,
1972).

B(OH), + 2H,0 —> B(OH), + H,0" (1)

1.3. Fuentes de boro

El boro se encuentra en diversos minerales de la corteza terrestre, siendo el mas
abundante el borosilicato de aluminio conocido como turmalina. Una de las principales
fuentes de boro proviene de las emanaciones volcanicas. En sedimentos de rocas
volcanicas el boro se encuentra como borosilicato, y es poco disponible para las
plantas, en esta forma el boro puede moverse facilmente por lixiviacion. La especie
dominante de boro en el suelo es el acido bérico (HsBOs3) y en esta forma es tomado
por las plantas (Chesworth, 1991; Nable y cols., 1997).

El boro no se encuentra libre en la naturaleza, como se menciono anteriormente el
boro se encuentra combinado en forma de acido borico (H3BOs), en aguas minerales
de zonas volcanicas y como boratos en bdérax, kernita, ulexita o boronatocalcita,
colemanita o boracita (Jiménez y cols., 1997).

Su incorporacion al agua resulta en gran medida de la meteorizacion de rocas igneas
y sedimentarias, a este aporte natural se suman las actividades antropogénicas. Esta
ultima parte esta constituida por la presencia de boro en liquidos residuales
domésticos y de aguas industriales, que provienen de productos de limpieza como el



borax (Na;B4sO7.10H,0) el acido boérico (H3BO3) y de su utilizacion en diversas ramas
de la industria. Otra parte la conforma el escurrimiento superficial de aguas pluviales
en areas agricolas donde se aplican sustancias agroquimicas que contienen boro
(Larsen, 1988; ATSDR, 1992; Anderson y cols., 1994). La fuente principal de
exposicién a boro en poblaciones humanas es la ingestién proveniente de frutos y
vegetales (Anderson y cols., 1994).

El agua de riego es una de las fuentes potenciales en el aumento de la concentracion
de boro en suelo y agua. Regularmente éste se encuentra en concentraciones altas
cuando esta en asociacion con suelos y aguas salinas (Chauhan y Powar, 1978;
Dchankhar y Dahiya, 1980)

1.4. Boro en suelo y agua

Las concentraciones de boro en rocas y suelos son muy variadas, se pueden
encontrar menores valores menores a 10 ppm, y mayores a 100 ppm en esquisos y
suelos salinos (Sprague, 1972). Las referencias sobre la ocurrencia mundial de boro
en agua dulce superficial indican concentraciones con un rango de 1 a 7ppm. Sin
embargo, se han reportado niveles de hasta 26 ppm en diversos cuerpos de agua en
areas con depositos ricos en boro de Sudamérica; y de hasta 360 ppm en
Norteamérica (IPCS (International Programme on Chemical Safety), 1998). En los
ambientes acuaticos el boro se encuentra en estado de oxidacion +3, siendo el acido
borico no disociado la forma preponderante (Sprague, 1972). En aguas oceanicas la
concentracion media de boro es de 4.5 ppm (Weast y cols., 1985). En cuanto al agua
subterranea, la concentracion de boro varia de 0.3 ppm a 120 ppm (IPCS
(International Programme on Chemical Safety), 1998). En el rio Guachipas, Argentina
se han reportado concentraciones de 10 ppm de boro, lo cual se atribuye a la geologia
natural (Lomniczi y cols., 1997). También se han observado alteraciones en aguas
subterraneas y superficiales del Valle de Lerma y en Salta, Argentina como
consecuencia de actividades antropogénicas, en donde se han elevado las
concentraciones hasta 6.2 ppm, en agua subterranea y 50 ppm, en cuerpos de agua
cercanos a éstos (Bundschuh, 1992).



La especiaciéon quimica del boro depende de las condiciones ambientales en las que
se encuentre (ej. pH, temperatura, humedad) (ATSDR, 1992). Las concentraciones

para aguas con diferentes usos se presentan en la Tabla 1.1

Tabla 1.1 Niveles guia de calidad del agua para boro (ppm) segun la EPA

Uso Concentracion de Boro
(ppm por dia)
Agua de irrigacion 0.50
Vida acuatica agua dulce
superficial 0.75
Ganado 5.0
Humano 1.0

EPA: (Environmental Protection Agency, USA)

En la Ciudad de México, los niveles de boro registrados mas recientemente en agua,
han sido de 2.06 ppm en el Gran Canal y de 2.96 ppm en el sistema central de
alcantarillado (Jiménez y cols., 1997). En el agua de los canales de Xochimilco Duran
(2000) reportdé una concentracion de 0.01 ppm de boro durante la primavera y el
verano del 2000.

En estudios realizados en cuerpos de agua cercanos al volcan del Tacana (Chiapas,
Mex.) se encontré que las concentraciones de boro varian segun la estacion del afio y
el lugar de colecta desde 2.82 hasta 5.1 ppm (Armienta y De la Cruz-Reyna, 1995).
Los principales rios que se encuentran cercanos al volcan son el Suchiate y Cahuacan
que riegan la costa fronteriza de Chiapas y cuyas aguas son utilizadas para la
agricultura; el rio Cuatan que riega plantios importantes de la regidén de los altos de
Chiapas como son mango Atahulfo y platano (Sanchez, 2001)

En aguas de poblados cercanos al volcan Popocatépetl se reportan concentraciones
de 1.3 a 5 ppm en aguas de areas aledanas al volcan Chichén, Nevado de Toluca y
Popocatépetl se reportan concentrciones desde 38 hasta 433 ppm (Armienta y cols.,
2000; Armienta y cols., 2002)
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1.5. Funciones del boro en plantas vasculares

El boro es un micronutrimento esencial para las plantas vasculares, diatomeas y
cianobacterias (Loomis y Durst, 1992). Interviene en el crecimiento de regiones
meristematicas de las plantas asi como en el metabolismo fendlico y en el del ARN y
muerte cuando se alcanzan niveles fitotéxicos. El boro también participa en otras
funciones metabdlicas como el transporte de azucares, sintesis y estructura de la
pared celular y metabolismo de carbohidratos (Bonner y Joseph, 1976).

El boro se une a carbohidratos de configuracidn cis-diol, con lo que se facilita su
transporte a distancia. Ademas, el boro participa en procesos membranales,
principalmente en la liberacion y recuperacion de protones. También puede interferir
con las reacciones enzimaticas dependientes de manganeso. Asimismo, se le ha
asociado a un efecto antitoxico ante la presencia de aluminio en las raices de
dicotiledoneas (Blevins y Lukaszweski, 1998).

La glucolisis y el ciclo oxidativo de los fosfatos de pentosa son las vias metabolicas
que generan eritrosa 4-fosfato para la sintesis de fenoles. El ion borato al unirse al
acido glucoronico interviene indirectamente en la regulacion del metabolismo de los
fenoles (Figura 2.1) (Marschner, 1995).

El boro forma complejos con azucares como el manitol, la manosa y el acido
polimanurénico (Figura 1.1). Compuestos que son constituyentes de la hemicelulosa
de las paredes celulares (Marschner, 1995).

=G—OH HO-_ :i—o\ /OH]_ +
MW & on v poBTOH [ -0~ OH °
=C—0~ "OH OH—C= — —C=

(2)[ —O\B/OH]—+ OH=C= [:C(F_g)a(g*g:]; 2H,0

Figura 1.1 (1) complejos cis-diol, (2) complejos polioles, configuracién que se necesita para la formacion de los

complejos borato-azucar (Marschner, 1995).

Los complejos mas estables del borato se forman con los cis-dioles que presentan
anillos furanoides, como la apiosa y la ribosa, que después se convertiran en

componentes universales de las paredes celulares de plantas vasculares (Loomis y
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Durst, 1992). El boro no sélo forma complejos estables con la ribosa del ARN, sino
también con la del NAD" (Johnson y Smith, 1976). De acuerdo con Loomis y Durst
(1992), la apiosa encontrada en las paredes celulares, puede ser la clave de la
movilidad de los azucares para que formen los entrecruzamientos de borato con
polimeros de la pared celular mientras que la captacion de boro por la ribosa de los
ribonucledtidos podria ser la causa de la toxicidad del boro (Blevins y Lukaszweski,
1998). Otros candidatos para los entrecruzamientos de borato en paredes celulares
primarias son proteinas ricas en prolina como la extensina. Se ha observado que las
paredes celulares de ndédulos de raiz deficientes de boro contienen bajos niveles de
HRGPs, comparados con nédulos que tienen niveles suficientes de boro (Bonilla y
cols., 1990).

'

5 o

Glucolisis 1 Glucosa-6-P Ribulosa-5-P
complejo borato ; lLl
+B Ciclo Pentosa
Via del acido - fosfato
shiquimico @ .
{“ Oz
Fenoles Activacién Fenoles /
) M /’ ;
Pl o o,
(PPQ)

Alcohol- -
fenoles Complejos de borato ] Quinonas

Catecol | T o
: Melanina " ( . OZ
{H _ 4 -0

Lignina Semiquinonas

Figura 2.1 Efecto del boro las vias de glucdlisis, pentosas fosfato y metabolismo de fenoles
(Modificado de Marschner, 1995).

De acuerdo a la figura 2.1, la acumulacion de fenoles se promovera cuando las plantas
esten deficientes de boro, cuando hay deficiencia (-B) o exceso de boro (circulo mas
obscuro) y éste parte de una molécula de glucosa 6-P se promueve la formacién de
complejos borato.
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El ciclo oxidativo de las pentosas fosfato y la glucolisis incrementan los niveles de
eritrosa fosfato el cual es precursor en la biosintesis de fenoles. La formacion de
complejos de borato con fenoles probablemente esta involucrado en la regulacién de
los niveles de éstos y en la velocidad de la sintesis de fenoles alcohdlicos como
precursores de la biosintesis de lignina (Pilbeam y Kirkby, 1983). La acumulacion de
fenoles promueve la actividad de polifenol oxidasa lo que conduce a intermediarios
altamente reactivos como la quinona cafeica en las paredes celulares. Estas quinonas
son muy efectivas en la produccién de radicales superoxido.

La absorcion del boro en las plantas vasculares se realiza a través de las raices y se
acumula en los puntos de crecimiento de hojas y tallos (Blevins y Lukaszweski, 1998).
Se ha reportado que existe una relacion entre la disponibilidad de boro y la fijacién de
nitrégeno en cianobacterias (Bonilla y cols., 1990). Probablemente el participa
inhibiendo la difusion de oxigeno y por lo tanto evitando la oxidacion de la nitrogenasa
(Garcia-Gonzalez y cols., 1991). Por otro lado, el mismo grupo ha observado que la
deficiencia de boro provoca la expresion de una proteina de 116 kDa identificada como
perteneciente a la familia de las HRGPs (proteinas ricas en hidroxiprolina) y cambios
anatomicos en los nédulos de Phaseolus vulgaris L (Bonilla y cols., 1997).

