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Estrés por uranio en plantas. Acumulacion en especies vegetales de zonas
mineras y estudio de respuestas fisiologicas en remolacha (Beta vulgaris)

RESUMEN

El exceso de metales pesados en suelos y agua es uno de los problemas
actuales mas relevantes por el riesgo de toxicidad que implica su ingreso a las
cadenas tréficas.

El uranio (U) es un constituyente natural de todos los suelos y la mayoria
de las aguas naturales, pero se encuentra en mayor concentracion en algunas
rocas y minerales, que pueden ser explotados para obtener concentrados de U
utilizables en la generacion de energia.

El uso potencial de plantas para la limpieza de suelos y aguas
contaminados con niveles excesivos de Uranio derivados de su manipulacién esta
en estudio, habiéndose llegado en un caso a una instalacién de rizofiltracién por
girasol a escala piloto.

Este trabajo tiene como objetivo general la contribucién al conocimiento
sobre la absorcion de U en plantas terrestres y sobre el comportamiento de las
mismas en medios contaminados con este metal pesado. Se ha subdivido en dos
objetivos especificos: 1. Estudiar la capacidad potencial de absorciéon de U in situ
de algunas especies vegetales de aparicibn espontanea en un area minera; 2.
Estudiar el comportamiento y tolerancia de la remolacha roja (Beta vulgaris) a
distintas concentraciones de U en condiciones de hidroponia en laboratorio.

El coirdn (Stipa sp) fue la Unica especie vegetal que se encontr6 en todos
los suelos, incluyendo las escombreras de colas de mineral, tolerando
concentraciones de U en el sustrato de hasta 386 mgU kg™'. Tagetes minuta (chin-
chil o chil-chil) se encontré en sustratos de hasta 280 mgU kg™'. Las dos especies
de jarilla, Larrea divaricata y Larrea nitida, en cambio, sélo estuvieron presentes
en sustratos con baja contaminacién. En todos los casos la acumulacion de U y el
factor de transferencia sustrato-planta o factor de bioacumulacion (FB) fueron

bajos.

En el cultivo hidropdnico, la remolacha sobrevivié en solucion nutritiva con

distintas concentraciones de U agregado entre 0y 5 mgU L™, durante 15 dias.

La tolerancia al U estaria asociada a la presencia de P, en la forma de

anion fosfato, en la solucidén nutritiva, ya que sin este elemento, la remolacha no
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sobrevivi6 mas de 7 dias en una solucién conteniendo 3,3 mgU L", una
concentracion menor a la maxima soportada por la remolacha durante mas

tiempo en presencia de P.

La acumulacion de U en raices fue muy alta, observandose un FB
promedio de 4.600. En parte aérea, en cambio, no se registré bioconcentracién de

U, con un FB siempre menor a 1.

La restriccién a la translocacién del U de raiz a parte aérea se observé
tanto en las especies vegetales de aparicion espontdnea en suelos como en la
remolacha cultivada en condiciones controladas. En remolacha la translocacion
fue ligeramente aumentada al retirarse el P de la solucién nutritiva. La tolerancia
al U del coirdn, el chil-chil y la remolacha estaria basada probablemente en un
mecanismo de exclusion del U de la parte aérea, donde podria interferir con
procesos fisioldgicos vitales.

De hecho, la evapotranspiracion, el contenido hidrico relativo y el
contenido total de clorofila sufrieron una fuerte reduccién en las plantas de
remolacha crecidas en medio con agregado de U. La actividad de la ascorbico
peroxidasa, una enzima que actla en situaciones de estrés oxidativo, aumento.
Una vez producida la contaminacién de las plantas de remolacha, la eliminacién
del U del medio de cultivo no fue suficiente para la recuperacion completa de las
plantas.

El uso de las especies vegetales estudiadas en programas de
fitorremediacion estaria limitado por la escasa acumulacién del contaminante en
la parte aérea. Esto impediria su uso en estudios de fitoextraccidén en suelos. Pero
podria utilizarse la alta capacidad de colonizaciéon de suelos disturbados y la
tolerancia al U del coirbn y el chil-chil para fitoestabilizacion de sustratos
contaminados con U, evitando asi la dispersion de la contaminacién por accion
edlica e hidrica. La aplicacién de remolacha en sistemas de rizofiltracion de aguas
contaminadas con U, en cambio, parece ser factible. Sin embargo, es necesario
mejorar las condiciones de operacion para llevarlas a una situacion de manejo
industrial o semi-industrial ya que sélo se observo la factibilidad a nivel
laboratorio.
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Estres per urani en plantes. Acumulacié en espécies vegetals de zones
mineres i estudi de respostes fisiologiques en remolatxa (Beta vulgaris)

RESUM

L'excés de metalls pesants en sols i aigua és un dels problemes actuals
més rellevants pel risc de toxicitat que implica el seu ingrés a les cadenes
trofiques.

L'urani (U) és un constituent natural de tots els sols i la majoria de les
aiglies naturals, perd es troba en major concentracié en algunes roques i
minerals, que poden ser explotats per a obtenir concentrats d'U utilitzables en la
generacio d'energia.

L'us potencial de plantes per a la neteja de sols i aiglies contaminats amb
nivells excessius d'Urani derivats de la seva manipulacié esta en estudi, havent-se
arribat en un cas a una instal-lacié de rizofiltracié per gira-sol a escala pilot.

Aquest treball t¢ com objectiu general la contribucié al coneixement sobre
I'absorcié d'U en plantes terrestres i sobre el comportament de les mateixes en
medis contaminats amb aquest metall pesant. S'ha subdividit en dos objectius
especifics: 1. Estudiar la capacitat potencial d'absorcié d'U in situ d'algunes
espécies vegetals d'aparici6 espontania en un area minera; 2. Estudiar el
comportament i tolerancia de la remolatxa vermella (Beta vulgaris) a diferents

concentracions d'U en condicions de hidroponia en laboratori.

L'Unica espécie vegetal que es va trobar en tots els sols i escombreres
amb diferents nivells d'U, fora i dintre de l'area d'explotacié minera, va ser el
“coirdn” (Stipa sp), que es va mostrar tolerant a concentracions d'U en el substrat
de fins a 386 mgU kg™'. Tagetes minuta (“chin-chil” o “chil-chil”) es va trobar en
substrats de fins a 280 mgU kg™'. Les dues espécies de “jarilla”, Larrea divaricata i
Larrea nitida, en canvi, només van estar presents en substrats amb baixa
contaminacié. En tots els casos l'acumulacié d'U i el factor de transferencia
substrat-planta o factor de bioacumulacié (FB) van ser baixos.

En el cultiu hidroponic, la remolatxa va sobreviure en solucié nutritiva amb

diferents concentracions d'U agregat entre 0i 5 mgU L, durant 15 dies.

La tolerancia a I'U estaria associada a la preséncia de P en la solucio

nutritiva, ja que sense aquest element, la remolatxa no va sobreviure més de 7
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dies en una solucié contenint 3,3 mgU-L™", una concentracié menor a la maxima

suportada per la remolatxa durant més temps en preséncia de P.

L'acumulacié d'U en arrels va ser molt alta, observant-se un FB mitja de
4.600. En part aeria, en canvi, no es va registrar bioconcentracié d'U, amb un FB

sempre menor a 1.

La restriccié a la translocacié de I'U d'arrel a part aeria es va observar tant
en les espécies vegetals d'aparicid espontania en sols com en la remolatxa
conreada en condicions controlades. En remolatxa la translocacié va ser
lleugerament augmentada al retirar-se el P de la solucié nutritiva. La tolerancia a
I'U del “coirén”, el “chil-chil” i la remolatxa estaria basada probablement en un
mecanisme d'exclusié de I'U de la part aéria, on podria interferir amb processos
fisiologics vitals.

De fet, la evapotranspiracio, el contingut hidric relatiu i el contingut total de
clorofil-la va sofrir una forta reduccié en les plantes de remolatxa crescudes al
medi amb agregat d'U. L'activitat de la ascorbic peroxidasa, un enzim que actua
en situacions d'estres oxidatiu, va augmentar. Una vegada produida la
contaminacié de les plantes de remolatxa, I'eliminacié de I'U del medi de cultiu no
és suficient per a la recuperacié completa de les plantes.

