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RESUMEN

En Chile, se encuentran elevados niveles de arsénico en la
primera y segunda regiones del pais, cuyos suelos son de origen volcanicos y
donde se encuentra concentrada la gran mineria del cobre. En estas dos
regiones se cultivan diversos vegetales para el consumo humano y animal,
entre los que se destaca el cultivo de la alfalfa por su importancia en la

alimentacién del ganado de la zona.

En el presente trabajo se analizd el efecto de las especies
arsenicales arsenito y arseniato sobre: a) la germinacién de semillas y
desarrollo de plantulas de alfalfa (Medicago sativa), la acumulacién de estas
especies arsenicales en diferente érganos de la planta, comportamiento del
fotosistema Il y asimilacion de CO, (efectos fisiolégicos); b) morfologia de
cloroplastos y c) actividades enzimdticas relacionadas con respuestas a

estrés (efectos bioquimicos), con el fin de comprobar Ia hipétesis planteada:




™ T

“las variedades de alfalfa que pueden cultivarse en suelos con alto
contenido arsenical son mas tolerantes a este tipo de estrés que aquellas
que se cultivan en suelos que no contienen arsémico”. Para ello se
seleccionaron las siguientes variedades: Lluta, cuyas semillas fueron
obtenidas del valle de Lluta, I* Region, con suelos de alto contenido
arsenical; WLSL, cuyas semillas se modificaron para ser cultivadas en
distintos tipos de suelo y condiciones climaticas; y California 55, cuyas
semillas se cultivan en la zona central de Chile donde los suelos no contienen

arsénico.

El estudio se inicié analizando el efecto de arsenito y arseniato
sobre la germinacion de las semillas de las tres variedades de alfalfa. Se
establecié que estas especies quimicas no afectaban el proceso germinativo.
Luego se analizé el desarrollo radicular y del hipocotilo en las tres
variedades de alfalfa cultivadas en presencia de arsenito o de arseniato. El
desarrollo de ambos tejidos fue inhibido, atin cuando el arseniato produjo un
mayor efecto inhibitorio. A partir de los resultados de desarrollo y

crecimiento radicular de las plantulas de alfalfa, se calcularon los indices de

xvil




tolerancia media para las tres variedades de alfalfa. Se establecié que la

variedad Lluta era la mas tolerante.

Cuando se estudié el comportamiento fotosintético de las tres
variedades de alfalfa, en presencia de arsenito o arseniato se observd que el
arsenito producia una disminucion en la asimilacion de CO,, en la eficiencia
del fotosistema I1, en la biomasa y alteraba la morfologia de los cloroplastos,
sin alterar otros organelos celulares. Esta alteracién de los cloroplastos se
manifest a través de una disminucién del nimero de grana y formacién de
vesiculas que se asociaban a los tilacoides. A su vez, el arseniato, produjo
efectos semejantes solamente en la variedad California 55. Estos resultados
correlacionaron bien con la distribucién de arsénico en las plantulas de
alfalfa, ya que aquellas tratadas con arsenito, acumulaban arsénico en sus
hipocotilos ; mientras que aquellas tratadas con arseniato, lo hacian en sus

raices.

La absorcion de las especies arsenicales en plantulas enteras de

alfalfa result6 ser diez veces menor en la variedad Lluta. Adicionalmente, al
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analizar la absorcién en funcion de las concentraciones de arsenito o
arseniato, se pudo determinar que las variedades WLSL y California 55
corresponden al de tipo “acumuladoras”, mientras que la variedad Lluta

resenta un comportamiento de caracter “excluyente”.
P

Finalmente, arsenito y arseniato afectaron las actividades de las
tres enzimas analizadas: Fenilalanina amonio-liasa (PAL), NAD'-
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) y Adenosintrifosfatasa
(ATPasa) en las tres variedades de alfalfa estudiadas. Estas, tratadas con
arsenito, disminuyeron la actividad de la PAL y no mostraron actividad de
G3PDH después del tratamiento a tiempos largos, y aumentaron la actividad
de ATPasa total. La variedad Lluta no modificé su actividad de PAL en
respuesta al tratamiento con arseniato, pero disminuydé su actividad de
G3PDH y aumentd la actividad de ATPasa total. Las variedades WLSL y
California 55, disminuyeron la actividad de la G3PDH. La variedad WLSL
aumenté tanto su actividad de PAL como la de ATPasa, mientras que la
variedad California 55 disminuyé su actividad de PAL y mantuvo la

actividad de la ATPasa. El efecto de arseniato sobre la actividad ATPasica
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fue el de incrementar sus niveles en las plantulas de las variedades Lluta y

WLSL, mientras que no tiene efecto en la variedad California 55.

Los resultados permiten concluir que la variedad Lluta, que se
cultiva en suelos con alto contenido arsenical, es mas tolerante a este tipo de

estrés que las variedades WLSL y California 55.




SUMMARY

Soils from regions I and II of Chile, have a vuican origin and
contain several minerals where the main one is copper. They contain high
levels of arsenic and are used for cultivation of different plants for human
and animal consumption. Among these, alfalfa is one of the most important

because of its use for animal feeding.

The effect of different arsenic species, arsenite and arsenate,
was studied on: a) germination of seeds and development of seedlings from
alfalfa (Medicago sativa), accumulation of these arsenic species in different
organs of the plant, behaviour of photosystem II and CO, assimilation
(physiological effects); b) chloroplast morphology and ¢) enzyme activities
related to stress response (biochemical effects), in order to test the following
hypothesis: “alfalfa varieties which can be cultivated in soils with high
arsenic content are more tfolerant to this type of stress than these

cultivated in soils without arsemic”. For this purpose, the following




varieties were selected: Lluta, because of its culture in soils with high
arsenic content such as Lluta valley, I region of Chile; WLSL, modified to
be cultivated in different types of soils and weather conditions; and
California 55, which is normally cultivated in Central Chile, where soils do

not contain arsenic.

First, the effect of arsenite and arsenate was tested on
germination of alfalfa seeds. None of these chemical species affected
germination of any of the three alfalfa varieties. The analysis of the effect of
these arsenic species on radicle and hypocotyl development showed that
both arsenite and arsenate decreased radicular and hypocotil lengthening,
although arsenate was the anion which affected the most. From these results,
the mean tolerance index was calculated and it was established that Liuta

variety was the most tolerant to arsenic stress.

When photosynthetic parameters were analyzed, a decrease in
CO, assimilation, in photosystem II efficiency and in biomass, along with an

alteration of the morphology of chloroplasts were observed as a result from
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arsenite treatment in the three alfalfa varieties. This alteration was visualized
as a decrease in grana number and vesicle formation closed to thylacoidal
membranes. On the other hand, arsenate only affected California 55 variety
in a similar way as arsenite. These results correlate well with arsenic
distribution: plants treated with arsenite accumulated arsenic in their
hypocotils, while those treated with arsenate showed arsenic mainly in their

roots.

Absorption of arsenic in whole alfalfa seedlings was 10 times
less in Lluta variety as compared with WLSL and California 55. In addition,
the analysis of the concentration-dependent absorption of arsenite or arsenate
allowed to establish that WLSL and California 55 varieties are accumulative

plants, while Lluta variety is an excluder one.

Finally, arsenite and arsenate affected the activity of the three
enzymes studied: Phenylalanine ammonia-lyase (PAL), NAD"
Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase (G3PDH) and Adenosine

triphosphatase (ATPase), in all three alfalfa varieties. Their treatment with
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arsenite resulted in a decrease of PAL activity and a in a suppression of
G3PDH activity after long time treatments; but in an increase of total
ATPase. Lluta variety did not change its PAL activity in response to arsenate
treatment, decreased its G3PDH and increased its total ATPase. On the other
hand, both WLSL and California 55 decreased their G3PDH activity. WLSL
increased PAL activity as well as its ATPase, while California 55 decreased
PAL and maintained its ATPase activities. Then, arsenate induced an
increase of ATPase activity in Lluta and WLSL, and did not affect this

enzyme activity in California 55 variety.

Results allow to conclude that Lluta variety, which is cultivated

in soils with high arsenic content is more tolerant to this type of strees than

X,
*WLSL and California 55.
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1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES GENERALES

El arsénico es un elemento de transicion o metaloide y
pertenece al grupo V, que se caracteriza porque los elementos que lo
constituyen -nitrogeno, fésforo, arsénico, antimonio y bismuto- presentan
diferencias en sus propiedades metélicas. Los elementos mas livianos del
grupo V son no metalicos y los méas pesados son metélicos, mientras que los
elementos ubicados en la parte intermedia del grupo, como es el caso del
arsénico, tienen caracteristicas tanto metalicas como no metalicas (Sienko y

Plane, 1966).

Los elementos metalicos que tienen una densidad superior a 6 g/cm’,

se denominan metales pesados (Carrasco, 1994), y se caracterizan por ser
altamente toxicos y letales a la mayoria de los organismos vivos (Hartl,

1980). Aunque la densidad del arsénico solo es de 5,45 g/em®, dadas sus

T



caracteristicas-metélicas 'y toxicas; es considerado por algunos autores como

un metal pesado (Bolt y Bruggenwert, 1976; Hartl, 1980).

El arsénico es de origen volcanico y se distribuye amplia y
heterogéneamente en la naturaleza: el 90 % del arsénico inorgénico se
encuentra en la litdsfera (rocas, suelos y sedimentos), entreun 7 % y 8% se
distribuye en la atmdsfera y porcentajes menores en la hidrosfera (mares,
lagos, cursos de aguas superficiales y profundos) y en la biésfera. El
arsénico forma diversos compuestos quimicos, dependiendo del estado de
oxidacion que presente el 4tomo de arsénico: +3, +5 y -3. La contaminacion
natural de los suelos y del medio ambiente con arsénico, se produce por
solubilizacién del material geoquimico de origen volcénico que es
transportado, principalmente, por el agua desde sus origenes cordilleranos

hacia los valles y suelos que se encuentran a nivel del mar (Sancha, 1994).

El arsénico se encuenira presente en numerosos minerales,
-determinandose 1as -concentraciones mas —aitas de €ste -en los arsenitos de

cobre, plomo, plata, oro o en los sulfuros, siendo la arsenopirina (FeAsS) el

o



mineral que contiene mayor cantidad de arsénico. Ademds, se encuenira en
los minerales de carbon y es uno de los componentes del petrleo

(Tchernitchin y Tchernitchin, 1991).

En zonas no volcanicas y/o no contaminadas, los contenidos de
arsénico son de 1 a 5mg/m’ en el aire, de 5 a 6 mg/kg en el suelo, de
2 mg/kg en la corteza terrestre y menores de 0,01 pg/l en aguas superficiales.
El arsénico, en zonas volcanicas o contaminadas, alcanza concentraciones de
550 mg/kg en suelos, de 0,3 pg/ml en aguas superficiales, de 280 pg/ml en
aguas subterraneas y de 9 pg/ml en aguas termales (Waish y Keeney, 1975).
En general, los suelos tratados y/o contaminados con arsénico inorgénico
contienen niveles del contaminante 10 a 100 veces mayores que los suelos
no tratados (Walsh y col., 1977), mientras que éstos ultimos raramente
contienen concentraciones de arsémico superiores a 10 mg/kg (Walsh y

Keeney, 1975).

Las especies arsenicales experimentan diferentes reacciones en

los suelos en que se encuentran. Los compuestos organoarsenicales pueden




ser oxidados y reducidospor la accién de microorganismos (Marcus y Rains,
1982). Por ejemplo, el acido cacodilico es oxidado a arseniato o reducido a
metil arsinas volatiles (Woolson, 1977; Woolson y Kearney, 1973); mientras
que el arseniato reacciona con hierro y aluminio presentes en los suelos para
formar arseniatos insolubles (Woolson y Kearney, 1973). Al respecto cabe
mencionar que en la cindad de Antofagasta, el agua fue tratada con aluminio
y en la actualidad es tratada con hierro con la finalidad de precipitar el
arsénico y disminuir asi su concentracion en el agua potable que se

sumninistra a la poblacién (ESSAN, comunicacion personal).

Dada las altas concentraciones de arsénico que se han
determinado en suelos y aguas de regadios en zonas contaminadas (Pastenes
y col, 1992; Smith y col.,, 1992), las poblaciones vegetales, animales y
~humanas que “habitan estos-lugares estdn mas expuestas a la asimilacion e
ingesta de las especies arsenicales, con los consiguientes efectos que el
-arsénico tiene en laproduccion agricola yriesgo en la salud de los animales

y del hombre.




. Ta-presencia de arsénico en-el aire se debe, en un porcentaje
importante, a fuentes contaminantes de caracter antrépicas. En este sentido,
-a-combustién del -carbon mineral v la refinacion de minerales de cobre,
plomo y zinc, entre otros, constituyen la principal fuente de emision de
—arsénico-al aire, ya-que ‘estos-procesos ‘que se producen a alia temperatura,

favorecen la volatilizacién del arsénico producido como subproducto en los

-procesos de fundicién (Tchernitchiny Tchernitchin, 1991).

El arsénico en su estado de oxidacion +3, forma los compuestos

-inorganicos triéxido de-arsénico-(As,03), 6xido arsenioso (arsénico blanco),
acidos arseniosos (H;AsOs;, HAsO*, HAsO; y AsO;»), tricloruro de

arsénico (AsCly) y trisulfuro de arsénico (As,Ss3). El arsénico en su estado de

oxidacion +5, forma los compuestos -inorgénicos pentoxido de arsénico
(As;05), acido arsénico u ortoarsénico (H3AsQO,), y los 4cidos arsenenucos,

arseniatos y sus sales (HAsO3', HAsOy, ”I-IAsOf' y AsOf') (Jolliffe, 1993).

-Fl arsénico también formaparte de compuestos organicos como el acido
monometilarsénico, acido dimetilarsénico, Oxido de trimetilarsina,

-monometilarsina, dimetilarsina, -4cido -arsanilico, arsfenamina, carbarsona,




triparsamida, acido 3-nitro-4-hidroxi-fenilarsénico, acido 4-
nitrofenilarsénico,  arsenobetaina,  arsenocolina,  dialcilcloroarsina,
alcildicloroarsina, entre otros que se han determinado en la naturaleza

(Jolliffe, 1993; Knowles y Benson, 1983; Shibata y col., 1992).

Generalmente, los compuestos arsenicales presentes en los
suelos y aguas contaminadas dependen de las caracteristicas del medio: si
éste es oxigenado y tiene pH bésico, preferentemente se encontraran
compuestos formados por arsénico oxidado o pentavalente, mientras que en
aquellos medios reducidos y/o acidos, los compuestos mayoritariamente

estaran formados por arsénico reducido o {rivalente (Sancha, 1994).

La toxicidad del arsénico depende del estado de oxidacion del
elemento. Se ha establecido que los compuestos inorgénicos son mas toxicos
que los compuestos organicos, existiendo diferencias en el grado de
toxicidad entre los compuestos inorginicos y organicos entre si. De acuerdo
al LDs, determinado en ratas y monos, se puede establecer un gradiente de

toxicidad entre los compuestos arsenicales, que ordenados de mayor a menor




es: As III > As V > Monometilarsénico > Dimetilarsénico > Trimetilarsénico

> Arsenocolina > Arsenobetaina (Shibata y col., 1992).

A ftravés de la historia y en la actualidad, el arsénico -cuyo
nombre proviene de la palabra griega "arsenicon” que significa "potente”- se
ha utilizado ampliamente en medicina, ganaderia, agricultura, electrénica,
metalurgia, en la fabricacién de vidrio y de material pirotécnico, e incluso
como gas de guerra en la forma de 2-clorovinilarsina, denominado gas
Lewisita, reconociéndose su época de esplendor en los siglos XVIII y XIX

(Tcheritchin y Tchemitchin, 1991).

En agricultura, los compuestos monometilarsénico (MMA) y
dimetilarsénico (DMA), asi como sus derivados, se han usado
frecuentemente como pesticidas, herbicidas y desfoliantes (Knowles y
Benson, 1983; Smith y col., 1992). Los herbicidas y desfoliantes arsenicales
fueron usados hasta la década de los sesenta en los cultivos de algodén en
California (U.S.A.), debido a su gran efectividad y bajo costo (Marcus y

Rains, 1982). En 1967, los pesticidas, desfoliantes y herbicidas en base a




s

/

’

i

-

~compuestos-de arsénicoinorganico fueronprohibidos -en los Estados Unidos
de Norteamérica (Walsh y Keeney, 1975), siendo reemplazados por
-productos basados en organoarsenicales. ‘Entre estos tltimos se encuentran
los herbicidas metanoarseniato monosdodico (MSMA) y metanoarseniato
disodico (DSMA), usados-para el control de post-emergencia de las malezas
perennes, y el desfoliante 6xido de hidroxidimetilarsina o acido cacodilico,
-usado en la etapa de cosecha. T:a aplicacion de los plaguicidas y herbicidas
que contienen compuestos arsenicales, junto con incrementar la dispersion
-ambiental del -arsénico, aumenta la posibilidad de que el arsénico sea
asimilado en mayores cantidades por los vegetales aumentando de esta forma
-su contenido en -arsénico, lo que redundarfa en un aumento en la ingesta
diaria de arsénico en fos animales y en la especie humana a través de su
-alimentacion. -Este aumento en la ingesta de -arsénico produciria una
irritacién a nivel gastrointestinal y dafios en los tejidos hepatico y renal.