Durante la sintesis de la pared celular el boro se requiere para la formacién de
entrecruzamientos borato-ésteres. Estos entrecruzamientos son relativamente débiles
y por lo tanto desempefnan una funcion de rompimiento y reconstruccion durante la
elongacion celular dando cargas negativas para las interacciones anidnicas como por
ejemplo con Ca*?, (Ramén y cols., 1990; Loomis y Durst, 1992). Sin embargo,
comparado con el calcio, el boro se une menos firmemente a la matriz de la pared
celular y, probablemente, esto produce sitios separados de union para el boro y el
calcio (Teasdale y Richards, 1990).

1.6. Toxicidad del boro en plantas

La fitotoxicidad asociada al boro puede manifestarse por exposiciones a suelos con
altos niveles de las especies quimicas biodisponibles, o bien a una fertilizacion
excesiva con minerales de boro. El riego prolongado con aguas ricas en boratos y

acido bdrico, asi como la reutilizacién de liquidos residuales provenientes de la
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industria y productos quimicos utilizados en la agricultura produciran un aumento de
boro en el suelo y agua hasta que las concentraciones de éste se tornen toxicas
(Nable y cols., 1997).

En agua de riego las concentraciones de boro menores de 0.70 ppm, son adecuadas
para la mayoria de las plantas, sin embargo, los valores comprendidos entre 1.0 y 4.0
ppm producen necrosis celular por lo que no se recomienda su uso para riego
(Martinez y cols., 1999).

Otras fuentes con elevados niveles de boro pueden ser los suelos derivados de
sedimentos marinos, suelos de regiones aridas o semiaridas o suelos derivados de
una roca madre rica en boro encontrandose en solucién como acido borico o como
borax (Camacho y cols., 2003). El boro tiene una movilidad muy elevada en el suelo,
lixiviando facilmente (Gupta y cols., 1985).

Los cultivos pueden clasificarse de acuerdo a la concentracion maxima permitida de

boro en agua de riego (0.75 ppm), en tres categorias por orden de tolerancia creciente:

a) Cultivos sensibles (0.30-1.0 ppm): manzano, cerezo, limén, naranjo, pera,
melocoton, aguacate, olmo albaricoquero, higuera, vid, ciruelo y chicharo.

b) Cultivos semitolerantes (1.0-2.05 ppm): cebada, alfalfa, repollo, zanahoria,
lechuga, cebolla, papa, calabaza, espinaca, tabaco, olivo, rosal, tomate y trigo.

c) Cultivos tolerantes (2.05-4.0 ppm): esparrago, arandano, algodon, pepino,

gladiolo, sésamo, tulipan, remolacha, haba, pasto, menta y centeno

Las plantas con tolerancia a boro lo acumulan a una velocidad baja mientras que las
plantas sensibles lo hacen muy rapidamente. La tolerancia al boro en plantas también
puede ser causada por las distintas proporciones de acumulacion de boro en hojas y
no por las diferencias de sensibilidad en ellas. Por lo tanto, para establecer la
diferencia de tolerancia entre una planta y otra se toma como referencia el tiempo de
acumulacion (Camacho y cols., 2003).

A pesar de que existen numerosos estudios sobre efectos asociados tanto a la
deficiencia de boro como a su toxicidad, las técnicas analiticas utilizadas para

expresar las concentraciones de boro relacionadas con tales efectos son diversas. Dos

14



de las técnicas mas utilizadas son la del boro soluble en agua caliente y el boro en
extracto de saturacion (Gupta y cols., 1985). Los resultados obtenidos con las técnicas
indicadas en el parrafo anterior, expresarian directamente el nivel de boro disponible
para la planta. Los estudios de fitotoxicidad se han hecho en plantas de limon, naranja,
avena, maiz, trigo y cebada; en donde se observo necrosis tanto en los margenes
como en los extremos de las hojas que posteriormente las llevan a la muerte (Mass,
1984). Con estos estudios se han establecido categorias para cultivos en relacion a su
tolerancia al boro (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Niveles de tolerancia a boro.

Categoria cultivo Concentracién

maxima de boro (ppm)

Muy sensible <0.5
Sensible 0.5-1
Moderadamente sensible 1-2
Moderadamente tolerante 2-4
Tolerante 4-6
Muy tolerante 6

Establecidos a partir de los estudios realizados por Mass (1984)
Desarrollos de Niveles Guia Nacionales de Calidad de Agua Ambiente
correspondientes a Boro.

Como se menciond anteriormente, el agua residual que se utiliza para riego contribuye
a la toxicidad. Por ello, cultivos sensibles a boro que en un principio crecen
regularmente, luego de periodos prolongados de irrigacion manifiestan efectos téxicos,
ya que esto incrementa la concentracion de boro en suelo y/o agua (Francois, 1984;
Mass, 1984).

La textura del suelo es también un factor importante a considerar. Los suelos con
textura ligera contienen en general mayores cantidades de boro soluble que los suelos
de textura gruesa debido a que en éstos el boro es adsorbido por la arcilla, quedando
restringida la lixiviacion. Las condiciones climaticas pueden tener relacion con la

tolerancia al boro, pero los efectos no son los mismos en todos los cultivos, sino que
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unos acumulan mas boro en condiciones de altas temperaturas y climas secos y otros
lo hacen a temperaturas bajas y precipitaciones abundantes (Camacho y cols., 2003).
El boro es absorbido por flujo de masas a través de las raices de las plantas bajo la
forma de acido borico no disociado, sigue el flujo de la transpiracion y es transportado
unicamente en el xilema, ya que es en gran parte inmovil en el floema (Dominguez,
1988).

El contenido de boro en las plantas varia segun la especie, la edad y los 6rganos
analizados, de tal manera que los sintomas de toxicidad generalmente apareceran por
encima de 200 ppm. Estos sintomas coinciden en la mayoria de los cultivos con la
necrosis progresiva de las hojas que comienza con una clorosis de los bordes de las
hojas que progresa entre los nervios laterales hacia los nervios centrales. Las
monocotiledoneas muestran necrosis en las puntas, mientras que en las
dicotileddneas la necrosis es tanto marginal como apical. Existen excepciones, como
la cebada, en donde la necrosis aparece primero en forma de manchas en la seccion
terminal de la hoja y finalmente las manchas necroticas se funden (De la Fuente,
2000).

El boro captado por el sistema radicular es trasladado hacia las hojas, acumulandose
en puntas y margenes. El analisis foliar es utilizado para el diagndstico de la toxicidad
causada por boro. En este sentido, el contenido de boro en hojas maduras sanas se
encuentra comprendido en el rango de 50-100 ppm mientras que el contenido de boro
en plantas con deficiencia del mismo es igual o menor a 20 ppm (Allison, 1964).

En estudios realizados con L. gibba, se ha observado un deterioro general de las
frondas causado por la presencia de boro. Inicialmente se presenta en los margenes
de las hojas, para después producir la perdida de raiz o bien un crecimiento limitado
de ésta. En concentraciones de 300, 400 y 500 ppm de boro el dafio se observa desde
los 3 primeros dias de la exposicion comenzando por clorosis general de las hojas que
después se extiende hasta el centro de la hoja que finalmente se necrosa. Estudios
realizados en el laboratorio de Cuencas Hidrologicas de la UAM-I han demostrado que
L. gibba es resistente a concentraciones de 20, 50 y hasta 100 ppm de boro. Asi

mismo se observo una relacion directamente proporcional entre la concentracion y el
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tiempo de exposicion. A los 10 dias de iniciado el experimento el numero de plantas
con necrosis aumentaba en forma proporcional (Mosso, 2002).

El boro puede interferir con enzimas dependientes de manganeso, esta interferencia
podria deberse a que el manganeso existe en tres estados de oxidacidn muy cercanos
a los del boro, Mn*?, Mn*3, y Mn*™, a nivel de membranas el boro tiene una funcién

estructural (Salisbury y Ross, 1994; Blevins y Lukaszweski, 1998).

1.7. Contaminacion y respuesta al estrés

Cuando un elemento rebasa permanentemente las concentraciones en que se
encuentra regularmente en la naturaleza, se convierte en un contaminante. Cuando
esto ocurre, se produce una respuesta adaptativa de los organismos que es conocida
como respuesta al estrés. Cuando esta respuesta no es suficiente para contender con
la agresion, el organismo muere.

El estrés bioldgico se define como cualquier alteracion en las condiciones ambientales
que pueda reducir o influir de manera adversa el crecimiento o desarrollo de un
organismo. Todos los organismos sintetizan Hsps en respuesta al calor, sin embargo,
el balance de proteinas sintetizadas y la importancia de las familias de Hsp
individuales en la tolerancia al estrés varia mucho de un organismo a otro. Por
ejemplo, en levadura, un miembro de las Hsp100 de la familia de (ClpB/C), la Hsp104,
es fuertemente expresado en el compartimento nuclear-citoplasmico en respuesta al
estrés y juega un papel pivotal en la tolerancia a situaciones ambientales extremas
(Sanchez y cols., 1992; Parsell y cols., 1994). Determinar que proteinas juegan los
papeles mas importantes en la tolerancia al estrés en diferentes tipos de organismos
requiere de analisis genéticos. Sin embargo, los factores criticos que confieren la
tolerancia a temperatura en plantas superiores aun no se han entendido claramente
(Queitsch y cols., 2000). Algunos estudios sobres plantas relacionan la induccion de
las Hsps en respuestas a aumentos moderados de la temperatura, lo que induce
tolerancia a un estrés mucho mas severo (Ougham y Howarth, 1988; Vierling, 1991;
Howarth y Skot, 1994).

Las plantas, como todos los organismos, son capaces de responder y adaptarse a
cambios ambientales por medio de la sintesis de proteinas especificas, las cuales
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modifican su metabolismo celular. El descubrimiento de la respuesta al estrés se
observo por primera vez en la respuesta al choque térmico de las glandulas salivales
de Drosophila (Ritosa, 1962). Una evidencia directa para la funcion de una Hsp en
tolerancia al estrés en plantas proviene de cultivos celulares de zanahorias
transgénicas y plantas en donde se observan ligeros cambios en la expresion de una
Hsp de 17.7 kDa y el escape de electrolitos de las hojas después de estrés por
temperatura (Malik y cols., 1999)

Hasta ahora todos los organismos examinados muestran una respuesta al choque
térmico incrementando la sintesis de proteinas especificas llamadas proteinas de
choque térmico o Hsps. Estas proteinas y algunas otras relacionadas se inducen en
respuesta a diversos tipos de estrés diferentes del calor (Morimoto y cols., 1990). Esta
respuesta celular es la expresion genética mas conservada universalmente y es
utilizada por las células para preservar la funcion y homeostasis celulares (Lindquist,
1986). La sintesis de proteinas inducidas por estrés es el inicio de los mecanismos de
resistencia y/o tolerancia.