L'Us de les espécies vegetals estudiades en programes de fitorremediacié
estaria limitat per I'escassa acumulacié del contaminant en la part aéria. Aixo
impediria el seu Us en estudis de fitoextraccio en sols. Perd podria utilitzar-se I'alta
capacitat de colonitzacié de sols disturbats i la tolerancia a I'U del “coiron” i el
“chil-chil” per a fitoestabilizacié de substrats contaminats amb U, evitant aixi la
dispersié de la contaminacid per acci6 eolica i hidrica. L'aplicacié de remolatxa en
sistemes de rizofiltracié d'aiglies contaminades amb U, en canvi, sembla ser
factible. No obstant aixd, és necessari millorar les condicions d'operacié per a dur-
les a una situaci6 de maneig industrial o semi-industrial ja que només es va

observar la factibilitat a nivell de laboratori.
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Plant responses to Uranium stress. The accumulation of Uranium in plant
species from mine areas and a study on the physiological changes in red
beet (Beta vulgaris)

ABSTRACT

Excessive concentration of some heavy metals in soil and water is one of

the most pressing problems in today’s world. This is due to the toxicity risk
associated with their integration into the food chain.

Uranium (U) naturally occurs in all soil types and in almost all natural
sources of water. However, its concentration is higher in specific rocks and
minerals, which can be exploited to obtain U for energy generation. The potential
use of plants for the cleanup of soil and water contaminated with excessive
uranium levels derived from its manipulation is an active research topic, and has

already led to the installation of a pilot system for rhizofiltration using sunflowers.

The main objective of this study is to improve our understanding of the
process of U uptake by terrestrial plants and to characterise the physiological
behaviour of these plants in U-contaminated environments. The research has
been subdivided into two objectives: 1. To study the potential U uptake in situ by
specific plant species of spontaneous emergence in a mining area; 2. To study the
behaviour and tolerance of the red beet (Beta wulgaris) at various U
concentrations in hydroponic conditions within a laboratory setting.

The only plant species to be found in all soil types, including mine tailings,
was the Stipa sp. (“coriéon”) which, within the media used, showed tolerance to U
concentrations of up to 386 mgU kg™'. Tagetes minutes (“chin-chil or chil-chil’) was
found in soils with U concentration up to 280 mgU kg™'. In contrast, the two
species of “jarilla”, Larrea divaricata and Larrea nitida, were only present in soils
with low levels of contamination. In all cases, the U accumulation and the soil-to-

plant transfer factor or bioaccumulation factor (BF) were low.

In hydroponic conditions, beets survived in nutrient solution with the
addition of U concentrations in the range 0 - 5 mgU L™ for at least 15 days.

The tolerance to U could be linked to the presence of phosphate ion in the
nutrient solution. Without this element, beets survived for only 7 days in a solution
containing 3.3 mgU-L", a weaker concentration than the maximum tolerated (5
mgU L) by the beet for 15 days with phosphate present.
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The accumulation of U in roots was found to be very high, with a BF average of
4,600. In contrast, no U bio-concentration was detected in the aerial organs (BF <

1).

The restriction of U translocation from root to aerial organs was observed
in both the plant species of spontaneous emergence in soils and in the beet
cultivated under controlled conditions. In beet, the translocation was slightly
increased when phosphate was removed from the nutrient solution. It is probable
that the “coiron”, “chil-chil” and beet U tolerance is based on the U exclusion from
the aerial organs, where U could interfere with vital physiological processes.

In fact, the evapotranspiration, the relative water content and total
chlorophyll content were drastically reduced in beet plants grown in the presence
of U. The activity of the ascorbic peroxidase, an enzyme that operates in oxidative
stress states, also increased in these conditions. After the beet plants had been
exposed to U contamination, its removal from the medium was not sufficient to

attain a full recovery of the plants.

The use of the currently studied plant species in programmes of
phytoremediation is restricted by the low accumulation of pollutants in their aerial
organs, rendering these of little use for soil phytoextraction. However, the high
capacity of colonization of polluted soil and the U tolerance of “coirdbn” and
“chilchil” could be employed in the phytostabilization of U-contaminated
substrates, thus preventing the dispersion of pollution through wind and water
action. Nevertheless, the implementation of beet rhizofiltration systems to clean up
U polluted waters appears to be feasible. However, it is still necessary to improve
the operational conditions used in the laboratory and to adapt these to an
industrial or semi-industrial scale for these procedures to be of general use.
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1. CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS EN MEDIOS CON ELEVADO
CONTENIDO DE METALES PESADOS
El exceso de metales pesados en suelos y agua es uno de los problemas
actuales mas relevantes por el riesgo de toxicidad que implica su ingreso a las
cadenas tréficas.

Los metales pesados son aquellos elementos cuyo peso especifico supera
los cinco gramos por centimetro cubico. Constituyen unos dos tercios del total de los
elementos quimicos (Barcelé y Poschenrieder, 1989). A diferencia de otros
contaminantes relacionados exclusivamente con la actividad humana como algunos
compuestos organicos, los metales pesados estan presentes en todos los ambientes
naturales aunque su abundancia suele ser baja, a nivel de trazas, salvo en areas
muy localizadas. Esta situacion implica que los metales pesados intervienen
normalmente en reacciones habituales de adsorcion, precipitacion, solubilizacion e

incorporacién a organismos Vvivos.

Metales como As, Hg, Ag, Cd, Pb y U no tienen una funcién conocida en el
metabolismo de las plantas y son toxicos a distintas concentraciones. Otros, como
Fe, Mo, Mn, Zn o Cu, son micronutrientes esenciales, necesarios en cantidades
pequefnas en animales y plantas, especialmente como constituyentes de enzimas y
otras proteinas. Pero cuando la concentracién en tejido vivo aumenta por encima de

ciertos limites, interfieren en las reacciones metabdlicas.

En algunos suelos el tipo de mineral predominante involucrado en los
procesos pedogenéticos puede determinar elevadas concentraciones de metales
pesados. Un caso particular de esta situacién son las menas de mineral que pueden

ser explotadas comercialmente para su utilizacion en actividades industriales.

La explotacién minera, la fundicion de metales, la produccion de fertilizantes
y agroquimicos, el quemado de combustible y la incorporacién de residuos
industriales a los suelos son algunas de las actividades que han determinado un
aumento localizado de algunos metales pesados, originando focos de contaminacion
en los suelos por exceso de metales pesados y téxicos. Las aguas superficiales y
subterraneas también se ven afectadas por contaminacion directa o por arrastre de

particulas y lixiviacién.

Las plantas tienen una relacion muy estrecha con su entorno. Mientras que
los animales y el hombre pueden movilizarse para buscar condiciones favorables
para su supervivencia, las plantas se hallan sujetas a un sustrato y espacio
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determinado cuyos cambios las afectan directamente (Barcel6 y Poschenrieder,
1989). Esta misma caracteristica las hace un indicador muy importante de las
condiciones ambientales del medio que habitan.

Frente a situaciones anémalas del medio, las plantas presentan sintomas de
estrés que pueden ir desde la imposibilidad de supervivencia hasta la adaptacion a
las condiciones adversas. La capacidad de respuesta varia con el tipo de estrés y
con la especie vegetal de que se trate.

1.1. Biodisponibilidad y toxicidad

La biodisponibilidad de los metales pesados varia en los distintos suelos en
relacion con las propiedades de éstos y las complejas relaciones rizosféricas que
incluyen no soélo los intercambios suelo-planta sino también la actividad de
microorganismos (Schitzendibel y Polle, 2002).

Si bien muchos de los valores guia o limites maximos permisibles de
concentracion de metales en distintos medios estan establecidos en relacion a la
concentracion total de metales en el medio, se considera que la biodisponibilidad y la
fitotoxicidad estan relacionadas con la concentracion de metales en la solucion del
suelo y con los factores que gobiernan el mantenimiento de esta concentracion de
metales solubles (Nolan et al., 2005; Walter et al., 2003; Gérard et al., 2000).