“(Meek y Hughes, 1992).

En ganaderia, se han utilizado los derivados orgdnicos del

arsénico (como derivados fenilados del acido arsénico), cuyas caracteristicas




-de ~toxicidad son -muy -inferiores a las del arsénico inorgamico, como
suplemento alimenticio para promover la engorda y el crecimiento de las
-aves de corral-y-de otros animales domésticos v de granja. También se han
utilizado en la profilaxis de enfermedades entéricas en el ganado, aunque se
-desconoce su-mecanismo ‘de accion. Lo que si se ha determinado es que,
ademas de la accion benéfica sefialada, la ingesta de altas dosis de arsénico
-atn en su forma de derivados organicos, tiene efectos neurotéxicos en los

animales (Smith y col., 1992).

,  Apartir de 1700, el arsénico se ha usado como componente de
pigmentos y colorantes, de los preservativos utilizados en la industria de la
curtiembre, en 1a fabricacion de vidrio (Smith -y col,, 1992) y en la

fabricacion de fuegos pirotécnicos (Tchernitchin y Tchernitchin, 1991).

. La-ingesta media diaria de arsénico en la especie humana, a
través de su dieta normal, depende no solo de su alimentacion sino también
‘del lugar de residencia o de-—procedencia de su alimentacion. Asi, por

ejemplo, se han determinados ingestas diarias de 16,7 pg de arsénico en
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-Canada (Dabeka-y col., 1987), de 31,9 g en Polonia (Nabrzyski y col,,

1985), de 45,9 ug en los Estados Unidos de Norteamérica (Gartrell y col.,

1986) y de 129 pg en Inglaterra (Hazell, 1985).

Las algas son organismos acumuladores de arsénico, por
excelencia, por 1o que las concentraciones de arsénico determinadas en las
algas son del orden de 1000 mg/kg peso seco o mayores (Reay, 1972),
‘mientras que en el testo de los organismos marinos los contenidos de
arsénico son variables, fluctuando su concentraciéon entre 0,5 v 21 mg/kg

-peso seco (Santa Maria'y col., 1986).

Las algas y los organismos marinos que se encuentran
expuestos a altas concentraciones de -arsénico inorgénico, tienen la
capacidad de metabolizarlo, transforméndolo en arsénico organico (Budd y
Craig, 1981). ‘Como resultado de este proceso -metabolico, propio de los

organismos acuaticos, se forman arsenobetaina, arsenolipidos vy

~arsenorribosidos, -entre otros(Benson, 1989). De esta manera, se entiende
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-que-las -algas ‘y-organismos-marinos, generalmente, no son afectados por el

efecto toxico del arsénico en su desarrollo (Budd y col., 1986).

A pesar de la disminucion del uso de arsénico en diferentes
areas en los tltimos 60 afios, la contaminaciéon proporcionada por este
elemento sigue en aumento. Para el afio 2.000 se estima un incremento de
arsénico como contaminante en un 1 a 2 %, dado que el nivel de arsénico
-atmosférico seincrementa debido a su mayor volatilizacién (Pacyna, 1987),
producto del proceso de erosion de los suelos, de la actividad volcéanica y de
1a actividad de 1a -industria minera, prevista en nuestro planeta (Moore y

Luoma, 1990).

Generalmente, los suclos de areas contaminadas de la tierra
-presentan concentraciones toxicas de uno o mas metales pesados, mientras
que- las concentraciones de nutrientes esenciales como nitrégeno, fosforo y

-potasio en estos suelos son-anormalmente bajas (Hartl, 1980).
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¥l -estudio del efecto de los metales pesados en los vegetales
superiores se ha realizado, principalmente, en plantas que se cultivan en
-suelos-vecinos a ciertos yacimientos de minerales o enplantas cultivadas en
suelos altamente contaminados con algunos metales pesados (Baker, 1987).
‘Estos estudios se han centrado, preferentemente, en determinar el efecto de
zinc y de cobre, ya que estos metales son requeridos en procesos fisiologicos
-y -bioquimicos. El zinc -y el cobre, ademas, de tener importancia en la
estructura de algunas proteinas y en la actividad catalitica de varias enzimas,
son factores esenciales en €l crecimiento y desarrollo de las plantas
(Steffens, 1990). El estudio del efecto de otros metales pesados, sélo se ha
tealizado principalmente en plantas y cultivos de interés comercial que
crecen en suclos contaminados con dichos metales (Khatitak y col., 1989;

Kattak y col., 1991).

El efecto de los metales pesados sobre los vegetales se asemeja

-al producido por los factores de estrés, ya que modifican procesos

bioquimicos y fisioldgicos en la planta, cuyo resultado es una disminucién
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en el-vigor-del-vegetal y, en-condiciones extremas, 1a completa inhibicion de

su crecimiento (Baker, 1987).

. Los mecanismos de Tesistencia o tolerancia que presentan las
plantas frente a la contaminacién por metales pesados varian entre las
diferentes especiesy sepueden clasificar en términos generales en: a) de
exclusion, en el cual el metal es impedido de ingresar a la célula; b) de
-destoxificacion -interna, en los que el metal al interior de la célula es
atrapado, inactivado o secuestrado en compartimentos subcelulares
diferentes a aquellos donde afectaria una determinada funcién; y; c) de

excrecion, en el cual el metal que ha ingresado a la célula, es eliminado

mediante secrecion interna (Punz y Sieghardt, 1993).

Los mecanismos bioquimicos involucrados en la alteracién de
{a homeostasis 'y, eventualmente, de Ia muerte celular por accion de los
metales pesados son poco conocidos. Sin embargo, su toxicidad estd
telacionada, al menos, a dos eventos; 1) Interaccion con grupos funcionales

i

de los residuos de amino4cidos de las proteinas, debido a que los metales




14

pesados reaccionan con los grupos sulfhidrilos, imidazol de histidinas y
carboxilatos de cadenas laterales de aminoacidos de proteinas, modificando
la estructura y/o funcién de ellas; y, ii)) Formacion de radicales libres e
induccion de estrés oxidativo, lo que produce alteraciones estructurales de
las proteinas debido a oxidacién de cadenas laterales de aminoéacidos o a

coordinacion de las mismas con los metales pesados (Readdy y col., 1981).

' Existen diversas especies y ecotipos que son capaces de crecer

en suelos contaminados por metales pesados, encontrandose diversas
—especies de plantas tolerantes a ellos, que pertenecen afamilias tales como
Caryophyllaceae, Cruciferae, Compositae, Leguminosae y Gramineae
-(Antonovics, 1975). Losprimeros estudios realizados en plantas a las que se
suministré altas concentraciones de metales pesados, demostraron que €stos
-inhibian el crecimiento de las raices y de los tallos (Bradshaw, 1952;
Wilkins, 1957), inhibian la sintesis de clorofila y las actividades de algunas

-enzimas (Cox y Hutchinson, 1980a).
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. Seha demostrado que la capacidad de la-mayoria de las plantas
que crecen en suelos metaliferos se debe a que éstas pueden adquirir
‘tolerancia a la toxicidad-producida por los metales-pesados (Baker, 1987).
Las caracteristicas fisiologicas y bioquimicas relacionadas con este tipo de
-tolerancia son de caracter hereditaria, y a menudo se producen a través de

cambios simples o multiples a nivel génico (Bell y col,, 1962; Wu y

Antonovics, 1976; Baker, 1987).

Frecuentemente, la tolerancia desarroliada por los vegetales en

—respuesta a la toxicidad por ‘metales pesados es especifica para el o los
metales, y para el o los metaloides presentes en exceso en los suelos (Jowett,

1964). También se ha determinado, en algunos casos, una tolerancia
multiple a metales pesados, como por ejemplo, en clones de Agrostis

gigantea Roth, que es tolerante -a cobre, niquel y cobalto (Hogan y Rauser,

1979), y en Deschampsia cespitosa (L.), que es tolerante a cobre, niquel,

cobalto, aluminio,-plomeo, zinc, plata y arsénico, lo que le-ha permitido a esta

especie invadir vigorésamente areas contaminadas con metales en las
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~-mmediaciones de la fundicién de-Sudbury (Cox v Hutchinson, 1979, 1980b,

1981).

En ciertas bacterias Gram negativas y Gram positivas, la
., Tesistencia a arsenito y-a arseniato se produce a-través de proteinas que se
encuentran codificadas en plasmidios, y cuya funcién es transportar las
-especies arsenicales desde el-interior al exterior de las bacterias por un
mecanismo activo que requiere ATP (Ji y Silver, 1992; Kaur y Rosen, 1992;

Rosenstein y col., 1992; Rossman y col., 1980; Silver y Keach, 1982; Silver

y col., 1989).

Finalmente, es interesante mencionar que el arsénico usado en
-dosis terapéuticas-ha servido-para el tratamiento de diversas enfermedades y
también puede ser considerado como un micronutriente esencial, ya que la
-ausencia de este elemento en la dieta de animales de granja como pollos,
chanchos, ratas y cabras, produce disminucion en el crecimiento y una serie

-de anormalidades en la funciénreproductora (EPA, 1988). Si bien no se ha
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-informado dela esencialidad del arsénico en la especie humana, se ha

estimado que su requerimiento en ésta seria de 10 a 30 pg/dia.

1.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS
El efecto toxico del arsénico en los vegetales, primariamente, se
telaciond con la—plasmolisis -de las raices 'y el marchitamiento de las hojas,

las que posteriormente se descoloraban, produciéndose una necrosis de sus

-puntas ymargenes-(Machlis, 1941).

En la actualidad, se ha establecido que los efectos fitotoxicos

-producidos por arsénico en los vegetales son variados y afectan a diversas
especies de importancia en la produccion agricola, como arroz (Marin y col.,

1992), poroto (Miiton y col., 1989), cebollas (Peppery col., 1988) y algodén

(Marcus y Rains, 1982), con el consiguiente perjuicio economico (Walsch y

Keeney, 1975; Woolson, 1973).

La asimilacion de arsénico en las plantas depende de la

-concentracion de-arsénico en los suelos y en las aguas de regadio (Figueroa y
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col., -1988; Pepper -y col., 1988); del estado de oxidacion y del tipo de
compuesto quimico que forma el elemento (Marin y col., 1992; Anderson y
Avron, 1976); del pH-y del contenido de arcillas de los suelos (Smith y col.,
1992; Pick y Bassilian, 1982) v de la presencia de otros iones y metales
{Khattak y col., 1989; Kattak-y-col., 1991; Meharg y Macnair, 1992; Peryea,
1991). También se ha encontrado que la acumulacién de arsénico en los
diferentes tejidos de-una planta, depende ‘de 1a especie quimica del arsénico

y de la especie vegetal (Marin y col., 1992; Anderson y Avron, 1976).

Los -vegetales ‘que crecen en medios arsenicales 0 que se han
sido sometidos a altas concentraciones de arsénico, muestran respuestas de
-caricter bioquimico diferentes-y variadas. Se ha descrito que en presencia de
arseniato: a) se induce la sintesis de fitoquelatinas (Grill y col., 1987;
~Steffens, 1990); b) se inhiben las enzimas tibulosa-5-fosfato quinasa de
cloroplastos de espinaca (Latzko y col., 1970); piruvato deshidrogenasa de
Synechococcus leopoliensis (Budd y Craig, 1981); glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, NADPH malico deshidrogenasa, NADP"-gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenasa, ribulosa-5-fosfato quinasa y pseudoheptulosa-1,7-
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difosfatofosfatasa de Pisum sativum (Anderson y Avron, 1976), entre ofras;
c) se producen cambios en la modulacion de la actividad de la enzima
ATPasa cloroplastica (Lohse y col., 1989); y d) se observa la interferencia en
la activacion de la fosforilacion en Lemma gibba (Ullrich-Eberius y col.,

1989).

Los efectos de arsénico a nivel celular se pueden explicar en
funcion de las especies quimicas arsenito y arseniato. [L.a especie arsenito
(As™) tiene una alta afinidad e interactia con los grupos sulfhidrilos de
proteinas y enzimas, por lo que arsenito alteraria la funcidn celular a través
de la inhibicion de la actividad catalitica de todas las enzimas que presentan
grupos -SH en su sitio activo o directa o indirectamente relacionados con
este sitio (Knowles y Benson, 1983). La especie arseniato (As') tiene una
gran similitud con la estructura electronica y tridimensional, y con el
comportamiento fisico-quimico del ortofosfato, Pi, de manera que el
arseniato compite con el ortofosfato en todos aquellos procesos fisiologicos y

bioquimicos en que participa este filtimo (Figueroa y col., 1992). Ademas, el

arseniato impide la formacion de los intermediarios fosforilados a nivel
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celular, cuya carencia afecta el desarrollo normal de la planta, produciéndose
la correspondiente toxicidad a nivel del organismo (Kaur y Rosen, 1992).
Adicionalmente, ¢l arseniato es asimilado a través del sistema transportador
de ortofosfato que poseen las angiospermas, bacterias, y hongos (Jung y
Rothstein, 1965; Asher y Reay, 1979; Beever y Burns, 1980; Silver y Misra,

1988; Ullrich-Eberius y col., 1989).

La alfalfa, Medicago sativa 1., es una especie herbacea,
Dicotiledénea, que pertenece al grupo IX de las leguminosas, a la familia de
las Papilionaceae, a la tribu IV de la Trifolieae y al género Medicago. Es el
mas importante de los cultivos forrajeros en el mundo (Boiton y col., 1972),
ya que: a) es una fuente de nitrégeno para otros cultivos rotacionales, b)
produce el mejoramiento de los suelos, ¢) es una fuente completa de
nutrientes para la produccion de carne y de leche, y d) es un alimento de alta
calidad para los animales. Ademds, se la ha reconocido por su valor

medicinal en las afecciones de Ia piel de los animales (Bolton y col., 1972).
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" La alfalfa se caracteriza por cultivarse y crecer bajo diferentes
condiciones ambientales. Sin embargo, altas y bajas temperaturas limitan su
expansion a nuevas regiones: ¢l efecto de las primeras se traduce en la
inhibicion de su crecimiento y en la reduccién de su produccion; mientras
que las bajas temperaturasproducen dafios subletales y letales de invierno,
los que estdn relacionados con una disminucion del vigor durante el

crecimiento posterior, v de la-permanencia (Mckenzie y col., 1988).

La zona mas contaminada con arsénico que se encuentra en

-Chile se ubica enla I y TI-regiones, con un mayor grado de contaminacién en
esta dltima. Asi, en la ciudad de Antofagasta se ha detectado un contenido

,  natural de 3,2 g arsénico por kg de suelo. La presencia de arsénico en las
aguas superficiales y profundas en la II region de Chile esta asociada al
-volcanismo cuaternario de la cordillera de Los Andes (Pastenes y col.,1992),
donde se pueden enconfrar concentraciones de arsénico entre 26,27 y

233,28 mg/kg en los suelos superficiales de Chiu-Chiu y Quillagua, II

Region (Pastenes y col., 1983; Pastenes y col., 1984).
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-En-estas dos regiones de Chile se cultivan unas 3.000 hectéreas
de alfalfa, en suelos y aguas que se caracterizan por ser salinos y arsenicales,
1o que influye en los bajos rendimientos -por hectarea, no alcanzando a
satisfacer las necesidades de consumo del ganado en la zona (Escobar,

1984).

Los estudios relacionados con el efecto de arsénico en alfalfa

‘son escasos ennuestro pais. Estos se han limitado a analizar su asimilacion y
se han realizado en los valles de la provincia de Arica, que tienen diferentes

-niveles de contaminacion -arsenical, encontréndose una correlacion directa
entre los niveles de arsénico en el suelo y en la alfalfa cultivada en dichos

valles (Figueroay col., 1988). El grupo de Khattak en Canada ha estudiado
la influencia de ofros elementos quimicos que acompafian al arsénico en

zonas contaminadas, como es el caso de selenio y-molibdeno, encontrando

que éstos incrementan la asimilacion de arsénico en el vegetal (Khattak y

col., 1989). Este mismo grupo ha demostrado que la adicion de fosfato

inorganico disminuye la asimilacién de arsénico en la planta (Kattak y col.,
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1991) y que la-acumulacion de arsénico seproduce principalmente a nivel de

las raices (Khattak y col., 1989).

. Se ha establecido que la alfalfa responde a estrés por altas
temperaturas sintetizando proteinas de baja masa molecular (Gyorgyey y
-col., 1991); responde a diferentes condiciones de estrés ambiental
incrementando los transcritos para la enzima fenilalanina amonio liasa, los
-que implican un aumento de su actividad enzimatica (Gowri y col., 1991).
También se ha descrito en alfalfa, la estructura primaria de una proteina de
-funcion desconocida, que es inducida tanto por estrés ambiental como por
acido abscisico (Luo y col., 1991). Sin embargo, en esta especie vegetal no

-se han descrito los-parametros bioquimicos y/o fisiolégicos alterados por el

arsénico.