Las proteinas especificas de estrés tienen dos funciones principales, la primera es
prevenir el dafio inducido y la segunda se activa en caso de que la primera falle, y es
reparar el dafio (Fig. 3.1) (Ryan y Hightower, 1996).
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Figura 3.1. Funciones de las proteinas especificas de estrés
(Ryan y Hightower, 1996; Tomado de: Stress-Inducible Cellular Responses)
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Las proteinas de choque térmico representan entre el 2 al 3% del total de las proteinas
en las células normales, esta proporcién puede alcanzar el 20% en las células
expuestas al estrés (Donati y cols., 1990). Todavia en 1990, se desconocia una
funcién definida para las proteinas sintetizadas en respuesta al estrés, pero se
reconocia su participacion para ayudar a la célula a sobrevivir al estrés térmico y en la
termotolerancia. Las familias de las Hsps estan altamente conservadas y se
encuentran en procariontes y en todos los compartimentos de las células eucariontes.
Las Hsps son inducidas en respuesta al estrés por cambios ambientales o por la
presencia de agentes téxicos como pueden ser: detergentes, fertilizantes, metales
pesados, agentes oxidantes o exceso de salinidad, que producen un dafio directo o
indirecto a las proteinas celulares (Lindquist, 1986; Morimoto y cols., 1990; Hightower,
1991).

Las proteinas de estrés se dividen en dos grupos de familias: a) las proteinas de
choque térmico (Hsps) que se inducen principalmente por la elevacién de temperatura,
analogos de aminoacidos, o por la presencia de metales pesados y contaminantes
(Klann y Shelton, 1989; Schlesinger, 1990); b) y las proteinas reguladas por glucosa
(GRPs) cuyos niveles aumentan por falta de glucosa, inhibiciéon de glicosilacién o
perturbacion en la homeostasis de calcio intracelular (Subjeck y Thug-Tai, 1986;
Welch, 1990; Kang y cols., 1995). De acuerdo con su peso molecular las Hsps se
clasifican en seis familias: i. Las Hsps de 100-110 kDa que promueven la reactivacion
de proteinas que ya han sido agregadas, también se ha observado que la Hsp101
tiene un papel crucial en la termotolerancia en Arabidopsis (Queitsch y cols., 2000) ii.
Las Hsps de 83-90 kDa, iii. Las Hsps de 66-78 kDa, iv. Las Hsp60, Hsp70 y Hsp90
que estan presentes en el citosol y en el nucleo y participan en la reactivacion de
proteinas dafiadas y en el plegamiento correcto de polipéptidos. En Arabidopsis la
Hsp70 tiene un papel central en la tolerancia al estrés (Solomon y cols., 1991; Welte y
cols., 1993), v. Las Hsps de 40 kDa, vi. Las Hsps de bajo peso molecular (sHsps) de
13-25 kDa.

Las sHsps estan localizadas en diferentes compartimentos celulares y se dividen en al

menos en seis subclases: Tres subclases (Cl, Cll y Clll) estan localizadas en el citosol
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y en el nucleo y se expresan durante los procesos de desarrollo (Scharf y cols., 2001)
las otras tres en los plastidios, reticulo endoplasmico (Helm y cols., 1993; Helm y cols.,
1995) y la mitocondria (Lenne y Douce, 1994; LaFayette y cols., 1996). Las formas de
las sHsps presentes en los diversos organelos parecen ser unicas en las plantas con
excepcion de la Hsp22 mitocondrial que se encuentra en Drosophila melanogaster
(Wieining y cols., 2002). Las clases | y Il citosdlica y nuclear son generalmente
codificadas por familias de multigenes, y tienen actividades de chaperonas (Vierling,
1991; Lee y cols., 1997). Las sHsps de la misma clase son altamente homodlogas entre
diferentes especies de plantas; sin embargo, las de diferentes clases comparten
secuencias similares (Vierling, 1991; Waters, 1995; Scharf y cols., 2001).

Por lo general las sHsps no se detectan facilmente en tejidos vegetales bajo
condiciones de crecimiento normales, pero pueden ser inducidas por estrés ambiental
y estimulos de crecimiento (Wieining y cols., 2002). La mayoria de las Hsps se
expresan continuamente, lo que sugiere que son necesarias permanentemente en el
funcionamiento normal de la célula, y funcionan principalmente como moléculas
chaperonas (Morimoto y cols., 1990).

En la mayoria de los organismos, las Hsp90 Hsp70, Hsp60 tienen un papel importante
en la tolerancia a diferentes tipos de estrés. En particular la Hsp70 y 90 se unen y
favorecen la degradacion del factor de transcripcidn de choque térmico (HSF) lo que
suprime su actividad. (Schoffl y cols., 1998). Sin embargo, se sabe que no todas las
moléculas expresadas en respuesta a un estrés son chaperonas, algunas otras son
proteasas o miembros de la maquinaria de degradacién proteinica mientras que otras
son factores de transcripcion (Gragerov y cols., 1992).

Las proteinas chaperonas o "chaperonas moleculares" se definen como "la familia de
proteinas que median el ensamble correcto de otros polipéptidos, pero que ellas
mismas no son integrantes de la estructura final" (Hendrick y Hartl, 1993). La actividad
de chaperona molecular involucra el reconocimiento de segmentos de residuos,
principalmente hidrofébicos de polipéptidos desdoblados por mondémeros, dimeros o
multimeros de las chaperonas.

El metabolismo celular cambia debido a los diferentes tipos de estrés, alterando las

funciones celulares relacionadas con la expresion genética, como son la transcripcion
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de los genes de mantenimiento y la traduccion general de proteinas, mientras que la
transcripcion de genes de choque térmico y su traduccion se activan (Dubois y
Bensaude, 1993). El problema de la agregacién y plegado erréneo de las proteinas
puede ser el efecto de varios tipos de estrés.

La chaperona molecular mas estudiada es la Hsp70 y sus proteinas asociadas, asi
como los equivalentes en procariontes. Se encuentran en el citosol y en la mayoria de
los organelos, y actuan participando en el plegamiento y la translocacion de las
proteinas a través de las membranas celulares. Pueden estabilizar la sintesis y el
transporte de polipéptidos nuevos hasta reunir todos los segmentos necesarios para el
replegado de la cadena, formando complejos largos y cilindricos que promueven el
replegado de las proteinas en el ambiente de su cavidad central (Dix y cols., 1997).
Las proteinas homologas a las Hsp70 fueron encontradas en complejos no
ensamblados en el lumen del reticulo endoplasmico (RE) y en cadenas pesadas de
inmunoglobulinas unidas a proteinas como BiP (Binding Proteins), y a proteinas
secretoras (James y cols., 1997). Hsp70 también actua en asociacion con otras
proteinas de choque térmico, la Hsp 60 (GroEL) y la Hsp 10 (GroES) en la mitocondria
y el citoplasma (Georgopoulos y Ang, 1990).

Las proteinas de choque térmico de bajo peso molecular con un peso real de 12-30
kDa son ubicuas entre eucariontes y representan una clase determinada e importante
de chaperonas moleculares (Vierling, 1991). Esta familia consiste de 5 formas
principales, de las cuales dos estan localizadas en el citosol y las restantes en
cloroplasto, mitocondria y reticulo endoplasmico. Estas ultimas funcionan como
protectores en el transporte de electrones cuando las plantas son expuestas a calor y
estrés oxidativo, asi como en la fotoinhibicion en cloroplastos (Downs y Heckathorn,
1998; Heckathorn y cols., 1998; Downs y cols., 1999). Las sHsps se han descrito
también en eubacterias (Gonzalez-Marquez y cols., 1997). Las sHsp comparten un
dominio C-terminal conservado con una de las proteinas del cristalino de los
mamiferos, el a-cristalino. Esta tiene la funcion de chaperona molecular ya que impide
la desnaturalizacion de otras proteinas al estabilizarlas, lo consigue mediante una
accion surfactante al reaccionar hidrofébicamente con mondémeros aniénicos. Los

analisis bioquimicos indican que in vivo las sHps no son mondmeros/dimeros sino
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agregados de alto peso molecular que va de 200 a 400 kDa. A pesar de la gran
variedad de las especies de sHsp, generalmente se arreglan como homo-complejos
separados, mas bien que como hetero-complejos 0 mezclas de subunidades. Esto
sugiere diversas funciones para cada una de las sHsp, incluso cuando estan presentes
en el mismo compartimento celular.

Las proteinas de estas familias tienen una amplia gama de funciones, desde antigenos
en membrana hasta replegadoras de proteinas desnaturalizadas. Se cree que tienen
un papel importante en su autoregulacion (Merck y cols., 1993; Merck y cols., 1993)).
In vitro, las sHsp conservan y facilitan la reactivacion de proteinas quimicamente
desnaturalizadas y previenen su agregacion cuando son desnaturalizadas por calor
(Boston y cols., 1996). De acuerdo con estas observaciones, es probable que las
sHsps puedan también actuar in vivo como chaperonas moleculares. En contraste con
los miembros de las otras clases de chaperonas moleculares, la actividad de las sHsps
es ATP independiente.

En plantas superiores, se han descrito cinco familias de genes y una familia en hongos
gue codifican para las sHsp. Cada familia codifica proteinas que se encuentran en
compartimentos celulares distintos, incluyendo el citoplasma, los plastidos, el ER
rugoso, y las mitocondrias. Estas familias presentan homologia y se encuentran
relacionadas filogenéticamente, sus genes parecen haber experimentado
duplicaciones, divergencias y convergencias, lo que indica que evolucionaron a
distintas ritmos y es muy probable que hayan cambiado de funcion y localizacién
celular (Waters, 1995).

Ademas las sHsps especificas se expresan durante varias fases del desarrollo vegetal
(Boston y cols., 1996). Este es el caso del girasol en dénde el ARNm de la Hsp17.6 se
acumula durante la embriogénesis de las semillas durante las ultimas etapas de
desecaciéon pero no como respuesta al choque térmico. El promotor de este gen tiene
poca semejanza con los del choque térmico. Existe una divergencia evolutiva en la
regulacién de los genes vegetales de sHsp que ha originado genes que responden al
estrés y miembros no sensibles al calor (Carranco y cols., 1997).