Considerando que las plantas absorben los nutrientes y otros elementos
directamente de la solucion del suelo, es esperable que la biodisponibilidad de los
metales dependa en gran medida de su solubilidad. Se ha observado correlacién
entre la concentracion de metales pesados solubles en el suelo y la concentracién
de los mismos en las plantas, pudiéndose aplicar los conceptos basicos de
disponibilidad de nutrientes basados en los parametros de cantidad, intensidad
(actividad o concentracién en la solucion del suelo) y reposicién (Schmidt, 2003). El
factor reposicién es muy importante ya que la concentracion de iones libres en la
solucién resulta insuficiente para explicar la absorcion de los metales por las plantas,
interviniendo la fase soélida en su disponibilidad (Gérard et al., 2000). La adsorcién
de los metales en las particulas de suelo y los fenémenos de intercambio regulan la
particién de los metales entre la fase soélida y la fase solucion, interviniendo, en la
reposicion de la concentracion de metales solubles en la solucion del suelo.
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La composicion mineraldgica, las variaciones en el contenido de materia
organica, la capacidad de intercambio catiénico, el pH del suelo, el estado de
oxidacion y los otros iones acompafantes determinan la solubilidad de los metales
en la solucion del suelo y la capacidad de adsorcién de los metales pesados en la
fase solida.

La materia organica y los minerales conteniendo 6xidos de hierro, aluminio y
manganeso son sitios de adsorcidbn que sustraen a los metales pesados de la
solucion del suelo. Al mismo tiempo los cationes metdlicos pueden formar
precipitados relativamente insolubles con fosfatos y otros componentes aniénicos del
suelo. Los procesos de precipitacién y adsorcion son dependientes del pH,
aumentando la adsorcion a medida que aumenta el pH (Basta et al., 2005). Por este
motivo, en general, los metales se encuentran mas accesibles para ser absorbidos
por las plantas en suelos o medios de cultivo acidos. Sin embargo, la concentracién
en la solucion del suelo y su reposicidn no son los Unicos factores que intervienen en
la absorcion de los metales en las plantas, ya que éstos podrian ser absorbidos
también como iones hidratados y como complejos formados con quelantes (Clemens
et al., 2002).

Las mismas plantas pueden ejercer influencia sobre la biodisponibilidad de
los metales a partir de procesos que modifican el pH del medio (Hammer y Keller,
2002), como la liberacion de exudados (acomplejantes, acidos organicos y
aminoacidos), la liberacién de CO, proveniente de la respiraciéon de las raices vy,
predominantemente, por la excrecion neta de H" o HCOg relacionada con el balance
de cationes/aniones disponibles y absorbidos por las raices (Marschner, 1993).

En la rizosfera se puede producir, también, un descenso del potencial redox
debido a la actividad de microorganismos (por ejemplo: consumo de O, por
respiracion) o a condiciones circunstanciales o permanentes de anegamiento. Este
descenso del potencial redox reduce la disponibilidad de ciertos nutrientes, en
particular ciertos metales que presentan mas de un estado de oxidacion con distinta
solubilidad.

Muchos de los mecanismos inducidos por las plantas para modificar el
entorno de la rizosfera constituyen estrategias para asegurarse la provision de
nutrientes esenciales que se encuentran a nivel de trazas en el medio o cuya
solubilidad esta disminuida por condiciones especificas del medio. Metales como Cu,
Co, Fe, Mo, Niy Zn se encuentran entre estos elementos.
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La toxicidad o efectos adversos provocados por los metales pesados
dependen del contaminante considerado y del organismo blanco o cuerpo receptor.
Teniendo en cuenta que los metales pueden acumularse biolégicamente y
biomagnificarse, el riesgo de toxicidad puede aumentar en niveles tréficos superiores
(Ahluwalia y Goyal, 2007).

La incorporacién de sustancias fitotoxicas a las plantas esta relacionada con
los mecanismos desarrollados por cada especie vegetal para su exclusion o
tolerancia y con la disponibilidad del toxico en el medio. Un elemento potencialmente
toxico se constituye en un riesgo mayor cuando se encuentra en una forma

biodisponible.

La conocida curva que relaciona el crecimiento o produccion de materia seca
con la provision de nutrientes es también aplicable para aquellos metales pesados
qgue son micronutrientes esenciales (Figura 1), pero con un umbral de toxicidad mas
bajo que los observados para macronutrientes como N y P. Los metales pesados sin
funcion metabdlica (no esenciales) no provocan respuesta en el crecimiento cuando
su concentracién en el medio es baja, pero cuando la concentracion aumenta los
sintomas de toxicidad aparecen, disminuyendo el crecimiento de la planta. Los
umbrales de tolerancia y toxicidad para elementos esenciales y no esenciales no
coinciden necesariamente como se muestra en la Figura 1 sino que puede haber un
desplazamiento hacia la izquierda (concentraciones mas bajas en el medio) en los
casos de metales pesados no esenciales altamente téxicos.

El efecto amortiguador del suelo debido a los procesos de adsorcién,
intercambio, y posibles precipitaciones en la disponibilidad de los metales pesados
se mantiene en zonas costeras o en aguas someras donde los sedimentos ejercen
influencia sobre el balance de metales solubles, pero desaparece en medios
acuaticos puros. En medio acuatico, la disponibilidad de los metales pesados para
las plantas estara fuertemente influenciada por la solubilidad del metal pesado en si
mismo, pero también por la combinacién y concentracion de los otros elementos
quimicos acompanantes y por las restricciones impuestas al crecimiento de las
raices en este medio, especialmente en el caso de plantas originariamente

terrestres.
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Deficiencia Tolerancia Toxicidad

No Esencial » o

Esencial

Produccion (%)

concentraciéon en el medio

Figura 1 - Curva de respuesta a la concentracion de elementos esenciales y no
esenciales en el medio de crecimiento de las plantas. C: punto critico de
deficiencia para elementos esenciales; T: umbral de toxicidad y L: toxicidad letal.
Modificado a partir de Berry y Wallace (1981) y Hagemeyer (2004).

Ligado a las nociones de biodisponibilidad y toxicidad se encuentra el
concepto de transferencia de los metales pesados a las plantas y partir de ellas a la
cadena trofica. El coeficiente de transferencia (Vera Tomé et al., 2003; Keller et al.,
2003); la relacion de concentraciones (Martinez-Aguirre et al., 1997); el coeficiente
de bioacumulacion (Soriano y Fereres, 2003); el factor de transferencia suelo-planta
(Dushenkov, 2003) son distintas denominaciones para un mismo parametro que
relaciona la concentracion del contaminante en el tejido vegetal con la concentracién
del mismo en el medio (concentracion en tejido / concentracion en sustrato). Esta
relacion ha sido utilizada tanto en trabajos sobre potencial toxicidad de los metales
pesados para predecir o explicar la posible incorporacion a la cadena trofica, como
en estudios sobre tolerancia, acumulaciéon y fitorremediacion para evaluar la

capacidad de las plantas en la acumulacion y secuestro del contaminante.

1.2. Efectos sobre el metabolismo y los indicadores de estrés de las plantas

Los sintomas de toxicidad observados en plantas en presencia de cantidades
excesivas de metales pesados estan relacionados con una serie de interacciones a
nivel celular y molecular (Hall, 2002), que se visualizan a nivel tisular o general de la
planta.
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A nivel macroscopico algunos de los sintomas detectados son: reduccién del
crecimiento de la planta, tanto de parte aérea como raiz, reduccion en el nimero de
hojas y del area foliar, reduccién en la produccién de semillas y biomasa, necrosis o
marchitamiento de hojas. Estos cambios en el aspecto general de la planta
responden a cambios metabdlicos y/o estructurales inducidos por los metales
pesados.

Las alteraciones metabdlicas registradas estdn relacionadas con la
capacidad de los metales para ligarse a los grupos sulfhidrilos de las proteinas,
inhibiendo su actividad o rompiendo su estructura, la induccién de carencias
nutricionales, el desbalance hidrico, efectos adversos sobre la fotosintesis y danos

en las funciones de la membrana plasmatica.

La induccion de sintomas de carencia de nutrientes se debe tanto al
desplazamiento en la absorcién y funciones metabdlicas de elementos esenciales
(Hall, 2002; Schiitzendiibel y Polle, 2002) como al efecto toxico de los metales
pesados sobre la membrana plasmatica que al danarse puede dejar salir nutrientes.
En arroz, la presencia de Cd®** aumenta la permeabilidad de la membrana
plasmatica, induciendo el eflujo de K* de las raices (Llamas et al., 2000), asi como
también ocurre con el exceso de Cu en otras especies (Hall, 2002).