Algunas variedades de alfalfa pueden cultivarse en la T y IT
regiones de Chile, lo que indica que esta especie vegetal tiene la capacidad
para adaptarse y crecer en un medio ambiente de alto contenido arsenical. Es

-asi como la alfalfa denominada como variedad Liuta se ha cultivado durante
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décadas en estasregiones. No ocurre 1o mismo con otras variedades de

alfalfa disponibles en forma comercial.

,  Considerando los-antecedentes mencionados vy 1a importancia de

la alfaifa como cultivo forrajero en zonas que presentan altos contenidos de
-arsénico en suelos, -aguas de-regadio v acrosol, como son la I y II Regiones

de Chile, se ha planteado la siguiente hipétesis de trabajo:”las variedades

, de-afalfa que-pueden cultivarse en suelos con alto contenido arsenical
son mis tolerantes que aquellas que se cultivan en suelos que no

<contienen arsénico”.

Para comprobar esta hipdtesis se ha planteado como objetivo
general estudiar el efecto que producen las especies arsenito y arseniato en
variedades de la especie vegetal alfalfa, Medicago sativa L. que se pueden

-cultivar en suelos con diferente contenido arsenical.

Como objetivos especificos se consideraron:
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-a)establecer si-arsenito y/o arseniato afectan la germinacion de las semillas
de las diferentes variedades de alfalfa;

-b) establecer si arsenito-y/o arseniato alteran el desarrollo de la plantulas de
las diferentes variedades de alfalfa;

©)establecer si arsenito y/0 arseniato se absorben diferencialmente en
plantulas de las diferentes variedades de alfalfa;

d)determinar la distribucién de arsénico (arsenito y arseniato) en los
diferentes tejidos de las plantulas de las diferentes variedades de alfalfa;

-¢) determinar si -arsenito -y/o arseniato alteran los parametros fotosintéticos
como emision de fluorescencia y asimilacion de CO, en plantulas de las
diferentes variedades de-aifalfa;

f) determinar si arsenito y/o arseniato modifican la actividad de las enzimas:
1) Fenilalanina amonio Lasa (PAL), enzima marcadora de 1a via
fenilpropanoide e inducible bajo condiciones de estrés ambiental,
i) Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), enzima de la via

!

glicolitica que usa Pi como sustrato y que tiene grupos -SH en su sitio

-activo y iii) Adenosin frifosfatasa (ATPasa); enzima ampliamente
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distribuida en la célula, y que genera Pi durante la reaccién que cataliza,
en plantulas de las diferentes variedades de atfalfa;
g) establecer si arsenito y/o arseniato modifican la integridad celular de

plantulas de las diferentes variedades de alfalfa.

Para cumplir los objetivos planteados se seleccionaron semillas
para la obtencion de pléntulas de alfalfa (Medicago sativa) de las variedades
Lluta, WLSL y-California55. La eleccion de estas-tres variedades se baso en
su capacidad para ser cultivadas en suelos con diferente contenido de
arsénico. Una variedad a estudiar se cultiva en el valle de Lluta, en la
provincia de Arica, extremo norte de Chile, valle que se caracteriza por la
contanminacion -arsenical de sus suelos y aguas de regadio (Liuta); una
segunda variedad se ha producido para ser cultivada y crecida bajo diversas
-condiciones ambientales, (WLSL); v una tercera variedad a estudiar es

cultivada preferente en la zona central, (California 55).



2  MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos quimicos y material biolagico.
2.1.1 Reactivos quimicos.

Todos los reactivos utilizados en el desarrollo experimental de
este trabajo de tesis, fueron de grado analitico y se obtuvieron de las firmas

comerciales que se indican a continuacion:

Sigma Chemical Co., St. Louis, Me., USA.
ATP, azul de Coomassie G-250, EDTA, DL-fenilalanina, glicina, DL-
gliceraldehido-3-fosfato, glutaraldehido, HEPES, manitol, MES, 2-

mercaptoetanol, B-NAD, seroalbumina de bovino (BSA), Trizma base.

Merck Quimica, Darmstadt, Alemania.
Acetona, acido borico, 4cido clorihidrico, acido ortofosforico, acido
tricloroacético, arseniato de sodio, borohidruro de sodio, cacodilato de sodio,

cloruro de amonio, cloruro de calcio, cloruro de magnesio, cloruro de

manganeso, cloruro de sodio, citrato de plomo, dextrano, epoxiresina,
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fosfato de potasio, hidroxido de sodio, manilacetato, molibdato de sodio,
nitrato de calcio, nitrato de potasio, PEG 4000, sulfato de cobre, sulfato de

fierro, sulfato de magnesio, sulfato de zinc.

Riedel de Haén, Seelze, Alemania.

Estandar de trioxido de arsénico.

Bayer de Chile.

Fungicida Captan™®

Otras fuentes de reactivos quimicos.

Hipoclorito de sodio (NaOCl) (Clorex).

2.1.2 Material Vegetal.

Se usaron semillas de alfalfa (Medicago sativa L.) de tres
variedades diferentes: 1) variedad cuitivada en valle de Lluta, en la provincia
de Arica, 19° latitud sur, primera region, Chile, Lluta; 2) variedad WLSL
Superlechera de Baldrich, lote 2003, WLSL; 3) variedad California 55,

California 55. Las semillas de las variedades de alfalfa WLSL y California

55 se obtuvieron comercialmente, mientras que las semillas de la variedad
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denominada Liuta, fueron gentilmente donadas por el Sr. Leonardo Figueroa

(Universidad de Tarapacd, Arica).

Las semillas de alfalfa de las tres variedades en estudio fueron
sembradas en arena de rio (de origen comercial), la que fue usada como
sustrato inerte. El proceso de germinacion de las semillas y el desarrollo y
crecimiento de las plantulas de alfalfa se realizo en arena sobre sustrato
arena, usando como medio de riego una solucion Hoagland adicionada de

los diferentes tratamientos.

2.2 Métodos.
221 Tratamiento de la arena.

La arena obtenida comercialmente, fue lavada con agua
destilada y posteriormente tratada con fungicida Captan al 1% p/v, para

evitar desarrollo de-microorganismos durante los tratamientos.

2.2.2 Tratamiento de las semillas de alfalfa previo a Ia siembra.

2.2.2.1 Determinacion de viabilidad-aparente de las semillas.
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La viabilidad aparente de las semillas de alfalfa de las
variedades Lluta, WLSL y California 55 se determin6 mediante la prueba de
flotacién. Esta prueba consistié en colocar las semillas en un recipiente con
agua y se considero viable a toda semilla que se sumergi6 y se mantuvo en el

fondo del recipiente, mientras que la semilla que se mantuvo en la superficie

del agua se considerd no viable, y fue eliminada. El fundamento de la prueba
se basa en que la semilla que flote debe contener en su interior un
determinado volumen de aire, lo que supone una disminucion del material de
reserva existente en ella (proteinas- lipidos- carbohidratos), necesario para
que se produzca la germinacion de la semilla y el desarrollo de las primeras

|

etapas de la plantula.

2.2.2.2 Hidratacion y esterilizacién de semillas.

Las semillas de alfalfa de las tres variedades en estudio
seleccionadas como viables (seccion 2.2.2.1), se hidrataron en un vaso de
precipitados con agua destilada durante 8 a 12 horas. Las semillas hidratadas
se esterilizaron superficialmente para eliminar cualquier microorganismo

que pudiera desarrollarse durante la germinacién y/o desarrollo,
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sumergiéndolas en solucion de hipoclorito de sodio comercial al 1% v/v
durante 3 minutos, siendo posteriormente, lavadas exhaustivamente con

agua destilada estéril antes de ser sembradas.

2.2.3 Siembra de semillas de alfalfa.

Las semillas de alfalfa de las tres variedades se sembraron en
grupos de 50 semillas por caja de plastico de 64 cm? en arena previamente
tratada (seccion 2.2.1) y a 1,5 c¢m de Ia superficie. Las semillas se cubrieron
con arena, se regaron con soluciéon Hoagland (Amon y Hoagland, 1940)
para los diferentes tratamientos, y se mantuvieron a temperatura ambiente

(22 - 25°C) hasta su analisis.

224 Tratamiento quimico durante la germinacién y desarrollo
de la plintula.
Las semillas y las plantulas controles de alfalfa de las tres
variedades se regaron cada 36 horas con solucion de Hoagland. Las semillas
y las plantulas de las tres variedades de alfalfa tratadas con arsénico, se

regaron con solucién Hoagland enriquecida con diferentes concentraciones
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de arsenito de sodio o arseniato de sodio, de acuerdo a los tratamientos
predefinidos. Las concentraciones de arsenito y arseniato en las soluciones

de riego fueron de 0- 0,02- 0,04- 0,40- 1,20 y 2,00 ppm.

2.2.5 Germinacion de Ias semillas de alfalfa.
2.2.35.1 Condiciones de germinacion.

Las semillas de alfalfa de las tres variedades se germinaron a
temperatura ambiente (22° a 25° C), en cajas de plastico tapadas, con el fin
de mantener una alta humedad. Las semillas se regaron cada 36 horas con
solucion Hoagland, en el caso de las semillas controles. Las semillas con
tratamiento arsenical se regaron con solucion Hoagland adicionada de
arsenito o arseniato en las concentraciones correspondiente a cada

tratamiento.

2,.2.5.2 Determinacion de semilla germinada.
Toda semilla que desarroll6 una emergencia o crecimiento

radicular igual o superior a 0,5 cm de longitud se consideré como semilla
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germinada. La medicion de la longitud de la radicula de la semilla se realizo

con una regla milimetrada o sobre papel milimetrado.

2.25.3 Porcentaje de semillas germinadas.

El porcentaje de semillas germinadas se determiné a las 48
horas en las variedades Lluta y WLSL y a las 72 horas en la variedad
California 55, mediante la razon entre el nimero de semillas germinadas y el
nimero de semillas sembradas. El porcentaje de semillas germinadas se
obtuvo, para cada variedad de alfalfa, determinando la germinacion en al
menos 5 cajas compuestas por 50 semillas sembradas, para cada

tratamiento.

2254 Desarrollo y crecimiento de plantulas.

El desarrollo y crecimiento de las plantulas de alfalfa, de las
tres variedades se estudié a través de la medicion de la longitud de la
radicula y del hipocotilo de cada plantula tratada con arsenito, con arseniato

-0 no fratada -a los cinco 7y diez dias post-germinacion. Los resultados
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corresponden al promedio de tres cajas que contenian 50 semillas-sembradas

cada una.

Adicionalmente se midié la longitud de la radicula y del
‘hipocotilo, en forma separada, -usando una regla milimetrada y/o papel
milimetrado. Cuando el desarrollo no fue lineal, 1a medicion se realizé por
segmentos a lo fargo del tejido. Tos resultados corresponden-al promedio de

tres cajas que contenian 50 semillas sembradas cada una.

2.2:6 Indice de tolerancia media.

El valor de indice de ftolerancia media, medido como
porcentaje, se obtuvo de laTtazén entre el valor medio dela longitud de la
raiz o del hipocotilo de plantulas tratadas y el valor medio de la longitud de

laraiz o-del hipocotilo-depléntulas controles (Paliouris'y Hutchinson, 1991).

2.2.7 Determinacion de biomasa.

La determinacion de biomasa en plz’mtu'las de alfalfa de las

variedades Lluta, WLSL y California 55, se realizé6 a los 15 dias de

R
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tratamiento, extrayendo las plantulas de la arena donde se encontraban
sembradas evitando que sufrieran dafio mecénico. Las pléntulas fueron
lavadas exhaustivamente con agua destilada, para remover la arena adherida
al vegetal y se colocaron sobre papel filtro en una estufa con aireacion,
marca Memert, a 60° C hasta lograr peso constante. Este se determin6
pesando las plantulas en una balanza analitica marca Sartorius. Los
resultados se obtuvieron para cada tratamiento considerando 3 cajas de

siembra que contenian 50 semillas.

2.2.8 Preparacion de homogeneizados de plantulas de alfalfa.

Las plantulas de alfalfa de las tres variedades se exirajeron
cuidadosamente de la arena en la cual estaban sembradas, evitando el
rompimiento de sus raicillas. Se lavaron exhaustivamente con agua destilada
para remover la arena y los iones y compuestos de la solucidn de riego
adheridos a la superficie de las raices, tallos y ho_jas del vegetal. El material
vegetal se colocd sobre papel absorbente para remover el exceso de agua 'y
luego se pesaron en una balanza granataria Shimadzu. Las plantulas fueron

picadas finamente con una hoja de filo simple en una placa Petri, puesta
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sobre hielo. Por cada gramo de plantulas se adicion6 un ml de amortiguador.
El extracto obtenido se filtré a través de gasa y el filirado se centrifugé a
12.000 x g durante 20 minutos en un rotor SS- 34 en una centrifuga Sorvall.
En el sobrenadante obtenido se determing la concentracién de proteinas y las

actividades enzimaticas.

2.2.8.1 Amortiguador de extraccién de enzima fenilalanina
amonio-liasa (PAL).
La extraccion de la enzima fenilalanina amonio-liasa del tejido

vegetal se realiz con amortiguador borato de sodio 0,1 M pH 8,80, que

contenia B-mercaptoetanol 0,01 M recién preparado.

2.2.8.2 Amortiguador de extraccion de enzima Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (G3PDH).

La extraccion de la enzima G3PDH del tejido vegetal se realizé
con amortiguador Tris-HCI 0,1 M PH 8,50, que contenia B-mercaptoetanol

0,01 M recién preparado.
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2.2.8.3 Amorttiguador de extraccion de enzima Adenosin
trifosfatasa (ATPasa).
I.a extraccion de las enzimas adenosin trifosfatasas se realizé en

amortignador Tris-MES 10 mM pH 6,00.

2.2.84 Controles no enziméaticos.

Para la cuantificacion de las actividades de PAL, de G3PDH y
de ATPasa se realizaron controles no enzimaticos, reemplazando a la enzima
por una alicuota equivalente de amortiguador o de enzima hervida. Los

valores obtenidos se restaron de los correspondientes valores de actividad.

2.2.8.5 Determinacién de proteinas en homogeneizados de
plantulas de alfalfa.

La concentracion de proteinas de los homogeneizados de
plantulas de alfalfa de las variedades Lluta, WLSL y California 55 se
determind mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), haciendo
reaccionar una alicuota de muestra de 100 pl con 3 mL de solucion de

reactivo de Azul de Coomassie G-250, determinandose la absorbancia a 595
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nm en un espectrofotémetro Shimadzu de doble haz UV-150-02. Como

estandar se uso una solucién de BSA de concentracion 0,6 mg/ml.

229 Determinacion de actividades enzimaticas en plintulas de
alfalfa,
2.29.1 Fenilalanina amonio-liasa (PAL).

La actividad de la PAL se determind a 290 nm, en un
espectrofotometro Shimadzu UV-150-02, cuantificando la absorbancia del
acido trans-cinamico - que es el producto de la reaccion enzimatica y que
presenta un maximo de absorcion a dicha longitud de onda - formado a
partir de L-fenilalanina de acuerdo al método de Zucker (Zucker, 1965). El
medio de ensayo se compuso de 650 pl de amortiguador borato de sodio 0,1
M pH 8.8, B-mercaptoetanol 0,01 M, 750 pl de L-fenilalanina 20 mM y 100
pl de enzima. La actividad de la PAL se expreso en pkat / mg de proteinas,
utilizando el valor de 10,000 M™ ¢m™ para el coeficiente de extincion del
icido trans-cinamico a una longitud de onda de 290 nm. Los resultados son

el promedio de al menos S determinaciones realizadas para cada tratamiento
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y cada muestra se obtuvo de una caja de siembra que contenia 50 semillas

sembradas.

2.2.9.2 NAD'- Gliceraldehido -3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH).

La actividad de la G3PDH se de?termin() a través de la
cuantificacion del B-NADH - a 340 nm - formado a partir de B-NAD", de
acuerdo al método de Allison (Allison, 1966), usando un espectrofotometro
Shimadzu UV-150-02. El medio de ensayo se realizd en un volumen final de
2,5 ml y contenia amortiguador Tris-HC1 0,1 M pH 8,50, B-mercaptoetanol
3,5 mM, Fluoruro de sodio 20 mM, B-NAD" 5 mM, arseniato de sodio 17
mM pH 8,50, 0,3 umoles de gliceraldehido-3-fosfato y 0,1 mL de extracto
enzimatico. La actividad de la enzima se expreso en pkat/mg de proteinas
totales en el ensayo enzimatico. Los resultados son el promedio de al menos
5 determinaciones realizadas para cada trafamiento y cada muestra se obtuvo

de una caja de siembra que contenia S0 semillas sembradas.

2.2.9.3 Adenosin trifosfatasa (ATPasa).
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. Laactividad de 1a ATPasa se determiné cuantificando ¢l fosfato
inorgénico liberado a partir de ATP, por el método de Fiske-Subbarow
(1925), 2620 nm, en un espectrofotometro Shimadzu UV-150-02. El medio
de ensayo consisti6 700 pl de amortiguador Tris-MES 10 mM y MgCl, 5
-mM pH 6,00, 200 ul de ATP 10 mM y 100 pl de exiracto enzimatico. La
actividad de la enzima se expreso en pkat/miligramos de proteinas totales en
el ensayo enzimético. T.os rtesultados son el promedio de al menos 5

determinaciones realizadas para cada tratamiento y cada muestra se obtuvo

de una caja de siembra que contenia 50 semillas sembradas.