En el frijol de soya, las sHsps tienen entre 15 y 18 kDa, se encuentran codificadas por

dos familias de genes principalmente de la clase | localizada en el citosol y clase VI en

22



el citosol y en el nucleo, y son el GmHsp18.5-C y el GmHsp17.9-D. Ademas, de estar
reguladas como respuesta al choque térmico, tienen cierta homologia en su estructura
secundaria y en el dominio C-terminal con otras proteinas de choque térmico de bajo
peso molecular, se sabe que los genes presentan regiones ricas en Ay T pero su
funcién todavia no esta dilucidada (Reschke y cols., 1988).

Las proteinas de choque térmico de bajo peso molecular juegan un papel en la
tolerancia a una variedad de estresantes bidticos y abidticos. Son en general proteinas
de estrés que estan involucradas en el mantenimiento de la funcion celular y la
supervivencia durante el estrés o bien facilitan su recuperacion (Vierling, 1991; Parsell
y Lindquist, 1993; Heckathorn y cols., 1998).

Aunque las aplicaciones de la investigaciéon de las proteinas de estrés se han
enfocado hacia la medicina, farmacologia y toxicologia, una aplicacion emergente de
las HSPs es su uso como biomarcadores moleculares para el monitoreo ambiental,
tanto para la exposicion a quimicos téxicos como para detectar el daio causado por
estos (Ryan y Hightower, 1996).

1.8. Proteinas de estrés como biomarcadores ambientales

Recientemente las proteinas de estrés han cobrado gran importancia como
biomarcadores ambientales, ya que estas tienen ciertas ventajas sobre métodos
analiticos que se utilizan para calcular niveles de contaminacién que afectan a
poblaciones de organismos expuestos. Estos métodos requieren mas tiempo de
trabajo y en general son mas costosos, ademas no pueden predecir eficientemente el
dano causado en casos agudos de toxicidad en altas concentraciones de un
contaminante, estas pruebas tienen un valor pequeno de prediccién en comparacion
con los biomarcadores, ya que no se obtienen respuestas en exposiciones cronicas en
dosis mas bajas, es decir, su grado de sensibilidad es mucho mas bajo (Johan, 2000).
El uso de biomarcadores moleculares permite una identificacion mas eficiente de
quimicos, para una deteccion mas temprana que con los biomarcadores tradicionales
(patologia tisular, fallas reproductivas, mortalidad en masa o pérdida de la diversidad
de especies dentro de una comunidad ecoldgica). Esta nueva aproximacién al
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monitoreo puede integrarse a las ya tradicionales pruebas fisicas, biolégicas vy
quimicas para una mejor deteccion y manejo de cambios ambientales.

Los biomarcadores proveen evidencia de los organismos que han sido expuestos, 6
afectados por agentes xenobioticos, evidencian cambios bioquimicos, histolégicos,
morfologicos y fisiologicos en todo el organismo y se han complementado para
evidenciar cambios a nivel celular y molecular con biomarcadores de acidos nucleicos
y proteinas (Ryan y Hightower, 1996).

Los cambios en la fisiologia tanto subcelular como celular y de los organismos
completos se relacionan directamente con los agentes estrésantes que los inducen y
se han clasificado en: Respuestas adaptativas, que preveen el dafo, respuestas de
dafo subletal y respuestas de dafio letal (Ryan y Hightower, 1996).

Las respuestas adaptativas y de dafo subletal se pueden evaluar a través de
biomarcadores de efecto y biomarcadores de exposicion (Sanders, 1990). Los
biomarcadores de efecto forman parte de las respuestas que previenen el dafio celular
mediante mecanismos de desintoxicacion, en tanto que los biomarcadores de
exposicion revelan las lesiones subletales que se originan por la incapacidad de las
defensas ante el estrés. Por ultimo, las respuestas letales implican efectos de necrosis
o de apoptosis, cuando los mecanismos de proteccion y correccion fallan o bien son
rebasados (Ryan y Hightower, 1996).

La propuesta de utilizar proteinas de estrés como biomarcadores ambientales ha
recibido atencion recientemente, ya que los biomarcadores pueden utilizarse como
medidas en cualquier nivel de organizacién, asi como en poblaciones expuestas a
contaminantes en su ambiente natural o bien en cultivos celulares y tejidos vegetales o
animales experimentalmente expuestos a estrés fisico o quimico. Estas medidas
proporcionan un indice mas sensible de exposicién a efectos adversos subletales
producidos por quimicos toxicos o bien a una exposicion prolongada de algun quimico
fitotoxico, como es el caso del boro. En niveles altos de organizacién bioldgica (tejidos,
organos, o bien el organismo en general), estas proteinas incluyen cambios en el
metabolismo, en su fisiologia, morfologia, histologia e inmunologia. A nivel molecular y

niveles subcelulares de organizacion, hay primordialmente cambios en acidos
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nucleicos y proteinas (McCarthy y Shugart, 1990; Huggett y cols., 1992; Fossi y
Leonzio, 1994)

La seleccion apropiada de biomarcadores asi como el estudio de la reparacién de
dafio causado por toxicos en ambientes naturales pueden generar informacién valiosa

para la conservacion de distintos ecosistemas.

1.9. Lemna gibba L. como modelo de monitoreo y biodepuracion
de contaminantes

Una alternativa ecologica para la remocién de contaminantes que se acumulan en el
agua ha sido la remediacion basada en plantas (fitoremediacion) y otros organismos
(bioremediacion). Las macrofitas acuaticas han mostrado tener gran capacidad de
absorcion y bioacumulacidén. Muchas de ellas pueden remover metales pesados de
aguas contaminadas (Aulio y Salin, 1982; Chigbo y cols., 1982; Charpentier y cols.,
1987). Entre las macrofitas acuaticas utilizadas para pruebas de toxicidad se
encuentra Lemna gibba, es un organismo utilizado muy frecuentemente en pruebas de
monitoreo de ecosistemas acuaticos, considerandolo un indicador ecotoxicoldgico
ideal (Wang, 1990). La familia Lemnacea tiene 35 especies de plantas y se dividen en
4 géneros: Spirodela, Lemna, Wolffiela y Wolffia, siendo Lemna uno de los mas
utilizados para el tratamiento de efluentes (Culley y Epps, 1973). Estas plantas se
conocen comunmente como lentejilla de agua, tienen hojas pequeifas que rara vez
llegan a medir 5 mm de longitud (Weldon y cols., 1973). La planta esta formada por
dos partes, fronda y raiz, presenta un talo solitario o en grupos escasos, es orbicular
obovado de 2.5 mm de largo y de 2 a 4 mm de ancho y dos capas de espacios aéreos
verde oscuro por arriba y frecuentemente sombreado con rojo por debajo. El talo tiene
una ligera joroba y de una a tres nervaduras superiores conspicuamente redondeado,
usualmente giboso e inflado en el lado ventral debido al engrandecimiento de las
capas Figura 4.1 (Miranda, 1998). L. gibba es una planta de facil manejo, de alta
productividad en condiciones de invernadero, y con un ciclo de vida corto (1-2 meses).
Esta macrofita ha mostrado capacidad en la remocion de metales pesados en agua
como cadmio y plomo (Miranda y cols., 2000).
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Figura 4.1 Lemna gibba L. de fronda y raizy
por debajo tejido del aerenquima.

El uso de plantas en estudios de toxicidad tiene ventajas sobre pruebas tradicionales
como patologia tisular, fallas reproductivas, mortalidad en masa o pérdida de la
diversidad de especies dentro de una comunidad ecologica. Esto se debe a su alto
grado de sensibilidad ante la presencia de un gran numero de toxicos. Otra ventaja es
que es una alternativa que hasta hoy ha sido poco aprovechada y puede resultar mas
econdmica, ya que el cultivo de plantas acuaticas no representa un factor limitante
para la obtencion de mas organismos sanos, siempre y cuando éstos se mantengan
bajo condiciones 6ptimas de luz, nutrientes y temperatura. Esta nueva aproximacion al
monitoreo puede integrarse a las ya tradicionales pruebas fisicas, bioldgicas y

quimicas para una mejor deteccion y manejo de cambios ambientales.
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2. JUSTIFICACION

Durante los afios ochenta y noventa se desarrollaron diversas investigaciones sobre el
impacto ambiental del transporte y uso de aguas residuales del Valle de México. Se
llevaron a cabo estudios sobre la contaminacidén por metales pesados, quimicos vy
detergentes del aire y suelos agricolas en el Valle del Mezquital. Los resultados de
estos estudios revelaron un aumento en los niveles de distintos contaminantes entre
los que figuraba el boro. También se realizaron analisis sobre la calidad del agua que
se utiliza para consumo humano en la zona de Hidalgo y sobre la acumulacién toxica
de algunos quimicos en los tejidos vegetales de cultivos desarrollados en suelos
fuertemente contaminados. Un analisis de las aguas residuales del Valle de México
reveld que los niveles de boro aumentaron hasta 2.96 ppm en el Sistema Central de
Alcantarillado sobrepasando los limites permisibles tanto para consumo humano ( 1.0
ppm ) como para agua de riego (0.50 ppm ) (Jiménez y cols., 1997).

El boro es esencial para el desarrollo y crecimiento de las plantas, sin embargo, el
requerimiento esencial del mismo es en cantidades muy pequefias por lo que un ligero
aumento de su concentracion puede tornarlo toxico. Situaciones como éstas pueden
convertirse en un problema a futuro produciendo repercusiones en la salud de
consumidores de productos agropecuarios que han sido regados con aguas residuales
contaminadas.

Una alternativa ecoldgica para la remocion de contaminantes que se acumulan en el
agua y que hasta ahora ha sido poco aprovechada es el uso de plantas acuaticas
(fitoremediacion).

Lemna gibba es cosmopolita, de alta productividad, alta eficiencia en la remocion de
nutrientes y contaminantes, alta sobrevivencia bajo condiciones naturales adversas,
facil cosecha y ciclo de vida corto (Wang, 1990). Esto la hace un modelo experimental
sensible ante la exposicion de un gran numero de toxicos, por lo que se podria
considerar un indicador ecotoxicologico.

Estudiar las proteinas que L. gibba expresa en respuesta a la presencia de boro es
importante, debido a su posible uso como biomarcadores ambientales.
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El presente estudio describe el proteoma de L. gibba en presencia y ausencia de boro,
con el fin de analizar de manera global la expresion genética a nivel de proteinas
solubles totales. Por medio de este estudio es posible determinar cambios en la
expresion genética de Lemna gibba en respuesta al estrés provocado por presencia de
boro.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios en el proteoma de Lemna gibba en respuesta al estrés
inducido por boro.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

* Determinar la concentracién efectiva media (ECsp) de boro para L. gibba

* Establecer la técnica mas adecuada para la extraccion de proteinas solubles
totales de Lemna gibba libres de ADN y pectinas.