La fotosintesis se ve afectada por la presencia de metales pesados (Costa y
Spitz, 1997; Singh y Agrawal, 2007) tanto por cambios estructurales como
desorganizacion de los tilacoides en los cloroplastos (Sandalio et al., 2001).

Los pigmentos fotosintéticos, clorofila a y b disminuyen fuertemente en
presencia de Cr (Shanker et al., 2005; Singh y Agrawal, 2007), Pb, Cd, Zn, Cu
(Pandey y Sharma, 2002; Singh y Agrawal, 2007), Co y Ni (Pandey y Sharma, 2002).
Estos ultimos autores relacionaron la baja concentracion de clorofila a'y b con una
reduccion en su sintesis debido a la deficiencia de Fe inducida por los metales
pesados, que interfieren en la absorcion de Fe. Los carotenoides también se
reducen aunque, en general, en menor medida, observandose en algunos casos un
aumento en la relacién de carotenoides / clorofila a'y b, como parte de la estrategia
de defensa frente al estrés provocado por el exceso de metales pesados (Singh y
Agrawal, 2007).

Los metales pesados también inducen alteraciones en el balance del agua en
las plantas, observandose sintomas de estrés hidrico aun en condiciones adecuadas
de disponibilidad de agua. En la mayoria de los casos se ha reportado una
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disminucion de la tasa de evapotranspiracidn atribuida al cierre de estomas,
inhibicion de la absorcion de agua por bloqueo de los canales de agua, bloqueo de
aquaporinas y otros; pero también se han observado aumentos en la tasa de
transpiracion en algunos casos (Menon et al., 2005). El contenido hidrico relativo de
las hojas se ve disminuida por la presencia de distintos metales, como Cd
(Poschenreider et al., 1989) y Ni (Llamas, 2005).

El efecto en la resistencia estomatica puede variar con la concentracién de
contaminante y el tiempo de exposicion al mismo. El cadmio, por ejemplo, produce
un incremento de resistencia estomatica sin cambios en la turgencia de las hojas
cuando el tiempo de exposicion es corto, pero a medida que aumenta el tiempo de
exposiciobn se produce dano en el mecanismo de absorcion de agua por
degeneracién de las células apicales de la raiz e incremento en el nivel de &cido
abscisico que lleva al cierre de estomas. Si se prolonga la exposicion a
concentraciones elevadas de Cd, se produce marchitamiento y cierre hidropasivo de
los estomas (Poschenreider et al., 1989; Pai et al., 2006).

Una de las consecuencia de la exposicion a estrés bibtico o abibtico es un
incremento de las especies reactivas de oxigeno (como el radical superdxido O, el
radical hidroxilo OH" y el per6xido de hidrégeno H,O,), intermediarias en las
reducciones sucesivas de O, a H;O. Las especies reactivas de oxigeno provocan
oxidacion inespecifica de proteinas y lipidos de membrana y dafo en el ADN.
Durante mucho tiempo se considerd6 a estas especies reactivas del oxigeno
solamente como moléculas daninas y peligrosas. En la actualidad hay evidencias de
su funcién en el sistema de defensa a patégenos y en ciertas etapas del desarrollo,
actuando también como moléculas sefal intermediarias en la regulacion de la

expresion de genes (Schitzendibel y Polle, 2002).

El control de los niveles de especies reactivas del oxigeno esta ejercido por
un sistema de defensa compuesto por metabolitos antioxidantes como ascorbato,
glutation, tocoferol y por enzimas como superoxido dismutasa, peroxidasa y
catalasa.

La produccion de superéxido, O, aumenta cuando se producen situaciones
donde la tasa de generacion de fotorreductores en los tilacoides supera el nivel
requerido para la reduccion de CO,, cuando la concentracion de CO, es baja y alta
la intensidad luminica (Asada, 1984). La superdxido dismutasa (SOD) es una
metalo-proteina que puede presentarse en distintas especies vegetales asociada a
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distintos metales formando diferentes isoenzimas: Mn-SOD; Cu/Zn-SOD; y Fe-SOD,
y cataliza la conversién de superéxido a peroxido de hidrégeno.

El exceso de peroxido de hidrogeno, cuya acumulacion es aun mas dafina
que la del radical superéxido, es eliminado por accién de dos tipos de enzimas: la
catalasa (CAT) y la ascorbato peroxidasa (APX), que promueven la transformacion
del peréxido de hidrogeno a agua y oxigeno elemental.

En situaciones de estrés, la acumulaciéon de especies reactivas del oxigeno
se inicia a partir del aumento del &cido abscisico inducido por el estrés, que a su vez
lleva al cierre de estomas y a un ingreso limitado de CO, que disminuye la eficiencia
de la fotosintesis (Schiitzendiibel y Polle, 2002; Arbona et al., 2003). La exposicion a
metales pesados provoca una respuesta importante del sistema antioxidante pero la
direccién de la respuesta no es univoca. Se han observado tanto incrementos como
disminucion de la actividad enzimatica de enzimas antioxidantes, dependiendo no
solo del metal considerado sino de la especie vegetal, el tejido afectado y la
intensidad del estrés (Schitzendibel y Polle, 2002). Por ejemplo, en arveja
(guisante) (Pisum sativum L.), la presencia de Cd** puede provocar tanto
disminucién (Sandalio et al., 2001), como aumento (Dixit et al., 2001) de la actividad
enzimatica de superdxido dismutasa y catalasa, variando en estas experiencias la

variedad de arveja estudiada y el tiempo de exposicion al contaminante.

1.3. Mecanismos de tolerancia

La tolerancia a metales pesados en plantas puede ser definida como la
capacidad de sobrevivir en un medio téxico para otras plantas, continuando con el
desarrollo ontogénico y las distintas funciones metabdlicas con normalidad. Sin
embargo, el término tolerancia se utiliza frecuentemente en la literatura para referirse
también a los cambios observados experimentalmente como respuesta a la

presencia de los metales pesados (Hall, 2002).

Las estrategias de tolerancia conocidas estdn  relacionadas
fundamentalmente con la necesidad de evitar las concentraciones elevadas de
metales pesados en sitios sensibles, tanto a nivel planta entera como a nivel celular.
Los mecanismos de exclusion son los mas difundidos en las especies tolerantes a

metales pesados.

Como ya se menciond anteriormente, ciertos acidos organicos y otros

compuestos organicos de bajo peso molecular, exudados por las raices, son
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capaces de aumentar la disponibilidad de nutrientes, incluyendo metales esenciales,
de baja solubilidad en la solucion del suelo, como por ejemplo Fe y Mn (Marschner,
1993). Asimismo, los exudados de las raices intervienen en la tolerancia a los
metales pesados, actuando como quelantes o acomplejantes de los mismos,
limitando su disponibilidad inmediata (Hall, 2002).

La exposicion de la raiz desnuda a los metales pesados estaria restringida a
unos pocos milimetros en la punta de las raices jévenes. Dentro del cortex los
metales se mueven en el apoplasma en razén de su concentracién en el espacio

intercelular y de la capacidad de retencion de la pared celular.

La funciéon de la pared celular como sitio de adsorcion, y por lo tanto
retencion, de los metales pesados esta vinculada con sus propiedades de
intercambiador de iones de relativa baja afinidad y baja selectividad (Clemens et al.,
2002). La pared celular de la mayoria de las plantas, algas y microorganismos esta
compuesta por polisacaridos y carbohidratos que le confieren una carga superficial
negativa, que pueden atraer a los cationes formados por metales como Zn, Cu, Al, y
U. La retencion en la pared celular es un mecanismo inespecifico, con una
capacidad limitada de adsorcion, definida por los sitios de adsorcién disponibles
(Hall, 2002). Por lo tanto, la pared celular podria retener s6lo una cierta cantidad de
moléculas de un determinado metal en funcién de los sitios de adsorcion, la
superficie expuesta y la competencia por estos sitios ejercida por otros iones y/o
metales presentes en el medio.