2.2.10 Determinacion de fluorescencia.

Los parametros de fluorescencia se determinaron en hojas de
plantulas de alfalfa de las variedades Lluta, WLSL y California 55, por
‘medio del instrumento Plant Efficiency Analyser (PEA), de Hansatech. Las
determinaciones se realizaron a 20° C, con un 75 % de intensidad de luz,
equivalente a 2250 pE/m’s y durante un tiempo de 40 segundos. Los
resultados corresponden al promedio de las determinaciones realizadas por

cada tratamiento en al menos 5 plantulas; y en cada plantulas realizando
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-mediciones en tres hojas. La emision de fluorescencia se analizada por PEA

y entregada en unidades relativas de fluorescencia.

2.2.11 Determinacion de asimilacion-de CO,.

Las plantulas de alfalfa de las variedades Lluta, WLSL y
-California 55 se colocaron en uma camara-herméticamente sellada, ala que
se¢ hizo pasar aire externo (atmosférico), cuya concentracion de CO, se
determind para cada experimento, usando un flujo de 3,33 cm’ s La
diferencia de-CO,producida entre las camaras analizadora y de referencia se
determind por medio de un Analizador de Gases Infrarrojo (Infra Red Gas
Amalyser, IRGA, serie 225; The Analytical Development -Co. Ltda:). Los
analisis se realizaron a 20° C, a un 76-80% de humedad y con una

intensidad de luz de 1500 pE/m?s.

El calculo de la asimilacién de CO, se determiné en base a los
siguientes parametros: & CO,, lectura diferencial proporcionada por el IRGA
en ppm; A, area foliar en dm®; Ja, flujo de aire que pasa por la camara

expresado en litros/hora; J CO,, volumen de CO; acumulado por la hoja en
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una hora (J CO, =1J, x 8 COy); I(dc), masa de CO, acumuladapor 1a hoja
en una hora, (I{dc) =J CO, x 1), siendo 1 equivalente a 2 g/l. El consumo
de CO, expresado en mg de CO, asimilado por dm? en hoja en una hora, es
ignal a [I(dc) x 1000] / A. Se realizaron determinaciones en al menos 3
cajas de siembra que contenian 50 semillas sembradas cada una de ellas, 3

veces para cada caja.

22,12 Microscopia Electrénica de Transmision.

Se obtuvieron cortes de hojas de plantulas de alfalfa de las
variedades Lluta, WLSL, California 55 usando hojas de filo simple y se
cortaron en trocitos de 0,2 x 0,2 mm,; se fijaron en glutaraldehido al 2 % v/v
preparado en amortiguador cacodilato 0,2 M pH 7,4 durante 48 horas; y se
postfijaron en OsO, al 1 % p/v durante 2 horas. Las muestras se incluyeron
en Epon 812 después de deshidratar en series de acetona de concentracion
creciente. Se obtuvieron cortes finos para observacién al Microscopio
Electrénico (Siemens, modelo 102). Los cortes finos se recogieron sobre
grillas de cobre de malla 200 y se tifieron directamente con acetarto de

uranilo al 4% en metanol y después con citrato de plomo al 2%.

A
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2.2.13 Determinacion de Arsénico por Espectroscopia de

Absorcién Atémica.
2.2.13.1  Preparacion de muestras vegetales.

Los tejidos y las plantulas de alfalfa cinco, diez y quince dias
post-germinacién, de las variedades en estudio, se secaron sobre papel filtro,
hasta peso constante en estufa Memert con aireacion a 60° C. Los tejidos y
las plantulas secas, de las diferentes variedades y tratamientos arsenicales,
fueron pesadas en balanza analitica Sartorius, vy luego se colocaron en tubos
de cuarzo donde fueron digeridas en 3 ml de HCI concentrado durante 30
minutos a temperatura ambiente. Luego se adicioné 3 ml de agua destilada,
dejandose reaccionar por 30 minutos y posteriormente se calentaron a 115°

C durante 14 minutos en un calefactor-digestor programable Biebisch.

2.2.13.2  Determinacién de arsénico.

La determinacion de arsénico se realizd a ftravés de
Espectroscopia de Absorcion Atdmica, mediante la técnica de generacion de
hidruros. La cuantificacién se realizé a 193.7 nm. en un Espectrofotémetro

de Absorcion Atémica marca Perkin Elmer, modelo 4000. Los resultados
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son el promedio de al menos 3 determinaciones realizadas para cada
tratamiento y cada muestra, obtenida de una caja de siembra que contenia 50

semillas sembradas. El anélisis para cada muesira se realizé en duplicado.

2.2.14 Tratamiento estadistico de los datos.

1Los datos que se muestran en los resultados son el promedio de
todas las determinaciones y/o ensayos realizadas para experimento. Las
barras de error de los graficos corresponden a los valores de desviacion
estandar. El estadistico /~Student se utilizé para determinar significancia de
las variaciones experimentales observadas en los diferentes tratamientos con

las especies arsenicales.



3 RESULTADOS

3.1 Germinacion y Desarrollo.

Se estudio el efecto de arsenito y de arseniato en la germinaciéon
de semillas y en el desarrolio del crecimiento de las plantulas de alfalfa
(Medicago sativa L.) de las variedades Lluta (cuitivada en suelos con alto
contenido de arsénico), WLSL (producida para ser cultivada en diferentes

condiciones de estrés) y California 55 (cultivada en la zona central de Chile).

3.1.1 Germinacion.

Se sembraron las semillas de alfalfa de las variedades Lluta,
WLSL y California 55 (seccion 2.2.3), que mostraban un 100% de
viabilidad aparente, previamente determinada mediante la prueba de
flotacion (seccion 2.2.2.1), por lo que todas las semillas sembradas tenian la

capacidad potencial de germinar y desarrollar una pléntula entera.

45



46

La germinacion de las semillas de alfalfa de las variedades Lluta
y WLSL se produjo entre las 36 y 48 horas posterior a la siembra, mientras
que las semillas de la variedad California 55 requirieron entre 60 y 72 horas
para que se produjera su germinacion, bajo las mismas condiciones de

temperatura, humedad e iluminacion (seccion 2.2.5.1).

El porcentaje de germinacién de las semillas controles (seccion
2.2.5.3) en las variedades Lluta y WLSL fue de un 100 % determinado a las
48 horas post-siembra, mieniras que en la variedad California 55, éste
alcanzd a un 58,7 % determinado a las 72 horas post-siembra, ain cuando la

viabilidad aparente de las semillas era de un 100% (Figura 1).

Los tiempos requeridos para que se produjera la germinacién de
las semillas de alfalfa de las variedades Lluta, WLSL y California 55, y los
porcentajes de germinacion en cada variedad tratada con diferentes
concentraciones de arsenito o de arseniato, no mostraron diferencias

significativas respecto a los valores obtenidos en las semillas controles

(Figura 1).
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Figura 1. Germinacion de semillas de alfalfa. El porcentaje
de semillas germinadas se determind a las 48 horas (var.
Lluta y WLSL) y a las 72 horas (var. California 55). Las
semillas tratadas se regaron con 2 ppm de arseniato o arsenito
en solucion Hoagland. Los porcentajes de germinacion
graficados son el promedio de las determinaciones realizadas
en 5 cajas de cultivo con 50 semillas sembradas cada una. La
barra de error (BE) es la desviacion estandar (SD) de los
porcentajes de germinacion determinados para cada variedad

47
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3.1.2 Desarrollo y erecimiento de plintulas de alfalfa.
3.1.2.1 Desarrollo y crecimiento radicular.
3.1.2.1.1 Efecto de arsenito.

La adiciébn de arsenito a las semillas germinadas de las
variedades Lluta y WLSL de alfalfa, en todo el rango de concentraciones
usado no afecté el crecimiento radicular en los primeros diez dias post-
germinacidn, en relacion a los controles respectivos (Figuras 2a, 2b). La
longitud de las radiculas fluctuaron entre 0,9 y 1,4 ¢cm al quinto dia y entre
1,2y 1,8 cm al décimo dia post-germinacion, en plantulas de la variedad
Lluta. En las plantulas de la variedad WLSL el desarrollo y crecimiento
radicular fue mayor, fluctuando la longitud de la radicula en plantulas
sometidas a los diferentes tratamientos, incluyendo al control, entre 1,4y 1,6
cm al quinto dia y entre 1,6 y2 cm al décimo dia post-germinacion. El
analisis de las variaciones observadas, en las medidas de longitud de las
radiculas de las variedades de alfalfa Lluta y WLSL, en los diferentes
tratamientos con arsenito, tanto a nivel infra como intervariedades no son

estadisticamente significativas (p< 0,05).
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Figura 2. Efecto de arsenito sobre el desarrollo radicular de plantulas
de alfalfa. Las longitudes de radicula de las plantulas controles y
tratadas, de las tres variedades de alfalfa, se midieron a los 5 y 10 dias
de tratamiento. Las BE son SD de las mediciones realizadas en 3 cajas
de cultivo con 50 plantulas cada una, para cada variedad y tratamiento.
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A diferencia del comportamiento de las variedades Lluta y
WLSL de alfalfa, se observd que el crecimiento radicular en las plantulas de
la variedad California 55, era menor para todas las concentraciones
crecientes de arsenito (Figura 2c). La disminucién del crecimiento radicular
fue observada a partir del quinto dia post-germinacion. Al realizar el analisis
estadistico de los datos, se pudo establecer que existian diferencias
significativas entre las pléntulas controles y los tratamientos; sin embargo,
entre los tratamientos con distintas concentraciones de esta especie arsenical,
las diferencias en longitud de radicula no fueron estadisticamente

significativas para los dos tiempos analizados (Figura 2c¢).

3.1.2.1.2 Efecto de arseniato.
La adicion de concentraciones crecientes de arseniato, en las
soluciones de riego de las pléntulas de alfalfa, produjo diferentes respuestas

en relacion al desarrollo y crecimiento radicular dependiendo de la variedad

de alfalfa en estudio.
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El crecimiento radicular en las plantulas de alfalfa de la
variedad Lluta, mostré que concentraciones menores de 1,2 ppm de
arseniato, no afectaron el desarrollo de las radiculas de las plantulas tratadas,
mientras que concentraciones iguales y superiores a 1,2 ppm de arseniato

inhibieron el desarrollo de las radiculas (Figura 3a).

En la variedad WLSL, se observd que la elongacion radicular, a
los tiempos de post-germinacién analizados, no presenté uma variacién
estadisticamente significativa (p<0,05), para concentraciones de arseniato
igual o menores a 0,04 ppm en las soluciones de riego. Al incrementar la
concentracién de arseniato sobre 0,4 ppm se observd una inhibicién del
desarrollo radicular, el que resultdé ser dependiente de la concentracién de
arseniato (Figura 3b). Al quinto dia de tratamiento, la inhibicion del
desarrollo radicular para conceniraciones de arseniato entre 0,4 y 2 ppm fue
directamente proporcional a la concentracién de esta especie arsenical (R2
=1,0000); al décimo dia también se observé el mismo comportamiento,
aunque la inhibicion resulté ser 2,5 veces mayor entre 1,2 y 2 ppm de

arseniato.
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Figura 3. Efecto de arseniato sobre el desarrollo radicular en
plantulas de alfalfa. Las longitudes de radicula de las plantulas de
alfalfa, controles y tratadas de las tres variedades, se midieron a
los 5 y 10 dias de tratamiento. Las BE son SD de las mediciones
realizadas en tres cajas que contenian 50 plantulas cada una.
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En las plantulas de alfalfa de Ia variedad California 55, se
observé una inhibicion gradual del crecimiento radicular con
concentraciones crecientes de arseniato. En plantulas tratadas con
concentraciones de 2 ppm, la inhibicién fue de un 50 % y de un 45 % al

quinto y décimo dia de tratamiento, respectivamente (Figura 3c).

3.1.2.2 Desarrollo y crecimiento de hipocotilo.
3.1.2.2.1 [Efecto de arsenito.

La adicién de concentraciones crecientes de arsenito desde
0,02 ppm a 2 ppm a las pléntulas de alfalfa no afectd el crecimiento y
desarrollo de los hipocotilos en ninguna de las tres variedades de alfalfa
estudiadas al comparar con sus respectivos controles en los primeros diez

dias post germinacion (Figuras 4a, 4b y 4c¢).

Ademas, se pudo determinar que las diferencias intervariedades
observadas para los valores de longitud de hipocotilo a los diferentes tiempos

y tratamientos con arsenito, resultaron no ser estadisticamente significativas

(p< 0,05).
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Figura 4. Efecto de arsenito sobre el desarrollo de hipocotilo de
plantulas de alfalfa. Las longitudes de hipocotilo de las plantulas
controles y tratadas, de las tres variedades de alfalfa, se midieron a
los 5 y 10 dias de tratamiento. Las BE son SD de las mediciones
realizadas en 3 cajas de cutivo con 50 plantulas cada una, para
cada variedad y tratamiento.
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3.1.2.2.2 Efecto de arseniato.

El desarrollo del hipocotilo en plantulas de la variedad Lluta de
alfalfa, no fue afectado por el tratamiento con arseniato, en todo el rango de
concentraciones estudiadas. El crecimiento de los hipocotilos de las plantulas
tratadas fue equivalente al crecimiento de los hipocotilos de las pléntulas
controles, determindndose que las variaciones observadas en sus

crecimientos no eran estadisticamente significativas (p< 0,05) (Figura 5a).

El arseniato produjo una disminucién del crecimiento del
hipocotilo en plantulas de alfalfa variedad WLSL cuando la concentracion de
arseniato fue igual o mayor que 0,4 ppm. La disminucién de longitud
observada al quinto dia post-germinacién resulté ser dependiente en forma
lineal de la concentracién de arseniato aplicada a las plantulas (R?= 0,9979).
Al décimo dia de tratamiento también se observé el mismo efecto inhibitorio.
Tratamientos con concentraciones menores a 0,4 ppm de arseniato no

mostraron diferencias significativas en el crecimiento de los hipocotilos en

plantulas de esta variedad (p< 0,05) (Figura 5b).
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Figura 5. Efecto de arseniato sobre el desarrollo de hipocotilo de
plantulas de alfalfa. Las longitudes de hipocotilo de las plantulas
controles y tratadas, de las tres variedades de alfalfa, se midieron a
los 5y 10 dias de tratamiento. Las BE son SD de las mediciones
realizadas en 3 cajas de cultivo con 50 plantulas cada una, para
cada variedad y tratamiento.
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El crecimiento del hipocotilo en plintulas de alfalfa de la
variedad California 55 (Figura 5¢) fue menor que el de los controles al quinto
dia de tratamiento con las diferentes concentraciones de arseniato. Al décimo
dia, el efecto inhibitorio se observo, principalmente, en el rango de
concentraciones entre 0,4 ppm y 2 ppm de arseniato (Figura 5¢), inhibicién
que result ser dependiente de la concentracién de la especie arsenical (R%=

0,9918).

3.2 Indice de Tolerancia Media.

El valor de indice de tolerancia media (ITM) se determiné al
realizar el cuociente entre el valor medio de la longitud de la radicula o
hipocotilo de plantulas tratadas y el valor encontrado para estos mismos
tejidos en plantulas controles. El ITM para los hipocotilos de las tres
variedades de alfalfa tratados con diferentes concentraciones de arsenito
fluctuaron entre 81% y 103,7%, indicando que todas ellas presentan una alta
tolerancia a arsenito en sus hipocotilos. Sin embargo, al analizar el ITM para

las radiculas en los mismos tratamiento se encontrd que el ITM para la

variedad California 55 estaba entre 45,4% y 56% en el rango de
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concentraciones de 0,04 - 2 ppm de arsenito. Las variedades de alfalfa Lluta
y WLSL mostraron valores de ITM de los tratamientos semejantes a los

controles (Figura 6).

Los valores de ITM obtenidos del analisis realizado con
respecto a los tratamientos con arseniato, mostraron valores que fluctuaban
entre 82,3% y 97% para hipocotilos de la variedad Lluta (Figura 7a y 7b).
Los valores de ITM para los hipocotilos de las variedades WLSL y
California 55, fluctuaron entre 45,1% y 97%, y entre 55,1% y 87,5%,
respectivamente (Figuras 7a y 7b), dependiendo de las concentraciones de

arseniato de los tratamientos.

Los valores de ITM obtenidos para las radiculas en funcién de
las diferentes concentraciones de arseniato fluctuaron entre 52,1% y 105,8%

para la variedad Lluta; entre 50% y 95% para la variedad California 55, y

entre 13,5% y 89,6% para la variedad WLSL. 55 (Figuras 7c y 7d).
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Figura 6. Indice de tolerancia media (ITM) de plantulas de alfalfa
tratadas con arsenito. Los ITM se calcularon para las tres
variedades de plantulas de alfalfa, respecto al desarrollo del
hipocotilo (Fig. 6a y 6b) y al desarrollo de la radicula (Fig. 6¢ y

6d) a los 5 y 10 dias.
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Figura 7. Indice de tolerancia media (ITM) de plantulas de alfalfa
tratadas con arseniato. Los ITM se calcularon para las tres
variedades de plantulas de alfalfa, respecto al desarrollo de
hipocotilo (Fig 7a y 7b) y al desarrollo de la radicula (Fig 7c y 7d)
a los 5 y 10 dias de tratamiento.
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33 Biomasa.