* Cuantificar la produccién de clorofilas totales en plantas expuestas a boro.

* Obtener el perfil proteinico monodimensional de L. gibba expuesta a boro.

* Obtener el perfil proteinico bidimensional de L. gibba expuesta a boro.

* Determinar las proteinas especificas expresadas por L. gibba en respuesta al

boro mediante autoradiografia de geles bidimensionales de proteinas marcadas

radioactivamente.
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5. HIPOTESIS

Si el estrés provocado por la exposicion al boro produce variaciones en la expresion
de proteinas solubles totales de Lemna gibba L., entonces se presentaran cambios en
el patron electroforético mono-dimensional y bidimensional de las proteinas solubles
totales.

Considerando que las proteinas de choque térmico se expresan bajo condiciones de
estrés, se esperaria la expresion y sobre-expresion de algunas de estas proteinas en
las células de L. gibba expuestas a boro.
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6. METODOLOGIA

6.1. Material Bioldgico

Los ejemplares de Lemna gibba se colectaron en el Canal Nacional en Xochimilco
(Barrio Caltongo, D.F.). Las plantas se lavaron con agua corriente para ser liberadas
de desechos. Se enjuagaron con agua destilada, se enjuagaron con cloro al 0.05% y
se cultivaron axénicamente en medio Hoagland 1:20 en condiciones de invernadero.
Antes de someterlas a las condiciones experimentales, las plantas estuvieron en un
periodo de aclimatacion de una semana en el invernadero de la UAM-I, con un
fotoperiodo de 12 hrs de luz y 12 de oscuridad con una intensidad de luz de 210
HE/m?/s y con temperatura controlada entre 25-29 °C.

6.2. Curvas de Crecimiento

Para seleccionar el medio nutritivo y la concentracién del mismo se probaron dos
medios de cultivo: 20X AAP y Hoagland. Este ultimo es uno de los mas utilizados en el
caso de macrofitas acuaticas. Los componentes de cada uno se muestran en los
anexos |y Il

Las plantas se cultivaron en vasos de precipitados de 600 ml en condiciones de
invernadero. Los medios 20X AAP y Hoagland se prepararon en diluciones 1:20, 1:40
y 1:60 por triplicado a pH 7, ya que éste fue el pH monitoreado en el agua en donde
fueron colectadas. Las plantas se mantuvieron en el invernadero de la UAM-I, con un
fotoperiodo de 12 hrs de luz y 12 de oscuridad con una intensidad de luz de 210
HE/m?/s y con temperatura controlada entre 25-29 °C.

Se pesaron inicialmente 6 g de planta para cada una de las diluciones. La biomasa se
determind los dias 3, 5, 7 y 9 del experimento. Se midi6 la tasa de crecimiento durante
el tiempo de exposicion al boro.

6.3. Inhibicion del crecimiento

Se determino por triplicado la inhibicién del crecimiento en plantas tratadas con boro.
Se pesaron 2.5 g de planta y se cultivaron en medio Hoagland 1:20 en vasos de
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precipitados de 600 ml con concentraciones de 0, 20, 50, 100 y 500 ppm de boro en
forma de acido bdrico (HsBO3) pH 7, con un fotoperiodo de 12 hrs de luz y 12 de
oscuridad con una intensidad de luz de 210 uE/m%s y temperatura controlada entre
25-29 °C.

Se obtuvo la biomasa de cada muestra los dias 3, 5, 7 y 9 del experimento. El
recambio de medio fue cada 48 hrs.

La biomasa inicial de este experimento (2.5 g) fue distinta a la utilizada en las curvas
de crecimiento (6 g) debido a que durante los ensayos de crecimiento se observo que
la planta crece de forma tal que ocupaba el area total del recipiente lo que en
determinado momento podria limitar su crecimiento. Con el fin de excluir cualquier
variable que pudiera alterar los resultados esperados se llego a la conclusién que se

debia utilizar menor cantidad de plantas para aumentar el area de crecimiento.

6.4. Determinacion de la Concentracion efectiva media (ECsy)

La ECso es la concentracion que causa el 50% de la respuesta maxima de dano
causado por un toxico. Se utiliza para elegir las concentraciones a probar. Los
parametros cualitativos son: clorosis, necrosis, pérdida y falta de crecimiento de la raiz
y un paramétro cuantitativo fue la biomasa (expresada como peso humedo). Estos
constituyen referencias utiles para indicar cuando un contaminante afecta a una
comunidad de plantas inhibiendo su desarrollo y alterando sus caracteristicas
morfologicas

Para determinar la ECsy se emplearon dos métodos. Para ambos métodos se formaron
lotes 5 de 100 plantas cada uno cultivados en medio Hoagland 1:20 en vasos de
precipitados de 600 ml y se expusieron a las concentraciones de 0, 250, 300, 400 y
500 ppm de boro, pH 7 por triplicado. Se tomaron fotografias cada 24 hrs para cada
cultivo. En el primer método, se tomaron parametros cuantitativos y cualitativos de las
plantas desde el inicio de la exposicion al boro hasta el final. Estos fueron el numero
de frondas, falta de coloracion de las frondas (clorosis), frecuencia de plantas
necrosadas (ausencia total de color) y perdida de raiz (Asby, 1935; Lemnatest, 2000).
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En el segundo, se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento de acuerdo
con el procedimiento descrito por (Nyholm, 1990), basado en la relacion entre la

biomasa y velocidad de crecimiento inicial y final como respuesta al contaminante.

1| m2
"2 _05

ECpso/ECrs0 =10 | “\ wn't (1)

Donde:

In: Logaritmo natural del parametro de observacion al tiempo inicial menos el logaritmo natural del pardametro al tiempo final

QL . Curva de dosis-respuesta para la velocidad de crecimiento relativo vs logaritmo de la concentracion

um: Velocidad de crecimiento durante el tiempo de exposicidn y concentracion

6.5. Cuantificacion de clorofilas totales (Arnon, 1949))

Se cuantificé la produccidn de clorofilas totales en plantas tratadas con 0, 20, 50, 100 y
500 ppm de boro en forma de acido bdérico pH 7, cultivadas en medio Hoagland 1:20
por triplicado. Se tom6 1 g de peso fresco de planta. Se macer6 con 15 ml acetona al
80% y trazas de carbonato de magnesio (MgCOs3). Se centrifugd a 3,000 g durante 10
min a 25°C. El primer sobrenadante se recogio y el paquete celular se resuspendié
con el mismo solvente para centrifugarse nuevamente a la misma velocidad durante
10 min. Los sobrenadantes se juntaron y se llevaron a 25 ml. Se leyo la absorbancia a
645 nmy 663 nm.

6.6. Extraccion de las proteinas del tejido vegetal (Lopez y
Palton, 1991)

Se cultivaron ejemplares de L. gibba en concentraciones de 0, 20, 300 y 400 ppm de

boro (HsBO3) pH 7. Para cada muestra se tomo 1g de tejido fresco perfectamente libre
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de agua se sumergieron de 3 a 5 min en nitrégeno liquido y se congelaron a -70°C. Se
maceraron con nitrogeno liquido hasta lograr un polvo fino, ahi mismo se
homogenizaron con Tris-HCI 50 mM, pH 8.0 en presencia de inhibidores de proteasas
(Sigma catalogo P-9599 082k4061). Los acidos nucleicos se precipitaron con sulfato
de protamina 1mg/ml a 4°C en agitacién. El extracto se aclaro mediante
centrifugaciones a 12,000 g durante 10 min. El sobrenadante se almacené a -70°C en
alicuotas de 1 ml.

Las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford (1976).

6.7. Precipitacion de las proteinas y preparacion de la muestra

Se tomaron 250-500 pl de proteinas del extracto de L. gibba. (35 pg/pl de proteina). Se
precipitdé con 4 volumenes de acetona fria y se dejo reposar durante 15 min a 4°C. El
precipitado se centrifugo a 13,000 g durante 10 min a 4°C. Se desecho el
sobrenadante, el botdn resultante se enjuagd con acetona al 70% hasta lograr un
boton claro. Se calentd a 100 °C con 40-50 yl de amortiguador de muestra (SDS 2%
p/v, glicerol 19% p/v, 2-mercaptoetanol 5% v/v, azul de bromofenol al 0.01% p/v en
Tris-HCI 62.4 mM pH 6.8) durante 2 min antes de colocarse en los geles de
poliacrilamida al 13%.

6.8. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS (Laemmli, 1970)

El gel de separacion se prepar6 al 13%. Se mezclaron 5 ml de acrilamida al 30%, 2.34
ml de agua desionizada, 2.5 ml de buffer Tris-HCI 1.5 M a pH 8.8. Se agregaron 100 pl
de SDS al 10%, 50 pl de APS al 10% p/vy 5 ul de TEMED. La camara electroforética
previamente preparada con separadores de 0.75 mm, se llené con la mezcla
anteriormente mencionada. Se afadieron tres gotas de isobutanol y se dejo
polimerizar durante 1 hr.

El gel de compactacién se preparé al 4% con 1.33 ml de acrilamida al 30% p/v, 6.1 ml
de agua desionizada, 2.5 ml de amotiguador Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, se desgasific
durante 15 min. Se agregaron 100 pl de SDS al 10%, 50 ul de APS al 10% y 10 ul de
TEMED. Los geles monodimensionales se fijaron en una solucion de acido acético al
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10% vl/v, etanol al 40% v/v y agua desionizada durante 1 hr y se tifieron con azul de
Coomassie durante 1-1 1/2 hr. Se decoloraron con acido acético al 10% v/v.

En la electroforesis monodimensional se depositaron 35 ug de proteina por carril en
geles al 13%. Después de la tincién y digitalizacion de los geles se compararon los
distintos patrones obtenidos de las proteinas solubles totales de L. gibba en presencia
de boro.

6.9. Electroforesis bidimensional en gel poliacrilamida
(O'Farrell, 1975; O'Farrell y cols., 1977)

La muestra se diluyé a una concentracion de 2 mg de proteina por ml con buffer de
muestra Urea 9 M, 0.5 % p/v CHAPS, 10 mM DTT, 0.2% v/v de anfolitas y 0.001 % p/v
azul de bromofenol.

La primera dimension se realizé con bandas de gradiente de pH inmovilizado de 4-7
en una camara Protean |IEF (BioRad) segun las instrucciones del fabricante.