La membrana plasmatica puede ser considerada la primera estructura viva
afectada por la toxicidad de los metales pesados y que debe ser traspasada para
entrar al interior celular. Se han descrito sistemas de transporte tanto activo como
pasivo. Teniendo en cuenta que el potencial de membrana puede alcanzar -200 mV
en las células epidérmicas de la raiz, los metales, en su condicion de iones
cationicos, podrian ingresar a través de transportadores secundarios como canales
de proteinas y/o transportadores acoplados H'-proteinas (Clemens et al., 2002).
Recientemente se han aislados distintos tipos de transportadores de membrana con
distinta afinidad por metales, actuando en consecuencia en su absorcién y el
mantenimiento de niveles compatibles con el funcionamiento celular. Varios
transportadores de cationes, pertenecientes a las familias ZIP y Nramp (del inglés
“natural resistance-associated macrophage protein”), involucrados en la absorcién
de micronutrientes y, en consecuencia, en la incorporacion de metales como Zn, Fe

y Mn, parecen admitir un amplio rango de sustratos, permitiendo la entrada de
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metales sin funcién metabdlica conocida, como el Cd (Clemens et al., 2002; Kochian
et al., 2002).

La planta tiene mecanismos para dificultar la entrada del contaminante a su
interior, como un incremento de la resistencia de la membrana o la inhibicién del
mecanismo de absorcidn activa como ocurre en presencia de Zn (Barcel6 y
Poschenrieder, 1989). El aumento de la resistencia plasmatica y los mecanismos de
reparacion de la membrana estarian relacionados con un aumento de proteinas de
choque térmico, como se ha visto en cultivo de células de Lycopersicon peruvianum
en medio con Cd y en Enteromorpha intestinalis después de exposicion a Cu (Hall,
2002).

El eflujo activo de iones metdlicos a través de transportadores de tipo P-
ATPasas o cation/H* antiporters ha sido estudiado en bacterias y en células
animales. Es posible la existencia de una estrategia similar en plantas superiores
(Hall, 2002).

A pesar de que, como se ha mencionado, los mecanismos de exclusion son
los mas difundidos, hay plantas que permiten la incorporacion de los metales
pesados, acumulandolos en su interior, pero desarrollando mecanismos que los

aislan y evitan su interferencia en el metabolismo celular.

Una vez ingresados al interior celular de las raices, los metales pesados
pueden ser almacenados en la vacuola o transportados hacia la parte aérea. El
secuestro de los metales pesados en las vacuolas de las raices es un mecanismo
que permite el aislamiento del contaminante y evita su traslado hacia la parte aérea.
En general en la mayoria de las plantas y para la mayoria de los metales pesados,
existe una fuerte restriccién al transporte hacia la parte aérea. En caso de que se
produzca, el transporte se realiza primariamente por el xilema. El ingreso al xilema
esta mediado por transportadores de membrana y en muchos casos el movimiento

de los metales acompana el flujo ascendente provocado por la transpiracion.

La acumulacion de metales en la parte aérea es frecuente en plantas que
crecen naturalmente en suelos metaliferos (Baker, 1981). En estos casos la
acumulacion de metales podria ayudar a la proteccién contra insectos herbivoros,
bacterias o virus (Poschenrieder et al., 2006).

Las plantas en las cuales la concentraciébn de metales en la parte aérea
puede superar ciertos limites (1% para Zn, Mn; 0,1% para Ni, Co, Cr, Cu, Pb, Al;
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0,01% para Cd y Se), sin presentar sintomas visibles de toxicidad, se denominan
hiperacumuladoras (Baker y Brooks, 1989).

Las plantas que acumulan metales en su parte aérea durante un periodo de
tiempo prolongado poseen mecanismos eficientes para detoxificar el metal
incorporado o para aislarlos de modo que no interfieran con las funciones
metabdlicas. Estos mecanismos incluyen la formacibn de quelatos,
biotransformacion y compartimentacién del metal y mecanismos de reparacion de la

membrana celular (Salt et al., 1998).

La formacién de quelatos de metales en el citosol estd vinculada a la
presencia en el citoplasma celular de compuestos con alta afinidad por los metales
pesados que pueden ligarse a los mismos, secuestrandolos y evitando asi su
interferencia con el metabolismo celular. Estos potenciales ligantes incluyen algunos
aminoacidos, acidos organicos (acido citrico, acido malico, histidina) y dos clases de
péptidos ricos en cisteina: las fitoquelatinas y las metaltioninas. La quelacion con
fitoquelatinas y metaltioninas estaria relacionada con el desvio de los metales hacia
vacuolas y su secuestro en raiz, mientras que ligandos como histidinas y citratos
parecen estar relacionados con la conduccién de los metales hacia el xilema
(Clemens et al., 2002), comportandose como facilitadores o acompanantes de los
metales pesados e incrementando su translocacion hacia la parte aérea.

El movimiento ascendente de los cationes metalicos por el xilema se ve
dificultado por la alta capacidad de intercambio catiénica de las paredes celulares
del xilema. Por ese motivo, complejos metal-quelante no catiénicos como Cd-citrato
y Cu-histidina (Salt et al., 1998) o Ni-histidina (Kramer et al., 1996) facilitarian la
llegada de los metales pesados hacia la parte aérea.

Las fitoquelatinas, denominadas por algunos autores como metaltioninas
clase Ill (Rauser, 1990; Cobbett, 2000; Perales-Vela et al., 2006), estan constituidas
por cadenas cortas de péptidos con la estructura basica (y-Glu-Cys),-Gli, donde n
puede tomar valores entre 2 y 11. Su sintesis estd mediada por la enzima
fitoquelatina sintasa, mientras que las metaltioninas presentes en plantas
(metaltioninas clase Il) son proteinas codificadas directamente por genes. Las areas
de competencia de fitoquelatinas y metaltioninas en plantas y el motivo de la
presencia de uno u otro compuesto no esta claro todavia pero podria vincularse a la
edad de las plantas, la sensibilidad diferencial a los metales pesados de algunas
enzimas vinculadas con la sintesis de glutation (GSH) o a la caracteristica de
esencialidad o no esencialidad de los metales (Perales-Vela et al., 2006).
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La sintesis de fitoquelatinas estaria inducida no solo por la presencia de
metales pesados, especialmente de Cd, sino también por niveles intracelulares altos
de GSH, a partir de cuyas moléculas se sintetizan las fitoquelatinas. Teniendo en
cuenta que la biosintesis de GSH es estimulada por la presencia de especies
reactivas del oxigeno como H.O,, es posible que las fitoquelatinas cumplan alguna
funcion importante en la mitigacion del estrés oxidativo provocado por los metales
pesados (Hirata et al., 2005), ademéas de acomplejar los metales pesados y facilitar
su traslado hacia las vacuolas.

Las micorrizas, tanto ectomicorrizas como endomicorrizas vesiculo
arbusculares, han sido estudiadas en relacion a incrementos en la tolerancia a
metales pesados, obteniéndose distintos resultados, pero quedando poco claro
hasta el momento el modo de accion (Hall, 2002; Schitzendubel y Polle, 2002;
Shanker et al., 2005). En general, la presencia de micorrizas resulta en una mayor
exclusién de los metales pesados, pero en algunos casos se ha observado un
aumento en la absorcion de metales pesados. En una experiencia con suelos
contaminados con U y As, Chen et al. (2006) observaron que la colonizacion de las
raices del helecho Pteris vittata L. por diferentes micorrizas arbusculares provocaba
el aumento de la concentracién de U en las raices del helecho pero la concentraciéon
de As se mantenia sin diferencias significativas con respecto al helecho no
micorrizado. Por otra parte, Rufyikiri et al. (2004) no encontraron diferencias
significativas en la concentracion de U en raices de trébol inoculado con el hongo
micorricico Glomus intraradices, pero la concentracion en la parte aérea de las
plantas micorrizadas era menor que en las plantas no micorrizadas, indicando una
retencién del contaminante en las raices incrementada por la presencia de las

micorrizas.