La biomasa determinada (secci6n 2.3.6) en pléntulas de alfalfa
controles fue diferente para cada variedad: la mayor se obtuvo para la
variedad WLSL, y la menor para la variedad Lluta (Tabla 1). El tratamiento
con 2 ppm de arsenito produjo una disminucion de la biomasa entre 27
vy 29% para las fres variedades de alfalfa. El tratamiento con 2 ppm de
arseniato produjo una disminucién de la biomasa de un 26% solo en la

variedad California 55.

34 Acumulacién de arsénico en plintulas de alfalfa y
distribucion en los tejidos.
La cuantificacién de arsénico en plintulas de alfalfa permitié
establecer la cantidad de arsénico acumulada en las tres variedades de
alfalfa, asi como también su distribucién en las raices, tallos y hojas de la

plantula posterior a los tratamientos con diferentes concentraciones, tanto de

arsenito como de arseniato.
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Tabla 1. Efecto de arsenito y arseniato en la biomasa de plantulas
de alfalfa de las variedades Liuta, WLSL y California 55",

Lluta WLSL California
55
Peso seco (mg) -+ SD

Control 36,98+ 195 4829+212 4195+2.14
Arsenito (2 ppm) 26,48+ 1,55 34,47+1,89 30.50+1,56

Arseniato 2 ppm) 3627205 4824+213 3123+1.28
1 Los anélisis se realizaron en plantulas tratadas durante de 15 dias, una vez

germinadas. Las determinaciones se realizaron en triplicado vy cada muestra
constaba de 50 plantulas.
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34.1 Acumulacion de arsénico en plintulas de alfalfa de las

variedades Lluta, WLSL y California 55.

En las muestras de plantulas controles de alfalfa de las
variedades Lluta, WLSL y California 55, no se detectdé arsénico al realizar
los analisis a través de Espectrofotometria de Absorcién Atémica, AAS
(seccion 2.2.13.2). Sin embargo, independientemente de Ia especie arsenical
usada en el tratamiento o de su concentracion, en todas las muestras de
plantulas de alfalfa tratadas se determiné presencia de arsénico en los tejidos

analizados.

Las cantidades de arsénico determinadas en las plantulas de la
variedad Lluta resultaron ser dependientes de la conceniracion de arsenito
aplicada a la solucién de riego. El arsénico determinado 10 dias post
tratamiento fluctud entre 0,25 y 0,5 pg de arsénico por gramo de peso seco
de tejido y alcanzé valores méximos de 0,65 pg de arsénico por gramo de
peso seco de tejido vegetal al dia 15 correspondiente a plintulas tratadas con

2 ppm de arsenito (Figura 8a).
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Figura 8. Acumulacion de arsénico en plantulas de alfalfa tratadas
con arsenito. El arsénico se determind por AAS, en muestras de
plantulas enteras controles y tratadas de las tres variedades de
alfalfa, a los 5, 10 y 15 dias de tratamiento. Las BE son las SD de
los analisis de tres muestras de 50 plantulas, para cada variedad y
tratamiento, determinadas en duplicado.
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A su vez, en las plantulas de alfalfa de las variedades WLSL y
California 55 tratadas con arsenito se determinaron cantidades de arsénico de
10 veces superior a la que se encontré en la variedad Liuta. En las
variedades WLSL y California 55 el contenido de arsénico detectado en el
material vegetal se increment6 en fimcién de la concentracién de la especie
arsenical y del tiempo de tratamiento. La cantidad de arsénico, en ambas
variedades, alcanzaron niveles equivalentes y no presentaron diferencias
significativas después de cinco dias de cada tratamiento (Figuras 8b y 8c).
Las cantidades de arsénico determinadas a los diez dias de tratamientos con
arsenito en estas mismas dos variedades alcanzaron valores de hasta 2,4 ug
de arsénico por gramo de peso seco de tejido, las que fueron hasta un 25%
superiores a las determinadas al quinto dia de tratamiento. Los valores
absolutos dependieron de la concentracion de arsenito aplicada. Al prolongar
el tratamiento arsenical durante otros cinco dias, se encontré que las
cantidades de arsénico determinadas en estas variedades de alfalfa eran al
menos un 50% superiores a las determinadas en el dia 10, y se alcanzaban
valores de hasta 5,6 ug de arsénico por gramo de peso seco de material

vegetal.
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El tratamiento con arseniato, a diferencia de lo observado con
arsenito, no modific el contenido total de arsénico en plantulas de alfalfa de
la variedad Lluta. Se alcanzé un valor constante de 0,5 pug de arsénico por
gramo de peso seco para las I;Iéntulas tratadas con diferentes oncentraciones
de arseniato, valor que es de aproximadamente un 10% del encontrado en las

variedades WLSL y California 55 (Figura 9a).

Las plantulas de las variedades WLSL y California 55
mostraron un comportamiento semejante entre ellas al ser tratadas con
arseniato (Figuras 9b y 9c), y también semejante al que se habia observado
en respuesta a arsenito (Figuras 8b y 8c). La cantidad de arsénico detectada
en las plantulas enteras dependia en forma lineal de la concentracién de
arseniato de los tratamientos para cada tiempo analizado. Los niveles
maximos de arsénico de 6,5 y 7,1 pg de arsénico por gramo de peso seco
observados para tratamientos con 2 ppm de arseniato en las variedades
WLSL y California 55, respectivamente, no muestran diferencias

significativamente entre si y difieren significativamente de las encontradas en

la variedad Lluta.
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Figura 9. Acumulacion de arsénico en plantulas de alfalfa tratadas
con arseniato. El arsénico se determiné por AAS, en muestras de
plantulas enteras controles y tratadas de las tres variedades de
alfalfa, a los 5, 10 y 15 dias de tratamiento. Las BE son las SD de
los analisis de tres muestras de 50 plantulas, para cada variedad y
tratamiento, determinadas en duplicado.
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34.2 Distribucion de arsénico en tejidos de plintulas de alfalfa

de las variedades Lluta, WLSL y California 55.

La distribucién de arsénico en los tejidos de las plantulas de
alfalfa tratadas con arsenito mosir6 un patrén semejante para las tres
variedades de alfalfa estudiadas. El 46% del arsenito se acumuld en los tailos
o pie de las plantulas, un 30% se acumulé en las raices y el 24% restante, en

las hojas (Tabla 2).

Las piantulas de alfalfa de las variedades estudiadas mostraron
una acumulacién de arsénico después del tratamiento con 2 ppm de arseniato
semejante entre ellas: el 65% se acumulé en la radiculas, el 20% en los tallos
y el 15% restante, se acumulé en las hojas (Tabla 3). Este patrén de
acumulacion fué diferente al observado después del tratamiento con arsenito

(Tabla 2).

3.5 Asimilacion de CO; en Plantulas de Alfalfa.

La asimilacién de CO, en plantulas de alfalfa, determinada por
medio del instrumento Infra Red Gas Analyser, IRGA (seccién 2.2.11),

mostré que las plantulas de alfalfa controles de las tres variedades estudiadas
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Tabla 2.  Distribucion de arsénico en plantulas de alfalfa tratadas con

arsenito’.
Lluta WLSL California 55
% + SD
Radicula 28+2 3243 3042
Tallo 45+2 462 4743
Hojas 27+1 22+1 23+1

' La determinacién de arsénico se realizd en duplicado, a los 15 dias de tratamiento con
2 ppm de arsenito en tres muestras de tejidos obtenidas de 50 plantulas cada una.

Tabla 3.  Distribucién de arsénico en pldntulas de alfalfa tratadas con

arseniato’.
Lluta WLSL California 55
% + SD
Raiz 65+3 65+2 64+3
Tallo 18+1 20+1 2612
Hojas 172 14£1 131

' La determinaci6n de arsénico se realizé en duplicado, a los 15 dias de tratamiento con
2 ppm de arseniato en tres muestras de tejidos obtenidas de 50 plantulas cada una.
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fijaban entre 17,75 y 18,68 mg de CO, /dm%hora, sin que existieran

diferencias significativas entre ellas (Tabla 4).

La asimilacién de dioxido de carbono, en plantulas crecidas en
presencia de 2 ppm de arsenito fueron un 38%, un 43% y un 46% inferiores
en las variedades Lluta, California 55 y WLSL, respectivamente, con

respecto a los valores determinados en plantulas controles (Tabla 4).

El arseniato disminuyé la asimilacién de CO, en un 18% en las
plantulas de las variedades Lluta y California 55, respecto a los valores de
fijaciéon de CO, detectados en plantulas controles de las mismas variedades
(Tabla 4) y la variedad WLSL, no modificé su fijacién de CO, después del

tratamiento con 2 ppm de arseniato.

3.6 Anailisis de Fluorescencia en Pliantulas de Alfalfa de las
variedades Lluta, WLSL y California 55.

La cuantificacién de la fluorescencia de la clorofila en tejidos

vegetales puede servir como un marcador de su funcionamiento
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Tablad4.  Asimilacion de CO, en plantulas de alfalfa’.

Lluta WLSL _ California 55
| mg/dm?/ hr + SD
Control 18.63 + 0.20 18,68 + 0,15 1775  0.22

Arsenito (2 ppm) 11,60 £ 0,22 10,25 £ 0,27 10,25 £ 0,25
Arseniato (2 ppm) 15,45+ 0,45 18,70+ 0,27 14,46 + 0,23

' Las determinaciones se realizaron en tripticado de tres cajas de cultivo de 50 plantulas
cada una.
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fotosintético. Los pardmetros medidos correspondieron a F, (fluorescencia
basal), F, (fluorescencia variable), F, (fluorescencia méxima).
Adicionalmente se analiz6 el cuociente F,/F,, que representa la eficiencia

del fotosistema II.

3.6.1 Determinacion del parametro Fo.

Los niveles basales de fluorescencia en las plantulas controles
de alfalfa de la variedad WLSL fueron mayores que los detectados en las
variedades Lluta y California 55 (Figura 10). El efecto de arseniato y de
arsenito en una concentracion de 2 ppm, sobre los niveles de fluorescencia
basal en las plantulas de las variedades Lluta, WLSL y California 55 de
alfalfa fue diferente para cada variedad y dependi6 de la especie arsenical. El
arseniato indujo un aumento de los niveles basales de fluorescencia de un
47 %, de un 35 % y de un 31 % en las variedades Lluta, California 55 y
WLSL, respectivamente. El arsenito indujo la fluorescencia basal en un 24%,
en un 98 % y de un 190% en las variedades Liuta, WLSL y California 55

respectivamente, con respecto al control (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de arsénico sobre los niveles de fluorescencia
basal en plantulas de alfalfa. La fluorescencia basal fue determinada
por medio de PEA. Las BE son las SD de las determinaciones
realizadas en la primera y segunda hoja de 5 plantulas controles y
tratadas con 2 ppm de arsenito o arseniato durante 15 dias.
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3.6.2 Determinacion de la eficiencia del fotosistema H: Fv/Fm.
Los valores de la eficiencia del fotosistema Il determinada en
las plantulas controles de las tres variedades de alfaifa en estudio, fueron
muy similares entre ellas. Los valores de eficiencia del fotosistema II
determinadas en plantulas tratadas con arsenito y arseniato, resultaron ser
diferentes entre las variedad de alfalfa y dependieron de la especie arsenical

suministrada en el tratamiento.

El arseniato, usado en concentraciones de 2 ppm, no modificé la
eficiencia del fotosistema II en ninguna de la variedades de alfalfa. A su vez,
el arsenito tampoco afectd esta eficiencia en la variedad Lluta; sin embargo,
disminuy6 en un 38 % y en un 42% la eficiencia del fotosistema II en la

variedades California 55 y WLSL, respectivamente (Figura 11).

3.6.3 Determinacion del parametro Fv.
El tratamiento con 2 ppm de arseniato aument6 el valor de
fluorescencia variable en las variedades de alfalfa estudiadas(Figura 12). El

efecto del tratamiento con 2 ppm de arsenito disminuyé el valor de F,, en un
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Figura 11. Efecto de arsénico sobre la eficiencia fotosintética en
plantulas de alfalfa. La eficiencia fotosintética se calculo en base a
los parametros de fluorescencia variable y fluorescencia maxima
determinados por PEA. Las BE son las SD de los parametros de
fluorescencia determinados en la primera y segunda hoja de 5
plantulas controles y tratadas con 2 ppm de arsenito o arseniato
durante 15 dias.
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Figura 12. Efecto de arsénico sobre los niveles de fluorescencia
variable en plantulas de alfalfa. La fluorescencia variable se
determiné por PEA. Las BE son las SD de la fluorescencia variable
determinada en la primera y segunda hojas en 5 plantulas controles
y tratadas con 2 ppm de arsenito o arseniato durante 15 dias.
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50% y en un 60% en las variedades California 55 y WLSL, respectivamente;

y no modificé esta fluorescencia en la variedad Lluta (Figura 12).

3.7 Morfologia de cloroplastos en hojas de plantulas de Alfalfa.
Dado que bajos valores de fluorescencia variable se han
relacionado con estrés ambiental que causan dafio a nivel de la estructura de
tilacoides, los cambios observados en la fluorescencia variable de las
plantulas de alfalfa de las variedades California 55 y WLSL sugerian que
arsenito podria estar alterando la estructura de las membranas tilacoides. Se
decidi6 entonces, realizar estudios de microscopia elecirénica en muestras de
hojas de plantulas de las tres variedades de alfalfa en estudio, tratadas tanto
con 2 ppm de arseniato como con 2 ppm de arsenito y compararlas con hojas

de plantas control.

3.7.1 Morifologia de organelos en hojas de plantulas controles.
La morfologia de diversos organelos presentes en hojas de
plantulas controles de alfalfa, equivalente para las tres variedades estudiadas,

se muestra en la Figura 13. Se pudo observar que mitocondrias, niicleos,

O
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Figura 13. Morfologia de organelos en células de hojas de plantulas de
alfalfa. Aumentos de 20K (a, b y ¢) y 60K (d). Nucleo (Nu), Mitocondria
(Mit), Pared Celular (PC), Cloroplasto (Cl), Grana (G), Tilacoides (Til)
Dictiosomas (Dic), Reticulo endoplasmico rugoso (RER).
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dictiosonas, reticulo endopldsmico rugoso y cloroplastos muestran una
morfologia normal. En particular, los cloroplastos se visualizan con

abundantes tilacoides y grana (Tabla 5)

3.7.2 Efecto de arsenito y arseniato sobre la variedad de alfalfa

Lluta.

El tratamiento de plantulas de la variedad Lluta con 2 ppm de
arseniato, no modifico la integridad y forma de los cloroplastos, pero alter¢ a
las granas (Figura 14). El tratamiento con 2 ppm de arsenito alterd la
morfologia interna de los cloroplastos. Se observaron: formacién de
vesiculas, distanciamiento enire las granas y menor niimero de tilacoides por
grana (Tabla 5). Las vesiculas se encontraban cercanas a los tilacoides, y

aparecen como membranas tilacoides distancidndose y dejando un lumen

entre ellas (Figura 14).
3.7.3 Efecto de arseniato y arsenito sobre la variedad de alfalfa
WLSL.

Los cloroplastos de hojas de plantulas de la variedad WLSL

tratadas con 2 ppm de arseniato mostraron granas con escasos tilacoides
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Tabla 5. Recuento de grana y de tilacoides en cloroplastos de plantulas de

alfalfa'. _
Lluta WLSL California 55
N granas Tilacoides/ N° granas Tilacoides/ N°granas Tilacoides/
| granas granas granas
Control 163 9+1 191 32 232 62
Arsenito 25%+3 5£2 28%+3 41 34+£2 5&2
Arseniato *K *¥ 18+2 45+ 2 26 +3 5+3

' Los valores son el promedio de determinaciones realizadas en al menos 10 cloroplastos
para cada tratamiento y variedad de plantulas de alfalfa, tratadas con 2 ppm de arsenito
o arseniato durante 15 dias; * presencia de vesiculas; ** no se observan granas.
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Figura 14. Morfologia de cloroplastos de hojas de alfalfa, variedad Lluta.
Control (a), tratadas con 2 ppm de arsenito (b y ¢) o con 2 ppm de arseniato
(d). Aumento de a, b,c y d, 10 K. Abreviaturas igual que en la figura 13.
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(Tabla 5), los que se visualizaban anormalmente delgados y con una gran
cantidad de granulos adyacentes (Figura 15). El tratamiento con 2 ppm de
arsenito produjo un cambio diferente al de la variedad Lluta. Los
cloroplastos, los que aparecian con granas mas separadas y con zonas menos

densas a los electrones en comparacion con los cloroplastos de plantas

controles (Figura 15).
3.74 Efecto de arseniato y arsenite sobre la variedad de alfalfa
California 55.

El tratamiento con 2 ppm de arseniato de plantulas de alfalfa de
ia variedad California 55, disminuyo el ntimero de tilacoides por grana
(Tabla 5)(Figura 16). El tratamiento con 2 ppm de arsenito producia un
efecto semejante al de arseniato, ya que se observo también una disminucion

en la cantidad de tilacoides por granas (Figura 16).