La banda focalizada se equilibré6 con amortiguador de muestra SDS-PAGE adicionado
con Urea 6 M durante 10 minutos. La banda se coloco sobre un gel de acrilamida al
13% para separar las proteinas durante tres fases de isoelectroenfoque segun el
manual que van desde 200-20,000 V.

La segunda dimension se corrio en geles de acrilamida al 13% segun (Laemmli, 1970)

y se revelaron mediante tincion de plata.

Tincion de plata.

Los geles se enjuaron tres veces durante 20 min con agua ultra-pura

Se remojaron 30 min en solucién DTT al 0.0005% p/v

Se tifleron durante 30 min con una solucién de Nitrato de Plata al 0.2% p/v

Se enjuagaron durante 5 min con agua ultrapura

Se revelaron de 7 a 10 min en una solucién de Carbonato de Sodio al 3.5% p/v y
formaldehido al 0.05% v/v.

La reaccion se detuvé con una solucion de acido acético al 3% v/v

Los geles revelados se enjuagaron con agua ultra-pura y se secaron.
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6.10. Analisis de electroferogramas

Los geles se secaron y digitalizaron y analizaron mediante el programa para geles
mono-dimensionales (Quantity-One). Se determinaron la masa molecular y la densidad
relativa mediante comparacién con estandares de Sigma 96269.

6.11. Marcaje radioactivo (Ferreira y cols., 1996)

Las plantas se cultivaron en 5 ml de medio Hoagland 1:20 en cajas de petri y se
mantuvieron en un micro-invernadero de acrilico con temperatura y luz controladas
con las condiciones mas parecidas a las muestras anteriores. Muestras de 0 y 300
ppm con sus duplicados se marcaron in vivo con [*°S] metionina (30 kBq/ml;
Amersham) a las 2 y 8 horas, el pulso tuvo una duracion de 2 hrs. Una vez que se
cumplié el tiempo del pulso las muestras fueron lavadas con medio Hoagland. Las
muestras fueron procesadas mediante la técnica de extraccion de proteinas arriba
mencionada. Del homogenizado se tomaron alicuotas de 20ul y se mezclaron con 5 ml
de liquido de centelleo. Del extracto claro se tomaron alicuotas de 94ul y se
precipitaron con TCA al 10% p/v, del sobrenadante resultante se tomaron 20ul y se
mezclaron con 5 ml de liquido de centelleo. Todas las muestras se leyeron en un
contador de centelleo. Se obtuvieron los cpm totales/mg de proteinas solubles totales
para todas las muestras. A partir de estos resultados se realizaron las electroforesis
monodimensionales y bidimensionales de cada muestra. Antes de secar los geles se
remojaron en una solucion de acido acetilsalicilico al 5 M durante 20 min para detectar

quimioluminiscencia.

6.12. Las autoradiografias de los geles secos se realizaron
usando dos métodos.

En el primero los geles secos se analizaron en un digitalizador de imagenes Phospor
Imaging Systems Myer (GS-525/GS-505) en donde los geles se expusieron durante 4
dias. Las imagenes de los geles secos se obtuvieron del digitalizador laser que forma
parte del Imaging Systems Myer. En el segundo método los geles se expusieron a
una pelicula Kodak X-Omat a -70°C durante 15 dias (Pérez y cols., 1990).
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7. RESULTADOS

7.1. En medio AAP 20X

En la figura 7.1, se muestra el aumento de biomasa de L. gibba en medio AAP 20X.
En las diluciones 1:20 y 1:40 se duplico la biomasa a los tres dias de cultivo. Mientras
que en la dilucion 1:60 tuvo un aumento menor. En todos los casos se presentd un
crecimiento maximo a partir del dia 7. Estos resultados indican que tanto la
concentracidon de 1:20 como la de1:40 son adecuadas para cultivos de L. gibba, (Fig.
7.1).

A pesar de que en este medio de cultivo se obtuvé aumento en la biomasa de L. gibba,
el tamano de las frondas fue mas pequefo que el de las plantas cultivadas en medio

Hoagland.

7.2. Medio Hoagland

En medio Hoagland la biomasa tuvo un incremento del 100% a los 5 dias de iniciado el
experimento en todas las diluciones utilizadas (Figura 7.2). Las plantas cultivadas en la
dilucidon 1:20 presentaron frondas mas grandes. Se observaron diferencias evidentes
en la biomasa de las diluciones 1:60 y 1:20 hasta el dia 9 de iniciado el experimento,
ésta fue del 20%. Las diluciones de 1:40 y 1:60 llegaron a un peso maximo de 12g
(Fig. 7.2). Las plantas no presentaron clorosis o malformacion de sus hojas durante el
experimento, aunque en la dilucién 1:20 se presenté un mayor numero de frondas con
respecto a las plantas mantenidas en las otras dos diluciones utilizadas.

Se ha observado que L. gibba duplica su biomasa de 24 a 48 hrs en condiciones
naturales. En condiciones de laboratorio puede crecer indefinidamente con un aporte
adecuado de luz, nutrientes y agua (Wang, 1990). En nuestras condiciones L. gibba
duplicé su biomasa a las 72 hrs en medio AAP 20X y a las 120 hrs en medio

Hoagland.
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Fig.7.1 Crecimiento Lemna gibba L. vs tiempo (dias) medio 20X AAP en diluciones de 1:20, 1:40 y 1:60 N= 6
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Fig. 7.2 Crecimiento Lemna gibba L. vs tiempo (dias) en medio Hoagland en diluciones de 1:20, 1:40 y 1:60
N=6
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7.3. Tasa de crecimiento en plantas expuestas a boro

No se observo incremento de la biomasa en las muestras con 20 y 50 ppm de boro
durante 72 hrs. El crecimiento reinicié después del dia 3 sin presentarse dafios
morfologicos evidentes. Las diluciones de 100 y 500 ppm produjeron inhibicién del
crecimiento desde el inicio a la exposicion, en el tratamiento con 100 ppm hubo un
incremento de la biomasa a partir del dia 3 pero se presentaron dafios morfolégicos
(Fig. 7.3). En las diluciones de 20 y 50 ppm de boro Lemna gibba se observo clorosis
en un numero menor de 10 frondas durante las primeras 24 hrs de exposicion, pero
éste incremento con una notable recuperacion en el aspecto de sus hojas (Fig. 7.4). El
dafio morfoloégico fue mas evidente se presento en la concentracion de 500 ppm desde
el inicio del experimento.

Como se mencion6 anteriormente las plantas inoculadas con las diluciones 20 y 50
ppm tuvieron una recuperacion que se reflejo en la biomasa y en la apariencia general
de sus frondas. Esta conducta fue muy parecida a la que se observé durante la

aclimatacion (Fig. 7.4).

g de peso fresco
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Fig. 7.3 Tasa de crecimiento de L. gibba L. expuesta a boro vs tiempo de exposiciéon . Concentracién de boro en ppm.
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Fig. 7.4 Dafios morfologicos durante la tasa de crecimiento en L. gibba L. expuesta a distintas concentraciones de boro.
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7.4. Determinacioén de la Concentracion Efectiva Media (ECs)

La ECso del boro para L. gibba se determin6 analizando parametros cualitativos como:
la clorosis, necrosis, pérdida y crecimiento de la raiz y cuantitativos como la biomasa y
la velocidad de crecimiento a las 72 horas de exposicion. El mejor parametro resulto
ser la relacion clorosis/necrosis pues refleja fiel y gradualmente el dafo ocasionado
por el boro. La ECsy correspondié a 300 ppm de boro a las 72 hrs de exposicion. El
control presentd un 8% de plantas necrosadas a los 3 dias. Los grupos experimentales
presentaron de 45 a 60 % de necrosis (Tabla 7.1). También se obtuvé la relacion de
biomasa y velocidad de crecimiento a partir de la ecuacién propuesta por Nyholm
(Nyholm, 1985). En dicha ecuacion se plantea que la ECso se deriva de dos respuestas
distintas: la primera es perdida de biomasa por presencia del contaminante y la
segunda al efecto que tiene el contaminante sobre la velocidad de crecimiento. En la
figura 7.5 se grafica esta relacion con respecto al tiempo de exposicion asumiendo o
como la curva de dosis-respuesta para la velocidad de crecimiento contra la
concentracion de boro. El tiempo de duplicacion de Lemna se ha determinado entre 72
y 120 hr. Para ajustar los datos experimentales a la ecuacion (1) se obtuvé el factor um
que representa el cambio de biomasa con respecto al tiempo de exposicién y a la
concentracién del contaminante, este valor se calculo a partir de la biomasa final
menos la biomasa inicial suponiendo un crecimiento exponencial mediante una
regresion lineal (Nyholm, 1985). Para calcular los cambios en la biomasa en relacién
con la velocidad de crecimiento y la concentracion del quimico toxico al que la planta
este expuesta, se utilizé un factor numérico representado por o, que con base en la
experiencia del autor éste tiene una variacion de 0.3 a 3. Los resultados de esta
relacion mostraron que a tiempos cortos de exposicién y velocidad de crecimiento
lenta se observan mayores diferencias en las plantas expuestas con respecto al
control con un a=1 (Fig. 7.5). La biomasa no resultd ser un parametro fiable para
obtener la ECso (Fig. 7.6). Los parametros de crecimiento mostraron que el boro afecta
las frondas de L. gibba inhibiendo su desarrollo, con signos visibles de clorosis,
senescencia, perdida de la raiz o bien crecimiento limitado lo que finalmente

desencadena necrosis (Fig. 7.7). La relacion ECyso Yy ECi50 muestra que a tiempos
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cortos y velocidad lenta de crecimiento se observan mayores diferencias entre las
plantas tratadas y el control, lo cual concuerda con la bibliografia a pesar de la
variacion en las distintas metodologias utilizadas para pruebas de toxicidad (Kallqvist y
cols., 1980; Nyholm, 1990);
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Fig. 7.5 Relacion ECys0/ECr50 en Lemna gibba expuesta a Boro (concentraciones en ppm).

Escala logaritimica, con un a.de 1. N=15
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Fig. 7.6 Biomasa vs Tiempo en dias de Lemna gibba expuesta a Boro (concentraciones en ppm).
N=15

Tabla 7.1 Parametros cualitativos utilizados para medir el daio causado por boro en

gibba a las 72 hrs de exposicion.

L.