Gran parte de los conocimientos actuales sobre tolerancia a metales pesados
se han desarrollado con el objetivo de disefiar metodologias de remediacion. La
tolerancia a los metales pesados y el crecimiento rapido de una gran biomasa son
requisitos clave para poder utilizar una especie vegetal en remediacion.
Actualmente, a través de ingenieria genética se han obtenido distintas plantas
transgénicas, con mayor capacidad de tolerancia y acumulacién de metales
pesados. La mayoria de las plantas transgénicas obtenidas sobreexpresan genes
involucrados en la biosintesis de proteinas y péptidos ligandos de metales pesados
o genes involucrados en la conversion de los iones téxicos a formas menos toxicas
(Tong et al., 2004).
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Para visualizar lo discutido en esta seccion, en la Figura 2 se han resumido
los distintos mecanismos a nivel celular que intervienen en la detoxificaciéon y

tolerancia a metales pesados en plantas superiores.
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Figura 2 - Mecanismos a nivel celular para la detoxificacién y tolerancia a
metales pesados en plantas superiores. Adaptado y traducido de Hall (2002).
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2. EL CASO DEL URANIO

El uranio (U) presenta 3 isétopos naturales radiactivos (**U, #°U y #*U), pero
el ?U es el mas abundante con una abundancia isotépica de 99,27 %. Es un
elemento oxifilo, con gran avidez por el oxigeno, y se lo encuentra en combinacién
con este ultimo elemento, formando éxidos, complejos de hidréxidos, fosfatos,
carbonatos, silicatos, etc. Presenta tres estados de oxidacién: U™; U* y U*®
predominando el primero y el Gltimo (Gamba, 2002), dado que la formacién de U**
se ha observado en estudios de laboratorio pero no tiene estabilidad ni juega un
papel importante en medios naturales (Kalin et al., 2005).

El U es un constituyente natural de todos los suelos y la mayoria de las
aguas naturales, pero se encuentra en mayor concentracion en algunas rocas y
minerales, que pueden ser explotados para obtener concentrados de U utilizables en
la generacién de energia. También se encuentra en distintas formaciones geolégicas
que dan lugar a explotaciones de otros minerales. El U forma parte de mas de 160
minerales que representan el 5 % de todos los minerales conocidos (Kalin et al.,
2005). Las rocas fosféricas utilizadas como materia prima para fertilizantes suelen
contener distintos metales pesados (Giuffré de Lépez Camelo et al.,, 1997) vy, en
particular, U (Burnett et al.,, 1996). En consecuencia, los fertilizantes fosfatados
pueden tener niveles variables de U (Romero Guzman et al., 2002; Bonetto, 2006)

que son incorporados al suelo con la fertilizacion.

En suelos en condiciones aerdbicas el U se presenta en el estado de
oxidacién +VI. Su disponibilidad para las plantas varia en relacion con la
composicion mineraldgica, el pH, el estado de oxidacién y los otros elementos

presentes en el medio.

La solubilidad del U en soluciones de composicion quimica determinada se
ha estudiado utilizando distintos modelos de computacién y se ha observado que a
pH &cidos, menores a 5, el U se encuentra como catién uranilo libre (UO,*), en
estado de oxidacién +VI. A pH neutro se forman hidroxicomplejos de U, mientras que
en condiciones alcalinas predominan los carbonatos de U, de alta solubilidad.

En los suelos, el U forma complejos con fosfatos, sulfatos, carbonatos e
hidroxidos que favorecen la solubilidad total del U en el medio (Shahandeh y
Hossner, 2002). Duquene et al. (2006) encontraron una correlacion significativa
entre los factores de transferencia del suelo hacia la parte aérea de la planta y la

concentracion de U en solucion, ya sea como ién uranilo o complejos carbonato-U.
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En presencia de fésforo (P), se forman complejos de U y P, de la forma
UO»(HPO,4),* , muy estables en un rango amplio de pH, entre 4 y 9 (Ebbs et al.,
1998; Laroche et al.,, 2005). Ebbs et al. (1998) considera que la formacién de
complejos U-P disminuyen la biodisponibilidad del U. Varios estudios han
demostrado que el agregado de P, en distintas formas quimicas, puede inmovilizar y
precipitar el U (Seaman et al., 2001). Sin embargo, a pesar de su escasa solubilidad,
los complejos de U y P también contribuirian al U biodisponible (Laroche et al., 2005;
Duqueéne et al., 2006), probablemente por su intervencion en la reposicion de los
cationes uranilo en solucion, consumidos por las plantas (Laroche et al., 2005). La
reposicién de la concentracién de metales en la solucién del suelo esté vinculada

con los mecanismos de adsorciéon, desorcién e intercambio.

En suelos aireados, con condiciones oxidantes, el U es adsorbido
rapidamente (incluyendo fenédmenos de adsorcion superficial y precipitacion) por la
fase solida del suelo. La adsorcion del U aumenta con el aumento del pH del suelo,
por el aumento de cargas negativas superficiales sobre la caolinita y la materia
organica (Willet y Bond, 1995).

En sedimentos con bajo contenido de materia organica se ha observado una
mayor concentracién de U asociada a particulas de menor tamarno, es decir, arcillas
y limos (Sowder et al., 2003). En presencia de materia organica, la distribucion del U
y su disponibilidad para las plantas esta asociada a la fraccion organica del suelo
(Sowder et al., 2003; Morton et al., 2001).

2.1. Absorcion del uranio por las plantas

Como cualquier elemento quimico presente en el suelo y en el agua, el U es
absorbido normalmente por las plantas pero en cantidades muy pequenas, y, por lo
tanto, es un constituyente normal de los tejidos vegetales a nivel de trazas.

Los primeros trabajos sobre absorcion de U por las plantas buscaban
estudiar la utilizacién de algunas plantas como indicadoras de manifestaciones de
minerales de U en prospeccion minera (Pande et al., 1993) y describen la
distribucion del U absorbido por plantas nativas en zonas con alta concentracion
natural de U (Moffet y Tellier, 1977; Pande et al., 1993; Saric et al., 1995).

Con el aumento de la preocupacién por la remediacién de zonas afectadas
por residuos de U, se comenzaron a registrar algunos trabajos sobre condiciones o
cambios en los sustratos que favorecen la absorcion de U en plantas cultivadas, ya
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sea en suelos contaminados o en hidroponia, haciendo énfasis en los riesgos de
transferencia a la cadena trofica (Vera Tomé et al., 2003) o en la posible utilizacién
de plantas acumuladoras de U en fitorremediacién (Huang et al., 1998).

Los suelos de areas con manifestaciones uraniferas naturales tienen, en
muchos casos, condiciones de alcalinidad y aridez que dificultan por si mismas el
crecimiento de vegetales. Sin embargo, no estan despobladas de vegetacion. Un
analisis de la tolerancia a la presencia de U y de la capacidad acumuladora de las
plantas nativas de estas areas puede ser importante para su utilizacién en tareas de

remediacion.

La forma de U absorbida por las plantas con mayor facilidad es el cation
uranilo libre, predominante a pH 5 — 5,5 (Ebbs et al., 1998). Sin embargo, a otros
pHs las plantas pueden absorber igualmente U, aunque el mismo se encuentre
menos disponible. Laroche et al. (2005) observaron que Phaseolus vulgaris absorbia
U de las formas predominantes a diferentes pHs sin distincién relevante vy
alcanzando valores similares de acumulacion de U en plantas a los distintos pHs.
Comparando la absorcién de distintas especies en suelos acidos y suelos alcalinos,
Shahandeh y Hossner (2002) y Duquéne et al. (2006) observaron una acumulacién
de U en hojas y raices relativamente mayor en los suelos alcalinos con respecto a
los acidos, atribuyendo este hecho a la presencia de complejos de carbonato de
uranilo altamente solubles en los suelos de pH alto.

Dos aspectos destacados en distintos trabajos sobre absorcion de U por las
plantas son: 1) la posible dependencia de absorcion de U con el pH del medio, ya
comentada y 2) la acumulacion diferencial de U en las raices con respecto a la parte
aérea. El U queda retenido en las raices y transloca muy poco hacia la parte aérea
tanto en cultivos hidropdnicos como en suelos (Sela et al., 1988; Ebbs et al., 1998;
Tyler y Olson, 2001; Singh et al., 2005).

La adsorcion de los metales pesados en la pared celular es una de las
formas de retencion de elementos toxicos que podria estar actuando, evitando la
entrada a la planta y por lo tanto la translocacién a la parte aérea. Sin embargo, Sela
et al. (1988), mediante microanalisis con rayos X en Azolla filiculoides expuesta a
una concentracién de U de 10 ppm, demostraron que la acumulacién de U era
significativamente mayor dentro del citoplasma que en la pared celular.