338 Determinacion de Actividades Enzimaticas en Plantulas de
Alfalfa
Se decidid estudiar el efecto de arsenito y de arseniato sobre la

actividad de las enzimas: a)Fenilalanina amonio liasa (PAL), enzima




;_. e &

Figura 15. Morfologia de cloroplastos de hojas de alfalfa, variedad WLSL.
Control (a), tratadas con 2 ppm de arsenito (b y ¢) o con 2 ppm de arseniato
(d). Aumento de a,b,c y d, 10K. Abreviaturas igual que en la figura 13.




Figura 16. Morfologia de cloroplastos de hojas de alfalfa, variedad
California 55. Control (a), tratadas con 2 ppm de arsenito (b y ¢) o con 2
ppm de arseniato (d). Aumento de a, b, ¢ y d, 10K. Abreviaturas igual que
en la figura 13.
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marcadora de la via fenilpropanoide y descrita como inducible por diferentes
tipos de estrés; b) NAD*-Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH),
enzima de la via glicolitica que usa ortofosfato como sustrato y que tiene
grupos -SH en su sitio activo; y ¢) ATPasa, enzima ampliamente distribuida
en la célula vegetal y que cataliza la reaccion inversa de la sintesis de ATP;
como una forma de estimar cambios bioquimicos en las plantulas de alfalfa,

variedades Liuta, WLSL y California 55 sometidas a estrés arsenical.

38.1 Fenilalanina amonio liasa (PAL).

La enzima Fenilalanina amonio liasa (E.C. 4.3.1.5), PAL, es una
enzima marcadora de la via fenilpropanoide, ruta metabélica que participa en
la biosintesis de compuestos que comparten un esqueleto fenilpropano. La
induccion de esta via metabdlica tiene activa participacion en mecanismos de
respuesta que desarrollan los vegetales frente a diversos tipos de estrés
ambiental, entre los que se encuentra el estrés arsenical (Gowri y col.,1991).

Por lo tanto, la cuantificacion de la PAL en plintulas de las diferentes

variedades de alfalfa puede contribuir a explicar, desde el punto de visto
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bioquimico, su capacidad o incapacidad para adaptarse a condiciones de

estrés arsenical.

La actividad de la PAL, en las plantulas controles de la variedad
Lluta, fue de 11 pkat/mg, y en las variedades WLSL y California 55, de 10
pkat/mg. Actividades que se mantuvieron durante el transcurso de los

experimentos (Figura 17).

El tratamiento con diferentes concentraciones de arseniato no
modificd la actividad de la PAL en las plantulas de la variedad Lluta (Figura
17a). La variedad WLSL increment6 en 2,5 veces la actividad de la PAL al
quinto dia de tratamiento con respecto al control al usar una concentracion
de arseniato de 0,4 ppm. La variedad California 55 no modificé la actividad
de la PAL después del tratamiento con hasta 0,4 ppm de arseniato. Sin
embargo, concentraciones superiores de esta especie arsenical eliminaron

completamente su actividad.
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Figura 17. Efecto de arseniato sobre la actividad de la enzima
Fenilalanina amonio liasa (PAL) en plantulas de alfalfa. La
actividad de la enzima, para cada variedad y tratamiento, se
determin6 en 5 homogeneizados, obtenido de 50 plantulas cada
uno, a los 5 y 10 dias de tratamiento arsenical. Las BE son la SD
de los valores de actividad obtenidos.
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El tratamiento con diferentes concentraciones de arsenito
inhibié la actividad de la PAL, en las plantulas de las tres variedades de

alfalfa estudiadas (Figura 18).

La variedad Lluta mostré actividad de PAL en los primeros
cinco dias de tratamiento, hasta concentraciones de arsenito de 0,4 ppm. Sin
embargo, esta actividad enzimética pudo ser detectada solo hasta
concentraciones de 0,02 ppm al décimo dia. En estas condiciones se puede
estimar una ICsy de 0,21 ppm de arsenito para los cinco dias de tratamiento,

y una ICsyde 0,0275 ppm para los diez dias de tratamiento (Figura 18a).

La actividad de PAL también fue inhibida en plantulas de alfalfa
de la variedad WLSL, en todo el rango de concentracion aplicado, en la
misma magnitud, con excepcion de la mayor concentracién de arsenito.
Concentraciones entre 0,02 y 1,2 ppm de la especie arsenical redujeron en
un 50% la actividad de PAL en los primeros cinco dias y en un 60% al

décimo dia. El arsenito usado en concentraciones de 2 ppm elimind
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Figura 18. Efecto de arsenito sobre la actividad de la enzima
Fenilalanina amonio liasa (PAL) en plantulas de alfalfa. La
actividad de la enzima, para cada variedad y tratamiento, se
determiné en 5 homogeneizados, obtenido de 50 plantulas cada

uno, a los 5 y 10 dias de tratamiento arsenical. Las BE son la SD
de los valores de actividad obtenidos.
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completamente la actividad enzimética a los tiempos analizados (Figura

18b).

El efecto de arsenito en la actividad de PAL en plantulas de
alfalfa de la variedad California 55, fue muy similar al observado en
plantulas de la variedad Liuta, aunque las ICs, fueron de 0,033 ppm para los

cinco dias y menor que 0,02 ppm para el décimo dia (Figura 18c¢).

3.8.2 NAD" - Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH).
Se ha determinado que existen tres formas de la Gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa en tejidos vegetales (Axelrod y Beevers, 1956).
Esta enzima cataliza la reaccién de fosforilacion y oxidacion reversible del
gliceraldehido-3-fosfato a 4cido 1,3-bisfosfoglicérico usando para ello
ortofosfato y NAD", Particpa en la via glicolitica y se sabe que tiene grupos
tioles en su sitio catalitico. Por lo tanto, al cuantificar su actividad se podria
estimar Ia competencia entre arseniato y fosfato y el efecto de arsenito sobre

grupos tioles de la enzima, en las tres variedades de alfalfa.
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La actividad basal determinada para la G3PDH fue de 140
pkat/mg en la variedad Lluta, de 25 pkat/mg en la WLSL y de 35 en la

variedad California 55 (Figura 19).

El arseniato no modificé la actividad de G3PDH a ninguna de
las concentraciones utilizadas durante los tres primeros dias de tratamiento
de las plantulas de la variedad Lluta. A los cinco dias de tratamiento en la
variedad Lluta se pudo estimar una ICsy de 1,8 ppm, y a los diez dias de

0,04 ppm (Figura 19a).

Durante los primeros cinco dias de tratamiento en la variedad
WLSL se pudo estimar una ICsy de 1,75 ppm. Sin embargo, el tratamiento
por diez dias con diferentes concentraciones de arseniato elimind

completamente la actividad de la G3PDH (Figura 19b).

La actividad de la G3PDH en la variedad California 55 se
mantuvo también a los niveles del control a los cinco dias pero solo hasta

concentraciones de 0,4 ppm de arseniato. Concentraciones superiores de Ia
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Figura 19. Efecto de arseniato sobre la actividad de NAD"
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) en plantulas de
alfalfa. La actividlad de la enzima se determin6 en 5
homogeneizados, cada uno obtenido de 50 plantulas, de las tres
variedades para cada tratamiento arsenical a los 5 y 10 dias. Las
BE son las SD de los valores de actividad determinados.
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especie arsenical eliminaron completamente su actividad a esta temporalidad.

Finalmente, para los diez dias de tratamiento se pudo establecer una ICs, de

0,005 ppm (Figura 19c).

La actividad de la G3PDH en plantulas de alfalfa de la variedad
Lluta tratadas con diferentes concentraciones de arsenito fue inhibida por
esta especie arsenical. El grado de inhibicion fue directamente proporcional a
la concentracidn de arsenito aplicado a las pléntulas, cuando se analizaron a
los tres dias de tratamiento. Para esta temporalidad el ICsy resultd ser de
1,2 ppm. Después de cinco dias de tratamiento, se observé una inhibicion de
un 79 % en tratamientos con 0,4 ppm de arsenito, y se determiné un ICs, de
0,03 ppm. Las plantulas tratadas durante diez dias con esta especie arsenical,

no mostraron actividad de G3PDH (Figura 20a).

Las plantulas de la variedad WLSL, mostraron una inhibicién de
la G3PDH semejante a la variedad Lluta. Los valores de ICsq calculados para
los tres y cinco dias de tratamiento, resultaron ser de 2 y 0,02 ppm,

respectivamente, y al igual que la variedad Lluta, los anilisis efectuados al
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Figura 20. Efecto de arsenito sobre la actividad de NAD*
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) en plantulas de
alfalfa. La actividad de la enzima se determindé en 5
homogeneizados, cada uno obtenido de 50 plantulas, de las tres
variedades para cada tratamiento arsenical a los 5 y 10 dias. Las
BE son las SD de los valores de actividad determinados.
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décimo dia mostraron que la actividad de esta enzima habia sido eliminada

por completo (Figura 20b).

Las plantulas de la variedad California 55, mostraron una mayor
inhibicion de la G3PDH que las plantulas de las otras dos variedades, lo que
se reflejé en lo valores de ICs, para los tres y cinco dias de tratamiento: 1,2 y
0,03 ppm, respectivamente. El tratamiento durante diez dias con las
diferentes concentraciones de arsenito, eliminé totalmente la actividad de Ia

enzima (Figura 20c).

3.8.3 Adenosin trifosfatasa (ATPasa).

La ATPasa (EC 3.6.1.3) cataliza la hidr6lisis de ATP generando
como productos ADP y fosforo inorganico, Pi. Esta actividad enzimética se
encuenira generalmente acoplada a otros procesos celulares y estd
representada por numerosas moléculas, cada una de ellas asociada a una
funcion celular diferente. Por lo tanto, la cuantificacién de la actividad de
ATPasa puede proporcionar una idea sobre si el arsénico estd afectando o no

en forma general el metabolismo celular.
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Los valores de actividad basal total de ATPasa, en las tres
variedades de alfalfa fueron de 0,9 kat/mg para las variedades Lluta y

WLSL, y de 0,68 kat/mg para la variedad California 55 (Figura 21).

El arseniato, a concentraciones superiores a 0,4 ppm,
increment6 la actividad ATP4sica total en plantulas de alfalfa de la variedad
Lluta. Este aumento fue de un 38 % a los cinco dias de tratamiento y de un
44 %, en el décimo dia para una concentraciones de 2 ppm de arseniato
(Figura 21). La variedad WLSL se comporté de igual forma dentro del
mismo rango de concentraciones de arseniato, con aumentos de actividad
ATPasa total de 27% y 33%, a los cinco y diez dias, respectivamente. Las
plantulas de alfalfa de la variedad California 55, aumentaron su actividad de
ATPasa total, en un 10 % y en un 14 % al quinto y décimo dia de

tratamiento arsenical a una concentraciones de 2 ppm (Figura 21).

El arsenito también increment6 la actividad de ATPasa total en
las plantulas de alfalfa de la variedad Lluta, cuando los tratamientos se
realizaron con concentraciones superiores a 0,4 ppm, aunque los porcentajes

de incremento de la actividad son levemente menores a los observados en
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Figura 21. Efecto de arseniato sobre la actividad de ATPasa total
en plantulas de alfalfa. La actividad de la enzima, para cada
variedad y tratamiento, se determindé en 5 homogeneizados,
obtenido de 50 plantulas cada uno, a los 5 y 10 dias. Las BE son la
SD de los valores de actividad obtenidos.
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presencia de arseniato (Figura 22). Las plantulas de alfalfa de la variedad
WLSL no mostraron diferencias significativas en su actividad de ATPasa al

igual que lo que ocurri6 con la variedad California 55 (Figura 22).
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Figura 22. Efecto de arsenito sobre la actividad de ATPasa total
en plantulas de alfalfa. La actividad de la enzima, para cada
variedad y tratamiento, se determin6 en 5 homogeneizados,
obtenido de 50 plantulas cada uno, a los 5 y 10 dias de tratamiento
arsenical. Las BE son la SD de los valores de actividad obtenidos.




4  DISCUSION

4.1 Germinacion y Desarrollo.

Los suelos contaminados por metales pesados se caracterizan
por tener escasa vegetacion y las plantas que crecen en estos suelos poseen
mecanismos de tolerancia y/o resistencia que les permiten adaptarse y

desarrollarse en presencia de estos contaminantes (Baker, 1987).

Las regiones I y I de Chile, se caracterizan por tener suelos y
aguas con altos niveles de arsénico, los que pueden afectar tanto la
germinacién como el desarrollo y rendimiento de diferentes cultivos
vegetales (Escobar, 1984). La existencia de cultivos de alfalfa en estas
regiones (Figueroa y col, 1988), aim cuando muestran rendimientos
menores a los obtenidos en 1a zona central del pais, sugieren que la alfalfa

tiene la capacidad de adaptarse a dicha condicién ambiental.

La germinacion de semillas requiere de determinadas

condiciones de temperatura, porcentaje de humedad y cantidad de oxigeno
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presente. La humedad y el oxigeno que se aporta al embrién activan el
proceso de germinacién, el que se caracteriza por un activo metabolismo a
nivel del embrién y de las células del endosperma. El agua es absorbida en
grandes cantidades, por lo que al dilatarse los embriones, se produce el
rompimiento de la cubierta de la semilla con la consiguiente emergencia de
sus raices y tallos al aire. El material de reserva que contiene la semilla,
almacenado en el endosperma o cotiledones, es digerido y transferido a sitios
en los cuales se utilizara para la respiracion celular y el desarrollo de nuevos
6rganos. La cantidad del material de reserva que contienen las semillas
(proteinas, carbohidratos y lipidos), es suficiente para que se desarrollen los
eventos metabolicos y energéticos involucrados en la germinaciéon y en las
primeras etapas del desarrollo de una plantula entera, hasta que ésta por si
sola obtenga los nutrientes necesarios para crecer y desarrollarse (Sinnott y

Wilson, 1955).

En las tres variedades de alfalfa estudiadas, el porcentaje de
semillas germinadas y los tiempos que requirieron para su germinacion, no

experimentaron variaciones en presencia de arsenito y arsemato (Figura 1),
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en comparacion con las semillas controles germinadas en ausencia de estos
compuestos (seccion 3.1.1). Esto indica que ambas especies arsenicales no
estarian interfiriendo en los procesos metabolicos involucrados en el proceso

de germinacion de semillas.

Los efectos descritos a nivel bioquimico que producen arsenito
y arseniato (Knowles y Benson, 1983), debieran haber afectado la
germinacion de semillas de alfalfa, dada la alta actividad metabdlica que se
produce en el proceso germinativo. Los resultados obtenidos (Figura 1)
sugieren que los compuestos arsenicales no son absorbidos a través de la
cubierta de la semilla. Por otra parte, su eventual deposito sobre la cubierta
de las mismas tampoco afectaria la germinacion de las semillas en las tres

variedades estudiadas.

Las diferencias observadas en las semillas de la variedad
California 55 con respecto a las variedades Lluta y WLSL, en cuanto al bajo
porcentaje de semillas aparentemente viables y el mayor tiempo requerido

para su germinacién, puede deberse a una condicién de tipo genético de la

{
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variedad como también a condiciones de almacenamiento, fecha de cosecha

y/o estado sanitario de las semillas (seccion 3.1.1).

Los resultados de germinacion obtenidos en presencia de
arsenito y arseniato para las tres variedades de alfalfa, son comparables con
aquellos publicados para la especie Silene vulgaris, (Paliouris and
Hutchinson, 1991). En esta Gltima se realizaron estudios sobre germinacion,
analizando los efectos de arseniato y de metales pesados como cobalto y
niquel, demostrandose que ésta no fue afectada por el tratamiento con las
diferentes especies quimicas, al menos en un rango de concentracion entre 0
y 20 ppm, coincidiendo con lo observado para la germinacion de las

variedades de alfalfa Lluta, WLSL y California 55.

Una situacion diferente se observé al analizar el efecto de
arsenito y arseniato sobre el desarrollo de las plantulas de alfalfa. Fl
desarrollo de ambos tejidos, en las plantulas de las tres variedades de lafalda
en estudio, no experimento alteraciones respecto al control al ser tratadas con

arsenito (Figura 2 y Figura 4); mientras que los tratamientos con arseniato si
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produjeron uma inhibicion del desarrollo de radiculas e hipocotilos en las tres
variedades de alfalfa estudiadas, cuya magnitud fue diferente para cada
variedad (Figura 3 y Figura 5), lo que sugiere que arsenito no estaria
afectando los procesos metabolicos involucrados en la proliferacion celular,

como se ha descrito para el arseniato (Pepper y col., 1988).

Entre los efectos que produce arseniato a mnivel metabolico
relacionado con la proliferacion celular, se ha establecido su participacion en
los procesos de fosforilacion que ocurren al interior de la célula por
competencia con el ortofosfato (Kaur y Rosen, 1992), disminuyendo de esta
forma el aporte de ATP requerido en los procesos de proliferacion, de
elongacion o de ambos, lo que se traduce en una disminucion de la
frecuencia de células en mitosis (Pepper y col., 1988), y por consiguiente, un

menor desarrollo en la elongacion de radiculas e hipocotilos.