Boro
(ppm) Numero de plantas con daio
(%)
Clorosis Necrosis Pérdida de Raiz  Crecimiento de
Raiz
0 5 8 15 Si
250 28 45 20 Si
300 33 50 16 No
400 31 62 16 No
500 32 58 10 No
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Figura 7.7 Caracteristicas de Lemna gibba expuesta a distintas concentraciones de Boro. CorrespondienteS a la

ECso

7.5. Cuantificacion de clorofilas totales

Se observa una disminucién en la produccion de clorofilas totales con respecto al
tiempo de exposicion y a la concentracion de boro. Las concentraciones elevadas de
boro produjeron un descenso en la cantidad de clorofilas desde el inicio del
experimento y esto es mas evidente en la concentracion de 500 ppm (Fig. 7.8). En
esta ultima concentracién se present6 dafo severo en las frondas en mas de la mitad
de la poblacion de las muestras. Hasta el dia 4 la clorofila de las plantas expuestas a
las concentraciones de 20, 50 y 100 ppm mantuvieron valores cercanos al control.
Entre el dia 4 y el dia 6 se observo una disminucion en la produccion de clorofilas con
respecto al control (Fig. 7.8). Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de
varianza con un o de 0.05, seguido de una prueba de variables multiples (Tamhne’s).
Esta prueba mostro diferencias evidentes entre los grupos experimentales y el control
sobre todo en la concentracion de 500 ppm. Mientras que en las concentraciones de
20, 50 y 100 ppm esta diferencia fue notable al aumentar el tiempo de exposicion. Las
desviaciones estandar correspondientes a la figura 7.8 se realizaron en una hoja de
calculo y resultaron ser muy pequenas por lo que no se alcanzan a observar en la

grafica.
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Figura 7.8. Produccion de clorofila total vs tiempo en Lemna gibba expuesta a boro
N=15

En el Laboratorio de Cuencas Hidrologicas de la UAM-I Lemna gibba fue expuesta a
plomo (Pb) en concentraciones de 50, 100, 200 y 300 mg/L. Como resultado
disminuyeron sus niveles de almidon, clorofilas y proteinas totales, asi mismo se
presento clorosis cuando en presencia de 300 ppm de plomo. Este estudio también
demostroé que L. gibba L. puede absorber metales pesados (Miranda y cols., 2000).
Recientemente, el mismo grupo expuso a L. gibba L. a boro, y encontraron que la
planta resiste concentraciones de hasta 10 ppm de boro, sin disminuir su contenido de
clorofilas (Sanchez, 2000).

7.6. Extraccion de proteinas del tejido vegetal

La extraccién de proteinas se realizd mediante una modificacion de la técnica
propuesta por Lopez (1991). La concentracion promedio de proteinas obtenida de los
extractos de Lemna gibba fue de 2.68 + 0.12 mg de proteina / g de peso fresco de
planta. No se presentaron diferencias significativas en el rendimiento de extraccién

entre los tratamientos y el control.
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7.7. Separacion de proteinas en electroforesis
monodimensional en presencia de SDS (PAGE-SDS)

A las 2 hr de exposicién a boro no se observaron cambios importantes en el patrén
electroforético de L. gibba, con excepcion de una banda de 97 kDa en 300 ppm (Fig.
7.9 A). Alas 4 hr de exposicion se observo el incremento de tres bandas, de 45, 50 y
55 kDa en las concentraciones de 300 y 500 ppm en la concentracion de 400 ppm el
incremento de estas bandas es menor (Fig. 7.9B). Otro cambio importante se observo
a las 8 hr en las concentraciones de 300 y 400 ppm en donde se sobre-expreso una
banda de 55 kDa, una banda de 21kDa y una banda de 80 kDa en 300 y 400 ppm
(Fig. 7.9 C).

Con 300 y 400 ppm de boro y 24 y 48 hrs de exposicion, se observd que
incrementaron su densidad relativa bandas de 14, 21, 45, 55 y 80 kDa (Fig. 7.10A). La
banda de 14 kDa se observa unicamente en la concentracion de 300 ppm (Fig. 7.10A).
Las bandas de 14 y 21 kDa que se manifiestan en las concentraciones de 300 y 400
ppm podrian tratarse de las sHsps. Las bandas de 45-55 podrian corresponden a la
Hsp 60. Finalmente la de 80 kDa podria ser una Hsp 70.
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7.8. Separacion de proteinas mediante electroforesis
bidimensional en presencia de SDS (PAGE-SDS 2-D)

A las 48 hrs de exposicién al boro se observé el incremento de proteinas de 14, 21,
25, 30 y de 40, 45 55, 60 y 80 kDa en las concentraciones de 300 y 400 ppm (Fig. 7.11
B y C ). En el control aparece una proteina de 97 kDa y una de 101 kDa, que no se
observaron en ninguno de los tratamientos (Fig. 7.11 A). En la concentracion de 300
ppm se aprecia la sobre-expresion de un grupo de proteinas de 45 kDa, mientras que
en la de 400 ppm no se observo el incremento de estas proteinas. Otro cambio

importante de la concentracion de 400 ppm es la aparicion de proteinas de 14 y 25
kDa.
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Fig. 7.11. Efecto del boro en los patrones bidimensionales de Lemna gibba L.
a las 48 hr de exposicion. A (plantas sin tratamiento) B y C ( plantas con tratamiento)
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Tabla 7.2. Proteinas de geles bidimensionales de Lemna gibba L. en 0, 300 y 400 ppm de Boro

kDa P.L kDa P.L kDa P.L
0 ppm 300 ppm 400 ppm
(Boro) (Boro)
20 6.5 14 51 14 45-4.8
22 5 21 6.1 21 6.5
28 4.8-6.6 31 5.6-6.6 25 5.5
31 4.8-6.6 40 5.5 28 6.3-6.5
36 5-5.7 45 5.5-5.6 30 5
55 5 70 6.6 36 5
60 5 80 6.6 45 6
70 5.6 55 4.8-6.6
97 53 60 5
101 5.2 70 6
80 5.9

En la tabla 7.2 se presentan los pesos moleculares en kDa de cada condcién, asi
como sus puntos isoeléctricos. En el control se encontré mayor numero de proteinas
entre los 28 y 31 kDa con rango de pl entre 5 y 6. Para la concentracion de 300 ppm
se presentan proteinas desde 14 hasta 80 kDa con un rando de pl des 5 a 6.6. En la
concentracion de 400 ppm se presentaron un gran numero de proteinas que abarcan
puntos isoeléctricos desde 4.5 hasta 6.6. Las proteinas que se presentan para cada
condicion en los distintos pl se consideraron importantes debido a la desaparicion o

aparicion de éstas para una condicion distinta.
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7.9. Marcaje y autoradiografia

Se observé un aumento en la sintesis de proteinas a las 3 hrs de exposicion a boro,
mientras que a las 9 hrs de exposicion la sintesis disminuye en los grupos
experimentales con respecto al control. (Figura 7.12 A y B) Aparentemente existe una
sintesis de nuevas proteinas por presencia de boro al inicio del tratamiento, sin
embargo, se presentaron muchas proteinas marcadas (Fig. 7.12 B), lo que al
compararse con el patrén electroforetico de L. gibba en las mismas condiciones pero
sin marca radioactiva mostro gran similitud en la sintesis de proteinas (Fig. 7.12 A),

indicando asi que muy probablemente no existe una marca selectiva. .

-B -B +B +B
- +B -B  +B 3hr  Ohr 3hr

Sy

974 ..
974
66 a— 66 R
— 45
45 e p—
-
31 31
21.5 p— 21.5 i
144 —— 3 144 o o
Figura 7.12 A. Electroforesis monodimensional de Figura 7.12 B. Proteinas de L. gibba expuesta a boro
proteinas no marcadas de L. gibba expuesta a boro. marcadas con [*°s] metionina. Boro 300 ppm.

Boro 300 ppm

Como se observa en la figura 7.12 A y B, se sobre-expresan proteinas de 55 kDa en

ambas condiciones.

Laa figura 7.13 muestra la incorporacion especifica de [*°S]-metionina (cuentas totales
por minuto entre los mg de proteinas solubles totales) para cada condicion. Se
observo mayor incorporacion en el tratamiento de 300 ppm al inicio y a las 9 horas de

exposicion al boro con respecto al control.
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Figura 7.13 incorporacion especifica de [*°S] metionina de Lemna gibba
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8. DISCUSION

8.1. Crecimiento en medio AAP 20X

El medio AAP 20X es recomendado para pruebas de toxicidad con plantas acuaticas.
Sin embargo, se presentaron dificultades para su preparacion debido a la rapida
precipitacion de macronutrientes, y a la dificultad para ajustar el pH. Las plantas
aumentaron su biomasa, pero de acuerdo con lo observado y con lo revisado en la
bibliografia los resultados obtenidos nos permitieron tomar la decision de no utilizar el
medio AAP 20X, el cual a pesar de ser aceptado por algunos autores ideal en el caso
especifico de Lemna gibba, también se ha reconocido que puede resultar dificil de
controlar. (Sims y cols., 2000).

8.2. Crecimiento en medio HOAGLAND

En medio Hoagland se observé que al igual que en el medio AAP 20X el crecimiento
de las plantas comenzé desde el inicio del experimento. La dilucién que resulto mas
favorable para el crecimiento de L. gibba en medio Hoagland fue la de1:20, ya que
siempre se mantuvo por arriba de las otras dos concentraciones. En la dilucion de 1:60
se observo una ligera disminucion de la biomasa al dia 7, pero ésto no represento un
dafo para las plantas, ya que, aunque se observaron algunos bordes de las frondas
dafiados, estas no llegaron al 5% del total de las plantas.

Los antecedentes revisados acerca de los distintos medios nutritivos para macrofitas
acuaticas, coinciden con respecto a que es relativamente facil obtener un crecimiento
satisfactorio y plantas saludables, asi el medio Hoagland resulta adecuado para
obtener plantas de L. gibba saludables lo cual se puede considerar éptimo para este
tipo de pruebas (Wang, 1990). A pesar de que el tiempo de duplicacion en este medio
fue hasta el quinto dia las plantas siempre se observaron mas saludables que en el
medio 20X AAP. Otras ventajas del medio Hoagland observadas durante el
experimento fueron que las soluciones se pueden almacenar hasta por ocho meses

sin presentar contaminacion manteniendolo en condiciones axénicas y un lugar fresco
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siempre. Estos resultados fueron decisivos para seleccionar el medio de crecimiento

mas adecuado para L. gibba.