La concentracion de U en la parte aérea de plantas cultivadas en suelo se ve
aumentada cuando se adiciona &cido citrico al suelo (Huang et al., 1998; Ebbs et al.,
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1998). Otros compuestos capaces de formar complejos como HEDTA han sido
probados pero resultaron menos efectivos en el aumento de la absorcién de U.

Recientemente, distintos estudios han mostrado el papel de las micorrizas en
la adaptacién de las plantas a los metales pesados (Schitzendlbel y Polle, 2002) y
en particular al U (Rufyikiri et al., 2004; Chen et al., 2006). Las micorrizas vesiculo
arbusculares promueven la inmovilizacibn de U en las raices y reducen la

translocacion del U hacia la parte aérea (Rufyikiri et al., 2004; Chen et al., 2005b).

El girasol (Helianthus annus L.) es una de las plantas mas estudiada en
relacion a su acumulacion, tolerancia al U y potencial uso en rizofiltracion
(Dushenkov et al., 1997; Shahardeh y Hossner, 2002; Singh et al., 2005; Blanco
Rodriguez et al.,, 2006). La acumulacibn de U en girasol se produce
fundamentalmente en la raiz donde el factor de bioacumulacién en relacion a la

concentracion de U en el agua puede alcanzar a 30.000 (Dushenkov, 2003).

La remolacha (Beta vulgaris) es otra de las especies vegetales mencionadas
por su capacidad de sobrevivir en medios con U y acumular este elemento en suelos
y en cultivos hidroponicos (Ebbs et al., 1998; Shahardeh y Hossner, 2002).

En la Tabla 1 se mencionan algunos de los trabajos recientes sobre distintos
aspectos de la dinamica del U en la relacion suelo-planta y los efectos fisiolégicos
y/0 bioquimicos que causa la presencia de U en distintas especies vegetales.

2.2. Cambios metabolicos provocados por la presencia de Uranio en plantas
superiores
Hasta el momento existe poca informacién sobre los cambios a nivel celular o

molecular debidos a la presencia de U en las plantas o en el medio de cultivo.

La respuesta al estrés oxidativo en plantas expuestas a U y Cd fue estudiado
por Vandehove et al. (2006), observandose una estimulacion, aunque no
significativa, de la actividad enzimatica (glutation reductasa, guaiacol peroxidasa,
superoxido dismutasa) en las raices de Phaseolus vulgaris a medida que aumentaba
la concentracion de los contaminantes. Sin embargo, las raices expuestas a 1.000

uM U mostraron una reduccion significativa en la actividad enzimatica.
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Tabla 1 - Algunos trabajos publicados sobre distintos aspectos de la relacion
uranio—especies vegetales.

Condiciones de

Especie vegetal Tema cultivo Referencia
- . Localizacion de U en . . Sela et al.,
Azolla filiculoides tejido de raiz y hojas Hidroponia 1988
Blanco
Helianthus annus Hidroponia Rodriguez et
al., 2006

Zea mays, Brassica
juncea, Triticum
aestivum, Pisum
sativa, Lolium

Transferencia sustrato-
planta

Suelo-macetas

Duquene et al.,
2006

perenne
Pasturas Suelo mina - Vera Tomé et
campo al., 2003
Martinez-
Spartina densiflora Suelo - campo | Aguirre et al.,
1997
; Chen et al.,
Medicago truncatula Suelo-arena, en | 2005a
Efecto de micorrizas en macetas Chen et al.,
Hordeum vulgare la absorcion, 2005b
Trifolium translocacion y Rufiyikiri et al.,
subterraneum acumulacion de U Suelo en macetas 2004
Pteris vittata Chenetal,
2006

Agropyron
elongatum
Larrea sp.

Transporte vertical de U
en relacion a cobertura
vegetal y agregado de
biomasa vegetal (Larrea
Sp.) seca como
enmienda

Suelo-columnas

Bonetto, 2006
Bonetto et al.,
2006

Helianthus annus
Hibiscus esculentus,

Concentraciéon de U en
distintas partes de las

Lycopersicon plantas expuestas a Suelo-macetas Singh et al.,

esculentum, el . 2005

Capsicum annus, rL1J|ve es contaminantes de

Raphanus sativus

Helianthus annus

Brassica juncea Chang et al.,

Brassica napus, Efecto del acido citrico i 2005

Brassica chinensis sobre la absorciéon de U Suelo-macetas

Brassica juncea; Huang et al.,

Brassica chinensis 1998

Pisum sativum

Beta vulgaris Efecto del pH, P y Suelo-macetas | Ebbs et al.,
quelantes sobre la . ;

Phaseolus absorcién de U hidroponia 1998

acutifolius y otras

Trifolium ivikiri
Efecto del P sobre la Rufiyikiri et al.,

subterraneum absorcion de U Suelo en macetas 2006

Hordeum vulgare
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Especie vegetal Tema cultivo Referencia
Efecto del U sobre el Colas de mineria- | Jagetiyay

Helianthus annus

crecimiento y parametros
bioguimicos

suelo en macetas

Purohit, 2006

Brassica juncea
Helianthus annus
Beta vulgaris
Brassica napus, B.
oleracea, Zeas mays
y otras

Acumulacion y tolerancia
a U en suelos con
distintas propiedades

Suelo-macetas

Shahandeh y
Hossner, 2002

Phaseolus vulgaris

Efecto del pH y del P
sobre la absorcion de U

Hidroponia

Laroche et al.,
2005

Phaseolus vulgaris Suelo-macetas | Sheppard y
Ffaphgmus sativus Biodisponibilidad de U Evenden, 1992
Vaccinium Suelo-campo Morton et al.,
angustifolium 2001
Phaseolus vulgaris Efe_c'go del U _solgr_e la Vandehove et
actividad enziméatica al., 2006
Dushenkov et
. . . al., 1997;
Helianthus annus Hidroponia Dushenkov,
Rizofiltracién 2003
gza::écig;ggvea Cultivo de tejido | Eapen et al.,
pO “hairy roots” 2003
amaranticolor
Festuca rubra;
Phleum pratense, Moffet y Tellier,
Phalaris 1977
arundinacea;
Agrostis alba
Shorea robusta;
Emblica officinalis; Pande et al.,
Lagerstroemia 1993
parviflora Absorcion de U Suelo-campo
Phaseolus vulgaris;
Brassica oleracea;
Lactuca sativa;
Zea mays; Allium Saric et al.,
cepa; Solanum 1995
tuberosum; Spinacia
oleracea; Helianthus
annus
Pseudokirchneriella | Ensayos de biotoxicidad Ensayos en Antunes et al.,
sucapitata (alga) por U laboratorio 2007

Absorcion de U y otros

Agrostis capillaris elementos en funcion del | Suelo-macetas ;éloe{ y Olsson,
pH del suelo

Brassica juncea Fitoextraccién/efecto Suelo-macetas | Vandehove y

Lolium perenne acido citrico Van Hees, 2004

Triticum aestivum,
Lycopersicon
esculentum

Asimilacion de U

Invernaculo

Gulati et al.,
1980
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3. TRATAMIENTO DE SUELOS Y AGUAS CONTAMINADOS CON

METALES PESADOS UTILIZANDO MATERIALES BIOLOGICOS

La biorremediacion, utilizando plantas o microorganismos vivos y la
bioadsorcion, sobre biomasa muerta metabdlicamente inactiva de plantas, algas y
microorganismos, son metodologias de remediacion alternativas o complementarias
de técnicas quimicas y de ingenieria (Salt, et al.,1998; Ahluwalia y Goyal, 2007), que
ofrecen efectividad a costos menores que los tratamientos convencionales,
especialmente cuando los niveles de contaminacién son bajos y las areas o

voliumenes a descontaminar son extensas.

El potencial uso de plantas y microorganismos para la limpieza tanto de
metales pesados derivados de la manipulacién del Uranio como de otros
radionucleidos se ha estudiado en distintos medios de cultivo y sustratos (Huang et
al., 1998; Barkay y Schaefer, 2001), habiéndose llegado en un caso a instalacion de
un sistema de limpieza de agua contaminada a escala piloto (Dushenkov, 2003).