Al comparar el efecto de arseniato sobre las tres variedades de
alfalfa, se observo que la variedad Lluta experiment6 una menor inhibicion

que las otras variedades en el desarrollo de sus radiculas ¢ hipocotilos. Este
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menor efecto inhibitorio correlaciona con cantidades de arsénico acumuladas
en plantula entera, radicula e hipocotilo, las que son de 10, 12 y 13 veces
menores con respecto a las determinadas en las variedades WLSL y
California 55 (Figura 9 y Tablas 2 y 3). En plantulas de la variedad Lluta, el
desarrollo de radicula e hipocotilo fue inhibido en un 42 % y en un 14 %,
respectivamente, a la mixima concenfracidn de arseniato utilizada (Figura
3a y Figura 5a), mientras que los porcentajes. de inhibicion determinados en
la variedad WLSL fueron de un 92 % y de 60 % (Figura 3b y ¥igura 5b), y
en la variedad California 55 de 46 % y de 54 % (Figura 3¢ y Figura 5c), para
radiculas e hipocotilos, respectivamente. Ademas, estas diferencias podrian
estar relacionadas con los posibles mecanismos de tolerancia que dispusieran
las variedades de alfalfa en estudio a arseniato, como Ia actividad del
transportador de ortofosfato a nivel de las raices (Meharg y Macnair, 1990),
la acumulacion de arsénico en cada variedad de alfalfa (Figura 9) y la
distribucion en sus diferentes tejidos (Tabla 3), junto al efecto del mismo
sobre los procesos de proliferacion celular. La distribucion de arsénico en los
diferentes tejidos de pléntulas tratadas con arseniato (Tabla 3), coincide con

el mayor efecto inhibitorio observado a nivel de radiculas. Los efectos




106

inhibitorios especificos dependerian de las caracteristicas genéticas de cada

variedad.

La absorcién de arsendato a través de las raices de las plantulas
de alfalfa, y su posterior efecto sobre el desarrollo de radiculas e hipocotilos
se puede correlacionar con el contenido de arsénico en plantas enteras y con
su distribucién en los diferentes 6rganos (Figura 23). Los contenidos de
arsénico en radicula e hipocotilo (Figuras 23), muestran que arseniato es
absorbido en mayor cantidad que arsenito en ambos tejidos de las ires
variedades de alfalfa. Estas diferencias en las cantidades de arsénico
acumuladas en los tejidos de las plantulas de alfalfa, se explican en funcion
de que arseniato puede ser absorbido por la planta a través del sistema
transportador de ortofosfato que poseen las raices (Ullrich-Eberius y col,,

1989) y la mayor solubilidad de este compuesto con respecto a arsenito.

Mientras las cantidades de arsénico acumuladas en radicula e
hipocotilo de las plantulas tratadas con arsenito no alteraron ¢l desarrollo de

estos tejidos, las longitudes de las radiculas e hipocotilos de las plantulas
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Figura 23. Longitudes de radicula e hipocotilo de plantulas de
alfalfa y acumulacion de arsénico en el tejido vegetal. Las
determinaciones en ambos tejidos de las tres variedades de
plantulas de alfalfa se realizaron a los 10 dias de tratamiento con
arsenito (a, b y ¢) o arseniato (d, e y f). La determinaciéon de
arsénico para cada tratamiento se realizd6 en duplicado,

analizandose tres muestras provenientes de 50 plantulas cada una.
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tratadas con arseniato disminuyeron en proporcién inversa a las cantidades
de arsénico detectadas en dichos tejidos de las variedades WLSL vy

California 55 (Figura 23).

Los estudios publicados respecto a la acumulacion de arsénico
en tejidos no muestran un patrén determinado. Asi, se ha determinado que el
arsénico se acumula casi completamente en las raices de las plantas de
algodon tratadas con arsenito; mientras que el arsénico detectado en las
mismas plantas de algodén tratadas con 4cido cacodilico no sélo se acumula
a nivel de las raices si no que también en los tallos (Marcus y Rains, 1982);
en tomate, arsenito se acumula en las raices; mieniras que en poroto, se
acumula en las hojas (Carbonell-Barrachina y col., 1997); en Spartina
patens y Spartina alterniflora, ambos tipos de compuestos arsenicales se
acumulan en las raices (Carbonell-Barrachina y col, 1998). Estos
antecedentes y el aportado en esta tesis (Tabla 3) sugieren que la
acumulacion de arsénico en los diferentes tejidos de la planta depende de la

especie o compuesto arsenical con que es tratada o al cual es expuesta.
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Si bien se ha establecido el efecto inhibitorio de arseniato en el
desarrollo de tejidos de ofras especies vegetales como la cebolla (Pepper y
col., 1988), que coincide con los resultados obtenidos en alfalfa, no se tienen
antecedentes tan claros en relacion al efecto de arsenito. Se ha descrifo que
éste produce una disminucion de biomasa, achaparramiento, descolorizacion
de raices y disminucién del desarrollo de hojas con cambios en su
orientacién (mds verticalmente que las hojas de plantas controles) en cultivos
de arroz tratados con concentraciones de 0,8 ppm de arsenito (Marin y col,
1992), y de poroto de soya tratados con concentraciones de 1 ppm de esta sal
arsenical (Milton y col, 1989). En términos generales, lo efectos inhibitorios
observados en plantulas de alfalfa tratadas con arsenito son semejantes a los
descritos en estas especies vegetales, y sugieren nuevamente que la variedad

Lluta es la mas tolerante al estrés arsenical.

Fl mayor crecimiento de la variedad Lluta con respecto a las
otras dos variedades de alfalfa, se correlaciona con una menor absorcion de
arseniate, y sugiere que esta variedad posee mecanismos de tolerancia al

estrés arsenical, lo que se correlaciona con su capacidad de crecer y
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desarrollarse en suelos arsenicales como son los del valle de Lluta, en la

provincia de Arica.

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de tolerancia a
los metales pesados (Baker, 1987). Especificamente, con respecio a
arsénico, se han descrito como mecanismos de tolerancia: 1) la modulacion
de la actividad del transportador de ortofosfato que poseen las raices de las
plantas, para arseniato (Meharg y Macnair, 1990; 1991; 1992); ii) la
compartamentalizacion de arsenito y arseniato, de manera de minimizar su
efecto toxico en el crecimiento y en el metabolismo de la planta (Carbonell-
Barrachina y col., 1997); y iii) la sintesis de fitoquelatinas inducidas por

arseniato (Grill, 1987).

Fl Indice de Tolerancia Media (ITM) es uno de los indicadores
utilizados para determinar el grado de tolerancia de la planta a la toxicidad
gjercida por un contaminante determinado (Baker, 1987). Su célculo se basa
en establecer el % de desarrollo bajo una determinada condicion en funcion

del desarrollo de la situacion control. De esta forma, los valores que se
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acercan a un 100 % indican una mayor tolerancia; sin embargo estos valores
son s6lo un indice y no permiten clasificar a las planias en mas o menos
tolerantes (Baker, 1987). Los valores de ITM, cuyo célculo se obtuvo de las
mediciones de las longitudes de radicula y de hipocotilo determinadas en las
plantulas de alfalfa de las variedades estudiadas, tratadas con arsenito o
arseniato, permitieron establecer que en respuesta a arsenito la variedad
Lluta y la WLSL tenian ITM semejantes, y a su vez mayores que la variedad
California 55, la que tenia un valor de ITM un 47 % menor que las otras dos
variedades, al calcularlo en base al desarrollo radicular (Figura 6¢ y Figura
6d). Estos valores coinciden con las caracteristicas que poseen dichas
variedades: Lluta se puede cultivar en suelos con alto contenido arsenical,
WLSL se ha producido para crecer bajo diferentes condiciones ambientales,
y California 55, variedad que tiene la menor tolerancia, se cultiva en suelos
de la zona central de Chile, que tienen un bajo contenido en arsénico. Los
valores de ITM, respecto al desarrollo de los hipocotilos, son semejantes
para las tres variedades y cercanos al 90 %, ain cuando la variedad
California 55 present6 el valor minimo (Figura 6a y Figura 6b), lo que

sugiere que el comportamiento de los hipocotilos no presenta diferencias en
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relacién a la presencia de arsenito que estd en contacto con las raices. El
hecho de que arsenito, en las tres variedades de alfalfa, se distribuye
principalmente a nivel de los hipocotilos y no afecta su desarrollo podria
sugerir que en células de este tejido existe algin mecanismo destoxificador
(Steffens, 1990) o bien su accién toxica no involucra los procesos de

proliferacion celular.

Una situacién diferente se observé al analizar los ITM de las
tres variedades de alfalfa tratadas con arseniato. En las tres variedades se
observd un efecto inhibitorio de esta especie arsenical sobre el crecimiento
de las raices de las plantulas, lo que también se reflejé en los valores de ITM
que estuvieron alrededor del 50 % para las variedades Lluta y California 55,
y en un 13,5 % para la variedad WLSL (Figura 7¢ y Figura 7d). Desde esta
perspectiva, la variedad WLSL. seria la que mostraria la menor capacidad
para tolerar altas concentraciones de arseniato. Este valor de 13,5 % para el
ITM de la variedad WLSL también coincide con el alto contenido de
arsénico encontrado en esta variedad lo que podria explicarse por una alta

actividad del sistema transportador de fosfato en sus raices y la consiguiente

o
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entrada de arseniato. En la variedad California 55 se encontraron niveles
similares de arsénico a los de la variedad WLSL (Figura 9b y Figura 9c¢),
sugiriendo que en este caso también habria una alta actividad del
transportador de fosfato. Adicionalmente, este sistema transportador de
fosfato no tendria la capacidad de discriminar eficientemente entre fosfato y
arseniato. Los altos contenidos de arsénico en la variedad California 55
parecerian alterar en menor grado el metabolismo relacionado con la
elongacion de la radicula. Finalmente, la variedad Lluta cuyo contenido de
arsénico en sus radiculas es mucho menor que el encontrado en las otras dos
variedades (Figura 9a y Tabla 3), sugiere que esta variedad es la que tendria
mayor capacidad para discriminar entre fosfato y arseniato; sin embargo, el
efecto inhibitorio de esta especie arsenical es semejante al de la variedad
California 55, sugiriendo que su sistema metabolico es sensible a menores

concentraciones de arsénico.

A diferencia de los ITM calculados para las radiculas en
respuesta a arseniato, los ITM calculados en relacion al desarrollo de los

hipocotilos, mostraron que las variedades WLSL y California 55 presentaban




114

un bajo ITM en comparacion con ¢l de la variedad Lluta que era de un 82%
(Figura 7a y Figura 7b). Este valor de ITM concuerda con el hecho de que
esta variedad sea cultivada en suelos arsenicales y por lo tanto ya se haya
adaptado a estas condiciones de estrés. Las tres variedades de alfalfa al ser
tratadas con arsenito presentaron ITM superiores al 81 %, lo que era
predecible dado que esta especie arsenical no afecto el crecimiento de sus
tejidos aim cuando el contenido en los hipocotilos fue de tres veces al

encontrado en las radiculas (Tabla 2).

El arseniato es la especie arsenical méas abundante en los suelos
cultivables y aguas superficiales de regadio, por esto las plantas que crecen
en suelos contaminados se encuentran expuestas principalmente a arseniato.
El hecho de que esta sal arsenical resultara ser la que mas afectd el
desarrollo de las plantulas de las tres variedades de alfalfa, sugiere que los
vegetales que han estado expuestos a arseniato durarite tiempos prolongados
(generaciones de individuos) debieran haber desarrollado algin tipo de
adaptacion a este contaminante. Asi, la variedad Lluta que se ha cultivado

durante generaciones en el vaile del mismo nombre, es la que presenta menor
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efecto inhibitorio de su desarrollo y mayor ITM relativo de las tres

variedades estudiadas.

Por otra parte, ya que el arsenito se encuentra en suelos y aguas
profundas, y es oxidado a arseniato al ponerse en contacto con el aire en
condiciones de campo, no debiera representar un problema como
contaminante, y por lo tanto no seria esperable que alguna de las variedades
de alfalfa hubiera desarrollado tolerancia frente a su presencia. Se ha
descrito que intracelularmente, algunas plantas y bacterias pueden reducir el
arseniato a arsenito, y en este estado de oxidacion, modificar grupos -SH
(Knowles y Benson, 1983). Este efecto no puede ser descartado en el sistema
de alfalfa. Sin embargo seria necesario determinar a futuro si el arsenito es
absorbido como tal, o bien si se oxida a arseniato antes de ser transportado al

interior de la plantula para ser posteriormente reducido.

También debe mencionarse que la cantidad de arsénico presente
en las tres variedades de pléntulas de alfalfa (seccién 3.4) tratadas con

arseniato o arsenito es equivalente para las tres variedades de alfalfa
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sugiriendo que durante el transporte no estarian discriminando entre una u
otra especie quimica. Sin embargo, la variedad Lluta absorbié 10 veces
menos arsénico (Figura 8 y Figura 9) indicando que esta variedad seria mas
“excluyente”, lo que concuerda con la ausencia de cambios en el contenido
de arsénico a medida que se incrementa la concentracion externa. Las
variedades WLSL y California 55 estarian dentro de la categoria de plantas
“acumuladoras” dado que el contenido de arsénico aumenta en forma lineal
al incrementar la concentracién externa. Estas categorias se han aplicado a
las plantas de alfalfa de las variedades estudiadas basandose en que las
especies vegetales en respuesta a la exposicion de metales pesados pueden
presentar tres tipos de comportamiento: i) asimilacidn sin restriccion del
metal pesado, por lo que se denominan plantas hiperacumuladoras; ii)
asimilacién del metal pesado en forma proporcional a la concentracién de
éste en el suelo y agua de regadio, denominandose plantas acumuladoras; y
iii) baja, mantenida, o nula asimilacién del metal pesado en sus tejidos,

denominandose plantas excluyentes (Baker, 1987).
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4.2 Actividad fotosintética.

I.a actividad fotosintética de una planta puede ser cuantificada a
través del consumo de CO,, de la evolucion de oxigeno y de parametros de
fluorescencia (directamente relacionados con las clorofilas y el fotosistema
1) los que deben relacionarse con ¢l desarrollo normal del tejido vegetal y
con la sintesis de fotosintatos, los que en forma general pueden cuantificarse

a través de los cambios en la biomasa.

Las especies vegetales, en las cuales la incorporacion de CO; se
produce a través del ciclo de Calvin, para formar como primer producto el
acido 3-fosfoglicerico en la reaccién entre ribulosa-1,5-bifosfato con CO,,
catalizada por la RUBISCO, son denominadas especies o plantas C-3, entre
las que se encuenira la especie Medicago sativa, alfalfa. La cantidad de CO,
asimilada por las plantulas es una medida de la actividad del proceso
fotosintético, la cual puede variar entre las distintas especies vegetales o por

efectos del medio ambiente.
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Las dicotildoneas que asimilan CO, a través del ciclo del
mecanismo C-3, se caracterizan por presentar rangos de fijacién de CO,
entre 18 y 23 mg/dm*/hora (Salisbury y Ross, 1978). Dado que la alfalfa es
una planta C-3 y dicotiledonea, deberia presentar valores de fijacion CO,
dentro de estos rangos, lo que fue observado en las plantas controles de las

tres variedades de alfalfa estudiadas.

Otro marcador del funcionamiento fotosintético de una planta
es la fluorescencia de la clorofila. La emision de fluorescencia del
fotosistema IT (PSII) ocurre dentro del espectro electromagnético en la zona
del rojo/rojo lejano y la medicion de fluorescencia consiste, esencialmente,
en separar las longitudes de onda de emisién de fluorescencia (685 nm) de la
correspondiente de la luz de excitacién (650 nm), por medio de un filtro de

interferencia.

Las curvas de fluorescencia emitidas por hojas previamente
adaptadas a la oscuridad fueron descritas por primera vez en los afios treinta

por Kautsky y Hirsch (1934). Estas curvas demuestran que la emision de
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fluorescencia varia en funcién del tiempo de manera bastante compleja. En
el instante que se produce la iluminacion, la fluorescencia aumenta casi
instaritaneamente hasta un nivel inicial o basal, denominado Fo, luego
aumenta rapidamente hasta un nivel maximo, Fy,. Finalmente, la emision de
fluorescencia disminuye lentamente hasta un estado estacionario, T, despugs

de haber pasado por un segundo méximo, M.

Estos cambios transitorios de la intensidad de la fluorescencia
observados durante la transicién oscuridad/iuz se producen en funcién de la

activacion de una serie de procesos fotosintéticos.