8.3. Relacion entre la biomasa y velocidad de crecimiento de la
concentracion efectiva media (ECpso/50)

Con regularidad las pruebas de toxicidad pueden variar en sus resultados, debido a
factores fisicos (temperatura, humedad, tipo de suelo) y quimicos (pH, salinidad) que
difieren entre los métodos utilizados o bien a un control inadecuado de distintas
variables aun cuando se utilice un mismo modelo experimental (Nyholm, 1990). Por
esta razén se recomienda relacionar dos parametros importantes en el caso de plantas
acuaticas. El primero que es la ECyso se refiere a la biomasa y el segundo que es la
EC:so se refiere a la velocidad de crecimiento. Esta relacion permite determinar cual de
los dos paramétros (biomasa o velocidad de crecimiento), proporciona la respuesta
maxima de dafo causado por el téxico. Como se menciona en la pagina 32 los datos
experimentales se ajustaron a la ecuacion (1), a partir de los datos de biomasa en
fuencion del tiempo se obtuvé um . Finalmente se utilizé6 un a= 1 como paramétro de
ajustee, el cual como se menciono anteriormente puede variar desde 0.3 a 3, en el
caso de plantas acuaticas en ensayos de toxicidad. Fuera de este rango los datos
experimentales en pruebas de crecimiento en presencia de contaminantes que se
acumulan en el agua no se pueden ajustar y por lo tanto no es posible observar
diferencias entre grupos experimentales y grupos control. Lo que plantea Nyholm
(1985) es que la estimacion de la ECso puede diferir al aumentar el tiempo de
exposicion, es por esto que tiempos cortos de exposicion se observan mayores
diferencias, ya que si el tiempo de exposicion es prolongado ya no se estara midiendo
unicamente una concentracion efectiva media, sino una concentracién letal que se
influenciada por el tiempo de exposicion (Fig. 7.6).

La relacién de ECpsorso indicd un comportamiento asintdtico para todas las
condiciones, lo que coincide con lo reportado en la bibliografia (Kallgvist y cols., 1980;
Nyholm, 1990).
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8.4. Contenido de clorofila total

La inhibicidn de la produccion de clorofilas totales por presencia de boro es evidente
en concentraciones de 100 y 500 ppm desde el inicio a la exposicion, mientras que en
las concentraciones de 20 y 50 ppm de boro va inhibiendose paulatinamente al tiempo
de exposicion.

Las clorofilas son marcadores cuantitativos sensibles del dafio de téxicos sobre las
plantas. La disminucién en la produccion de clorofila total por presencia de boro,
aunque significativa, es menor que la que se observa por presencia de metales
pesados (Miranda y cols., 2000) Los sintomas de clorosis fueron mas evidentes en L.
gibba se comenzaron a observar a los cuatro dias de exposicion al boro, a excepcion
de la concentracion de 20 ppm que tuvo una recuperacion el dia 6, sin embargo,
decliné en la produccién de clorofilas al igual que las concentraciones de 50, 100 y 500
ppm (Fig. 7.8). Los cultivos tratados con boro presentaron dafo en los margenes de
sus hojas que se manifesto inicialmente como una deshidratacion seguida de clorosis;
para las diluciones mas altas la necrosis comenzé a los tres dias de exposicién al
boro. Estos resultados sugieren que Lemna gibba es resistente a concentraciones de
boro menores a 50 ppm, siempre y cuando la exposicion no se prolongue mas de una
semana.

La toxicidad del boro varia mucho de una especie vegetal a otra. Por ejemplo, cultivos
de cebada y trigo a los que se les ha suministrado cantidades de 15 ppm de H3BOs3,
mantienen un crecimiento adecuado, sin embargo, al incrementar estas
concentraciones desarrollan sintomas de toxicidad como clorosis en los bordes de las
hojas y malformacion de la raiz, que en consecuencia detiene su desarrollo (Nable,
1988).

8.5. Extraccién de proteinas del tejido vegetal

Durante la extraccién de proteinas de L. gibba L. fue dificil homogeneizar el tejido
congelado con nitrégeno liquido. Posteriormente se analizaron algunos aspectos de la
técnica de Lopez y cols. (1991), en la que se apoyaron los primeros intentos de la
extraccion de las proteinas. Para controlar las pectinas, se cuidaron detalles que
comenzaron desde la liberacion casi total de agua de la muestra antes de ser
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sumergida en nitrogeno liquido, para después y de inmediato ser congelada a - 70° C
durante toda la noche y finalmente sumergirla por lo menos 3 minutos en nitrogeno
liguido antes de ser homogenizada mediante nitrogeno y amortiguador de
homogenizacion Tris-HCI pH 8.

Las pectinas son polisacaridos y sus moléculas forman la matriz en donde las
microfibrillas de celulosa se encuentran embebidas y se unen de manera adyacente a
las paredes celulares. Debido a sus cargas negativas las pectinas atrapan moléculas
de agua dando como resultado una consistencia de gel que puede ser muy fluida o
muy rigida, dependiendo de las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas de las
pectinas que estén presentes (Becker y cols., 2000).

L. gibba es una planta util en la remocién de contaminantes que se acumulan en el
agua, conocer las proteinas que expresa en situaciones de exposicion a elementos
téxicos podria ser una prueba complementaria para el monitoreo ambiental. Esta
planta es alimento complementario para especies de patos y bovinos por lo que se ha
considerado como forraje. Se ha reportado que Lemna gibba es de alta calidad
proteinica en contenido de hasta un 40% en peso seco. No hay una técnica totalmente
adecuada para la extraccion de las proteinas del tejido de L. gibba, o bien la literatura
basada en el tema es relativamente poca y poco actualizada. Por otro lado las
referencias mas actualizadas no reportan la técnica de manera especifica (Oron y
cols., 1986; Landolt y Kandeler, 1987).

La técnica que se adapté a los recursos y las necesidades del trabajo fue la propuesta
por Lopez y cols., (1991), en donde se analizan patrones bidimensionales en un
complejo de mezclas proteinicas en plantas de Brocoli. Una vez modificada y
adaptada la técnica, se obtuvieron extractos libres de ADN y pectinas que permitieron
comparar distintos patrones electroforéticos de L. gibba en diferentes condiciones

mediante geles monodimensionales y bidimensionales.
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8.6. Electroforesis monodimensional de poliacrilamida en
presencia de SDS (PAGE-SDS)

Bajo condiciones normales, la mayoria de las sHsps no son detectables en tejidos
vegetales, pero se producen rapidamente como respuesta a un choque térmico lo que
indica una situacion de estrés (Sun y cols., 2002). Todo esto depende de la
temperatura y la duracion del periodo de estrés (Howarth, 1990). Después de este
periodo las sHsps se estabilizan llegando a tener una vida media de 30-50 hr, lo que
sugiere que tienen un papel importante en la recuperacion (Chen y cols., 1990;
DeRocher y Vierling, 1994; Waters y cols., 1996). Una respuesta interesante en L.
gibba ante la presencia del boro fue que presentd repetidas veces la expresion de las
mismas proteinas cuando fue expuesta a 300 ppm, lo cual indica que su nivel de

tolerancia a la presencia de boro es alto.

8.7. Marcaje y autoradiografia de proteinas recien sintetizadas

Se ha observado que 1 hr de marcaje de [*°S] metionina no es suficiente para producir
la sintesis de polipeptidos de novo (Ferreira y cols., 1996). En nuestras condiciones
experimentales la marca fue de 2 hrs y se observaron cambios en el patron general de
proteinas, sin embargo, la cantidad de proteinas marcadas no fue muy selectiva en el
tiempo analizado. Aunque en las tres primeras horas de exposicion al boro se observo
una mayor sintesis de proteinas en los tratamientos que en el control a las nueve
horas de exposicion que finalizo el tiempo de marcaje, la tendencia en la sintesis de

proteinas tanto de los controles como de los tratamientos fue muy similar (Fig. 7.12 B).
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. CONCLUSIONES

En nuestras condiciones experimentales el tiempo minimo de duplicacién fue
de72 hrs y el maximo de 120 hrs. Esto se considero satisfactorio.

La ECso de boro para L. gibba L se encontré en 300 ppm a las 72 hrs de
exposicion.

La técnica de extraccion de proteinas fue modificada y resulto ser adecuada
para Lemna gibba.

Los contenidos de clorofilas disminuyen paulatinamente en las plantas
expuestas a boro y es inversamente proporcional a la concentracion y tiempo
de exposicion.

Los dafios morfolégicos observados en las plantas expuestas tuvieron una
relacién directa con el tiempo de exposicion en todos los tratamientos.

Se observaron cambios en la expresion de proteinas de las plantas expuestas.
Se observo un aumento importante en algunas proteinas en las plantas tratadas
con boro que podrian corresponder a Hsp de alto y bajo peso molecular.

Se observaron diferencias en las manchas de proteinas separadas en
electroforesis bidimensional en 300 y 400 ppm con respecto al control.

Se observé un aumento de proteinas mas expresadas en los geles de los
tratamientos. Asi como la aparicion y la desaparicién de proteinas para cada
condicion.

Las electroforesis bidimensional mostraron la sobre-expresion de un grupo de
proteinas de 45 kDa en la concentracién de 300 ppm, mientras que en la
concentracén de 400 ppm no se observo el incremento de este grupo de
proteinas, pero si la aparicion de proteinas de 14 y 25 kDa.

Aparecen proteinas de bajo peso molecular de entre 22 y 31 kDa en las
proteinas de las plantas tratadas con boro.

Se observaron proteinas de 70-80 kDa en el tratamiento de 400 ppm

Se observo un aumento en la sintesis de proteinas a las 3 hrs de exposicién a
boro, mientras que a las 9 hrs de exposicion la sintesis disminuye en los grupos

experimentales con respecto al control.

57



* Aparentemente existe una sintesis de nuevas proteinas por presencia de boro
al inicio del tratamiento, sin embargo, no se observé una marca selectiva en el

tiempo analizado.
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11. ANEXOS

MEDIO AAP 20X

Reactivos mg/L de medio
NaHCO; 230.2
K;HPO, 9.38
MgSO, 38.22
NaNO; 84

MgCl,.6H,O 58.08
CaCl, 24.04
H3BO3 0.649
MnCl,.4H,0 2.3075
ZnCl, 0.0314
CoCl,.6H,0 0.0071

CuCl,.2H,0 .08 g/l

Na;Mo0,4.2H,0 0.0576

FeCl;.6H,O 0.661

Na,EDTA 3
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MEDIO Hoagland

mg/L de medio
Reactivos

Macronutrientes

K;HPO, 13.6
MgSO4 24.6
Na,EDTA 3.72
KNO; 10.1
Ca(NOs;) 23.6
Micronutrientes
MnCl,.4H,0 18
CaCl,.2H,0 .005
Na;Mo0,.2H,0 .002
ZnCl, .01
H;BO4 .28
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