La fluorescencia es inversamente proporcional al proceso de
fotosintesis, debido a que la fluorescencia es la forma de disipaciéon de
energia no utilizada por el aparato fotosintético. La fluorescencia basal de las
plantulas controles de las tres variedades de alfalfa analizadas result6 ser
baja; aument6 en forma casi instantinea al ser excitado el sistema y decayo
en 15-20 segundos a los valores basales, comprobandose el correcto

funcionamiento del fotosistema II.
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El arsenito no afecto la biomasa producida durante los primeros
dias de tratamiento en las tres variedades de alfalfa, lo que se correlaciond
con un desarrollo normal de las pldntulas. A los quince dias de tratamiento
se observd una disminucion en la biomasa la que coincidia con un menor
desarrollo de las plantas, con una disminucién en la asimilacién de CO,
(seccion 3.5.) y en la eficiencia del fotosistema II cuantificada como F, / F,
(seccién 3.6.), y con alteraciones a nivel de las membranas tilacoides de los
cloroplastos (seccion 3.7). En las variedades de alfalfa estudiadas se observé
un aumento en la fluorescencia basal como consecuencia de los tratamientos
con ambas especies arsenicales (Figura 10) y una disminucién en Ia
fluorescencia variable, en las variedades WLSL y California 55 en las
plantulas tratadas con arsenito (Figura 12). Dado que se ha descrito que €l
arsenito puede modificar grupos -SH de proteinas (Readdy y col., 1981) y a
que la ATPasa de cloroplastos (ATP sintetasa) tiene grupos -SH en su sitio
activo (Lohse y col., 1989) se puede especular que dicha enzima esta siendo
modificada quimicamente y por lo tanto, los resuitados obtenidos a tiempos
largos de tratamiento con arsenito son los esperables para este tipo de

modificaciéon covalente,
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El arseniato no alterd significativamente la biomasa de las
variedades de alfaifa Lluta y WLSL, y disminuyé en un 25% la de la
variedad California 55 (Tabla 1), lo que coincide con el hecho que este
compuesto arsenical no alteré significativamente ni la eficiencia del
fotosistema II (seccién 3.6), ni la asimilacion de CO, (seccién 3.5), ni la
estructura de los cloroplastos (seccidn 3.7) en las plantulas de las variedades
Lluta y WLSL, mientras que disminuyé estos parametros y modifico la
estructura de los cloroplastos de plantulas de la variedad California 55. Es
importante mencionar que en todas las variedades de alfalfa se observo un
aumento en los niveles basales de fluorescencia (Figura 10). Se sabe que el
arseniato compite con el fosfato en diversas reacciones metabolicas, entre la
que se incluye la reaccion catalizada por la ATP sintetasa cloroplastica. Sin
embargo, esta competencia no altera estructuralmente a la enzima y por lo
tanto, no debieran observarse alteraciones estructurales de los cloroplastos. A
largo plazo, debiera comenzar a observarse un efecto inhibitorio
generalizado por la falta de ATP, proveniente no solo de la fotosintesis sino

también de la fosforilacion oxidativa a nivel mitocondrial.
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Por otra parte, el incremento en los niveles basales de
fluorescencia por efecto de los tratamientos arsenicales, estd demostrando
que tanto arseniato como arsenito, afectan el proceso fotosintético a traves
de una pérdida de la energia luminosa que no es capaz de aprovechar el
fotosistema I de los cloroplastos de las hojas de pléntulas tratadas. L.a no
utilizacién de la energia liberada por los cambios en los niveles energéticos
de los electrones de las moléculas se traduce en un aumento de los niveles de

fluorescencia basal.

Es interesante resaltar que en plantulas de alfalfa variedad
Lluta, tratadas con arseniato o arsenito, no se producen cambios en los
parametros relacionados con la eficiencia del fotosistema II y dafio a nivel
tilacoidal (Figura 11 y Figura 12), y si bien se producen pequefias
variaciones en los niveles de fluorescencia basal, estos no son suficientes
para dar cuenta de una deficiencia en la funcionalidad del fotosistema II.
Estos resultados se pueden correlacionar con el grado de adaptabilidad de
esta variedad a Ia contaminacion arsenical de los suelos en que se cultiva y

de las aguas que las riegan.
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4.3 Actividades Enzimiticas.

Las enzimas como toda proteina estdn constituidas por residuos
de aminodcidos, y en las enzimas algunos de estos residuos o cadenas
laterales tiemen directa participacién en el proceso de catalisis de una
reaccion enzimatica. La union a estos residuos de aminodcidos de iones u
otras moléculas que no correspondan a los sustratos naturales, puede
producir Ia inhibicién de la funcién catalitica de la enzima. La especie
arsenito, es capaz de unirse a los grupos suifhidrilos de los residuos de
aminoacidos de cisteina de las proteinas. Por lo tanto, la actividad de las
enzimas en las cuales los grupos sulfhidrilos de los residuos de aminoacidos
de cisteina participan activamente en la catalisis es inhibida. La unién de
arsenito a los grupos sulfhidrilos es revertida por competencia al usar

reactivos ditiolicos como el DTT o reductores de grupos -SH.

También se ha propuesto que el arsénico inorganico ejerce su
efecto toxico a través de la reaccién de acido arsonio (+1) con grupos
sulfihidrilos de las enzimas. Cuando la actividad de la enzima depende de un

sélo grupo -SH, no existe la posibilidad de que la proteina forme un
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ditioéster de 4cido arsonio. Cuando la proteina tiene mas de un grupo -SH
reactivo se pueden formar complejos binarios entre estos grupos -SH y el
acido arsonio. La formacién de un primer complejo entre un grupo -SH y el
acido arsonio, genera un modificador de grupos -SH (reactivo monotidlico)
mas reactivo que el mismo acido arsonio. Esta ultima reaccion satisface la
capacidad de unién del arsénico a azufre y produce un complejo ternario
estable y no reactivo. Este complejo ternario no puede ser revertido por la
adicion de compuestos como el DTT u otros reductores de grupos -SH. Sin
embargo, la reaccion de un complejo binario - como aquel que se formaria
en una enzima con un solo grupo -SH - con un grupo -SH de un ditiol como
el DTT también satisface la capacidad del arsénico de unirse al azufre, pero
en este caso el grupo -SH contiguo del DTT puede atacar al atomo de
arsénico y desplazarlo de su unién al -SH proteico (Knowles y Benson,

1983).

La especie arseniato tiene una gran similitud con el ortofosfato
(Pi), no sélo estructural sino también en sus propiedades fisico-quimicas,

por lo que compite con este anién en las diferentes y variadas reacciones que
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utilizan Pi como sustrato o lo liberan como producto. La inhibicion que
muestran las enzimas donde uno de sus sustratos es el fosfato inorganico, es
de caracter competitiva. I.a unién de arseniato a estas enzimas puede ser

desplazada aumentando la concentracion de Pi (Voet y Voet, 1995).

Las tres enzimas estudiadas en plantulas de alfalfa sometidas a
tratamientos con arsenito y arseniato fueron la fenilalanina amonio-liasa
(PAL), NAD -gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) y adenosin
trifosfatasa (ATPasa), en las que se observaron diferentes efectos que

resuitaron ser dependientes de la especie arsenical y de la variedad de alfaifa.

El arsenito inhibi6 las actividades de la PAL y de la G3PDH en
las tres variedades de alfalfa (Figura 18 y Figura 20), a diferencia de lo que
ocurrié con la ATPasa que incrementd su actividad en las plantulas de
alfalfa de las variedades Lluta y WLSL y mantuvo la actividad basal en la

variedad California 55 (Figura 22).
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La inhibicion producida por arsenito en las actividades de la
PAL y de la G3PDH, puede ser explicada por la presencia de grupos -SH en
su estructura (Scott and Eagleson, 1988). Para el caso de la ATPasa, la
situacién es mds compleja ya que no todas las ATPasas descritas tienen
grupos -SH necesarios para la catélisis, y por lo tanto, el arsenito aun cuando
pudiera unirse a este tipo de grupos en estas enzimas no estaria afectando la
catalisis sino mas bien produciendo un cambio conformacional que las
podria activar. Se ha descrito una ATPasa bacteriana (Silver y col., 1989),
cuya funcién es bombear al medio exterior las especies arsenicales que
ingresan a ellas, lo que explicaria una activacion de enzimas que cumplieran
una funcién semejante en las variedades Lluta y WLSL. Es importante
mencionar que estas variedades de alfalfa, ademas, presentaron actividades
basales de ATPasa més altas que la variedad California 55, lo que coincide
con el hecho de ser las variedades que fueron menos afectadas por esta
especie arsenical. No puede descartarse, sin embargo, que en respuesta a la
presencia de estos contaminantes respondan induciendo una mayor sintesis

de 1a enzima.
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La actividad de PAL encontrada en plantulas de alfalfa de las
tres variedades analizadas fue caracteristica de cada variedad. Dado que la
reaccién catalizada por la PAL no incluye Pi ni como sustrato ni como
producto, entonces, los cambios en los niveles de actividad de la enzima
pueden atribuirse sélo en forma indirecta a los efectos que arseniato produce
en la célula. Esto porque la PAL es una enzima marcapasos del metabolismo
del 4cido chiquimico, involucrado en la sintesis de metabolitos de defensa de
los vegetales, por lo que se considera como una enzima marcadora de
situaciones de estrés. Desde esta perspectiva, la presencia de arseniato no
debiera significar una sifuacion de estrés para la variedad Lluta que no
indujo a la PAL (Figura 17a). La variedad WLSL estaria “sensando” la
situacion estresante induciendo a la PAL (Figura 17b) lo que coincidiria con
el hecho de que esta variedad se ha obtenido precisamente para cultivarse
bajo diversas condiciones climéticas, y por lo tanto, estar expuesta a tolerar
diferentes situaciones de estrés ambiental. Por su parte, la variedad
California 55, al mostrar una menor actividad de PAL que los controles no
‘tratados con arseniato (Figura 17c), no solo seria incapaz de responder al

estrés arsenical sino que probablemente estaria perdiendo su capacidad de
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recambio de proteinas debido a una disminucion mayor de las
concentraciones de ATP intracelulares por efecto del arseniato, tal como se

discute a continuacion en el contexto de la G3PDH.

Las tres variedades de alfalfa en estudio no mostraron actividad
de G3PDH al décimo dia de tratamiento, en comparacion con los controles
no tratados con arseniato (Figura 19). Si bien, la actividad de la G3PDH se
ensaya reemplazando el Pi por arseniato, el efecto del tratamiento con este
anién durante tiempos prolongados més que afectar directamente a la
actividad enzimatica debiera estar afectando a todo el metabolismo
relacionado con el Pi. Se sabe que: a) existe una competencia entre el
arseniato y el fosfato inorgénico, sustrato de esta reaccion y que el producto
de la misma contiene arseniato, y b) que dicho producto no es estable y
elimina rapidamente al arseniato incorporado. Por lo tanto, el efecto de
arseniato se traduce en un desacoplamiento de la fosforilacién a nivel de
sustrato que se produce en la reaccién posterior de la glicolisis, catalizada
por la quinasa 1,3-difosfoglicérico (Voet y Voet, 1995). En esta situacion,

todas las reacciones que permiten obtener ATP o GTP a nivel de sustrato no
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ocurririan en la célula contribuyendo a una deplecion paulatina de los
nucleotidos trifosfatos. La ausencia de actividad de G3PDH puede deberse
entonces a una ausencia de la enzima, mas que a una inhibicion de su

actividad.

La actividad de la ATPasa aumento en las variedades de alfalfa
Lluta y WLSL, y se mantuvo en la variedad California 55, en forma

semejante a la descrita en el tratamiento con arsenito (Figura 21).

Fl incremento de Ia actividad ATPasa podria estar relacionado
con una mayor demanda de fosfato inorgénico, el que se obtendria de
compuestos fosforilados que se encuentran normalmente en la célula, el que
se requeriria para desplazar a la especie arseniato y minimizar los efectos
que esta especie arsenical pudiera tener a nivel metaboélico. Tampoco puede
descartarse en este caso, que existan ATPasas semejantes a las descritas en
bacterias (Silver y col.,1989), cuya funcién sea bombear al medio externo el

arseniato absorbido.
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El hecho que sélo en plantulas de la variedad Lluta se observe
un incremento importante en la actividad de ATPasa en comparacion con las
variedades WLSL y California 55 (Figura 21), puede estar relacionado con
que dichas plantulas se obtuvieron a partir de semillas de plantas de alfalfa
crecidas en suelos contaminados con arsénico, y podrian reflejar a nivel
molecular 1a adaptacion producida en esta variedad como consecuencia del
estrés arsenical. Esta situacion podria compararse a la de plantas que se
desarrollan en suelos con alto contenido de metales pesados, en cuyas raices
se ha detectado la presencia de multiples isoenzimas de fosfatasa cuya
funcién seria la de mantener el transporte adecuado de nutrientes sin que se

produzca inhibicién de las mismas por dichos metales (Harborne, 1988).

Los resultados relacionados con las actividades de las enzimas
PAL, G3PDH y ATPasa sugieren que los estudios a nivel molecular pueden
aportar mayores antecedentes en cuanto a las caracteristicas de tolerancia de
las variedades de alfalfa analizadas, y parecieran ser mas concluyentes que
los de indole fisiolégica por si solos. De esta manera, y realizando ambos

tipos de estudio en paralelo, se podra definir en forma més precisa las
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caracteristicas que hacen mas tolerante a una planta al estrés causado por su

entorno.

Ademas, los resultados obtenidos en los diferentes estudios
fisiologicos y bioquimicos realizados en esta tesis, muestran que de las tres
variedades de alfalfa analizadas, la variedad de alfalfa denominada Lluta
presentd menores alteraciones a los tratamientos arsenicales, lo que indica a
su vez, que fue la mas tolerante de las tres variedades y por lo tanto debe
poseer mecanismos de tolerancia al estrés arsenical. Si bien el estudio de los
mecanismos de tolerancia al arsénico, en las plantulas de alfaifa no fue parte
del trabajo de esta tesis, los resultados aqui aportados son un avance para

futuros estudios de interaccion arsénico -planta.




5 CONCLUSIONES

El desarrollo experimental de esta tesis comprendio el estudio
de diferentes procesos de caracter bioquimico y fisioldgico: germinacién
de semillas y desarrollo de las plantulas, acumulacion de arsénico en
plantula entera y en diferentes tejidos, funcionalidad del fotosistema II y
asimilacion de CO,, morfologia de cloroplastos y actividades enzimaticas,
en semillas y plantulas de alfalfa, variedades Lluta, WLSL y California
55. Los resultados obtenidos, luego de su andlisis, permitieron concluir

que:

1) La germinacién de las semillas de alfalfa de las variedades Lluta,
WLSL y California 55 no se inhibe por la presencia de arsenito y
arseniato, sugiriendo que el arsénico en las formas ionicas indicadas,

no es capaz de ingresar a la semilla a través de la cubierta. Su
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3)
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depésito en la superficie de Ia cubierta de la semilla tampoco inhibe

la germinacion.

El desarrollo y crecimiento de raices e hipocotilos de las plantulas de
las tres variedades de alfalfa se inhibe sélo en presencia de arseniato,
inhibicién que es dependiente de la concentracion de arseniato en los
tejidos; y de acuerdo a los indices de tolerancia media calculados, la
variedad alfalfa Lluta es la més tolerante tanto a arsenito como a
arseniato; mientras que la variedad alfalfa California 55 es la més

sensible de las tres variedades estudiadas.

El arsenito es mas t0xico que el arseniato desde el punto de vista de
la actividad fotosintética de las plantas, ya que produce una
disminucion de la biomasa, de la eficiencia fotosintética, de la
asimilacion de CO,; v altera la morfologia de los cloroplastos en las

ires variedades de alfalfa.
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5)

6)
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Dados el patron de asimilacion, en las variedades de alfalfa Lluta,
WLSL vy California 55, de arsenito o arseniato en funcion de la
concentracién externa de éstos y que la variedad Liuta absorbe 10
veces menos arsenito y arseniato, permiten clasificar a la variedad
Lluta como “excluyente”, mientras que a las otras dos variedades

como plantas “acumuladoras”.

El arseniato se acumula mayoritariamente en las raices de las
plantulas de alfalfa y el arsenito, a nivel de los tallos lo que permite

explicar el porqué es mds toxico para la funcion fotosintética.

La induccién de la PAL en las plantulas de la variedad de alfalfa
WLSL, correlaciona con la capacidad de esta variedad de cultivarse
bajo diferentes condiciones ambientales, ya que es capaz de

responder al estrés sometido.
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7) La mayor toxicidad de arsenito a nivel del metabolismo celular se
confirma a través de su efecto inhibitorio sobre las enzimas PAL y
NAD"-gliceraldehido-3-fosfato ~ deshidrogenasa, de las tres

variedades de alfalfa.

8) La variedad de alfalfa Lluta poseeria mecanismos mas eficientes
para discriminar y/o eliminar el arsénico absorbido, ya que
incrementd Ia actividad de ATPasa, tanto en respuesta a arsenito

como a arseniato.

En resumen, el conjunto de resultados y las conclusiones que
se pueden sacar de los mismos permiten aseverar que las plantulas de la
variedad Lluta fueron las que sufrieron menores alteraciones o, bien,

debian ser expuestas mayor tiempo a arsenito y arseniato, para que la

magnitud del efecto fuera similar al observado en las variedades WLSL y

California 55. Por lo tanto, la variedad Lluta es la que mas folera altas

concentraciones de arsénico y permite comprobar la hipotesis planteada al
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inicio de esta tesis: “las variedades de alfalfa que pueden cultivarse en
suelos con alto contenido arsenical son mis tolerantes que aquellas

que se cultivan en suelos que no contienen arsénico”.
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