En la siguiente seccién nos limitaremos a explicar las distintas tecnologias de
remediacion desarrolladas hasta el momento con uso de plantas vivas y los
procesos fisioldgicos involucrados. Pero un estudio completo sobre la factibilidad de
uso de la fitorremediacion deberia incluir el andlisis de las instalaciones necesarias,
los tiempos y costes involucrados, asi como el estudio de los procedimientos
necesarios postcosecha para procesar, reducir y/o almacenar los materiales
enriquecidos en metales pesados, potencialmente peligrosos. Sin embargo, muchos
de estos temas exceden el area de competencia biolégica y es necesario dar lugar a
otras areas del conocimiento como la geologia, la geoquimica, la ingenieria, la

agronomia, la toxicologia y la comunicacién.

El desarrollo de sistemas de remediacion basados en el uso de
microorganismos Yy/o plantas vivas requiere de estudios interdisciplinares que

permitan estudiar la problematica desde distintos puntos de vista.

3.1. Cultivo de plantas con fines de fitorremediacion

La fitorremediacién se define como el uso de plantas para remover, degradar,
contener o estabilizar contaminantes diversos, como metales pesados, elementos
trazas, compuestos organicos y radionucleidos, en suelos, sedimentos y aguas (Salt
et al., 1998; Padmavathiamma y Li, 2007). Esta definicion incluye todos los procesos
biol6gicos, quimicos, y fisicos influidos por las plantas y su rizosfera, que conducen
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a la extraccion, secuestro, inmovilizacidon, degradacion o metabolismo de
contaminantes. Se presentan como técnicas de bajo costo que puede utilizarse in
situ (Entry et al., 1997; Salt et al., 1998; Dushenkov, 2003), en areas extensas con
niveles bajos de contaminacion o como complemento de otras técnicas de

remediacion.

La fitorremediacién puede incluir técnicas para inmovilizar los metales
pesados (fitoestabilizacién), para asegurar la extraccion de metales presentes en los
suelos y aguas (fitoextraccion y rizofiltracién), o para permitir la volatilizacién
(fitovolatilizacion).

Algunos contaminantes metalicos como arsénico (As), mercurio (Hg), y
selenio (Se) pueden formar compuestos gaseosos naturalmente. Recientemente se
ha explotado esta particularidad para promover la absorcion de estos elementos por
plantas naturales o genéticamente modificadas que puedan convertirlos
bioldgicamente en formas gaseosas y expulsarlos a la atmésfera (Salt et al., 1998;
Padmavathiamma y Li, 2007), dando lugar a una nueva técnica de remediacion, la

fitovolatilizacion.

Especies vegetales como arroz, brdcoli, repollo, Astragalus bisulcatus y
alfalfa volatilizan Se en la forma de dimetil selenido o dimetil diselenido (Terry et al.,
2000). Las plantas pueden absorber formas inorganicas como selenato y selenito y
formas organicas como selenometionina. Hay evidencias que muestran que el
proceso completo de absorcién de Se inorganico y reduccién a una forma organica
volatil es posible sélo por la interaccion de las plantas con microorganismos de la
rizosfera, que serian responsables de la asimilacién y reduccién del Se inorganico a

formas organicas (Salt et al., 1998; Terry et al., 2000).

La volatilizacion de As como dimetilarsenito ha sido mencionado como un
mecanismo de resistencia en algas marinas y, si bien las plantas acumulan As
predominantemente en las raices, podria existir un proceso de biotransformacién
mediados por plantas y bacterias rizosféricas que incrementaria la tasa de
volatilizacién. En cuanto al Hg, se ha observado su volatilizacion en plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana en donde se ha introducido un gen bacteriano
para la sintesis de mercurio reductasa (Salt et al., 1998).

La fitovolatilizacién es la tecnologia de fitorremediacién mas controvertida
por las posibles consecuencias ambientales que derivan de su aplicacién. Por un
lado, implica la desaparicion del contaminante del suelo sin necesidad de
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tratamiento posterior, pero esto mismo implica una pérdida de control sobre
contaminantes tdxicos que ingresan a la atmésfera y pueden ser distribuidos a
través del aire para ingresar al suelo nuevamente por deposicion en otros lugares
(Salt et al., 1998; Padmavathiamma y Li, 2007).

La fitoextraccién implica la absorcién y acumulacion de metales en partes de
las plantas que puedan ser cosechadas facilmente (parte aérea) y, posteriormente,
tratadas, reducidas en volumen y almacenadas. La situacion Optima seria la
utilizacion de plantas hiperacumuladoras que desarrollen gran biomasa rapidamente
para lograr la limpieza de los suelos en un periodo acotado de tiempo. Sin embargo,
la mayoria de las plantas hiperacumuladoras que naturalmente concentran metales
pesados en la parte aérea, desarrollan, en general, una biomasa pequena. Por estos
motivos se han desarrollado dos estrategias de fitoextraccion: 1) la fitoextraccion
natural o continua, donde se utilizan plantas hiperacumuladoras; 2) la fitoextraccion
guimicamente asistida, donde se usan plantas productoras de gran biomasa que son
capaces de absorber y translocar los metales cuando su disponibilidad es
aumentada por agregado de determinadas sustancias quimicas que acidifican el

sustrato o forman complejos y quelatos con los metales.

Algunas de las sustancias quimicas utilizadas en esta modalidad de
fitoextraccion son: EDTA (&cido etilen diamino tetra acético), EGTA (acido etilen-
glycol O-O’-bis-[2-amino-etil]-N.N.N"N"-tetra acético), EDDS (etilen diamino
disuccinato), EDDHA (&cido etilendiamino di-o-hidroxifenilacético), DTPA (&cido
dietilentriaminopenta-acético) y acido citrico (Schmidt, 2003; Padmavathiamma y Li,
2007). Hernandez-Allica et al. (2007) explican el efecto del EDTA sugiriendo un
ingreso no selectivo al apoplasma de las raices de los complejos EDTA-metal.

Una mayor translocacién de complejos EDTA-metal pesados desde las
raices a la parte aérea se ha observado en el caso del Pb, pero el efecto no es tan
marcado en el caso de otros metales como Zn y Cd (Vassil et al., 1998; Wenzel et
al., 2003; Hernandez-Allica et al., 2007).

Sin embargo, existen dudas sobre la inocuidad del agregado de acidificantes
0 quelantes, que puede afectar a los microorganismos y formar compuestos con los
metales pesados no degradables y persistentes en el ambiente. Por otra parte,
distintos estudios han demostrado que la efectividad de los quelantes como el EDTA
en el incremento de la absorcion y translocacién de los metales pesados en las
plantas es menor que su efecto positivo en la solubilidad o labilidad de los mismos.
De esta forma, luego de una aplicacion de EDTA, los metales pesados serian
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susceptibles de mayor movilidad hacia los horizontes o estratos subsuperficiales del
suelo con riesgo de contaminacién para el agua subterrdnea (Lombi et al., 2001;
Schmidt, 2003; Wenzel et al., 2003). Por otra parte, el EDTA administrado
independientemente de los metales pesados causa por si mismo sintomas
fisiologicos negativos relacionados con la tasa de transpiracion y el contenido hidrico
(Hernandez-Allica et al.,, 2007), aunque el mencionado autor indica que la
conveniencia de uso de este quelante en concentraciones relativas adecuadas que

disminuyan los efectos colaterales.

También se han utilizado abonos inorganicos como sulfato de amonio y otros
compuestos de azufre para bajar el pH de los suelos y, asi, provocar una mayor
solubilidad y disponibilidad de los metales pesados (Schmidt, 2003).

En el caso del U, la acumulacién de este metal pesado en la parte aérea esta
fuertemente restringida, aunque se ha podido incrementar esta acumulacion con la
adicién de acido citrico (Huang et al., 1998; Chang et al., 2005). La reduccion del pH
del suelo, provocada por la adicién del &cido citrico, no explica totalmente la mayor
absorcién de U por las plantas, ya que la adicién de otros acidos como nitrico o
sulfirico, en la misma proporcién que el acido citrico (20 mmol kg'suelo), no
incrementa la acumulacién en la misma medida (Huang et al., 1998). Chang et al.
(2005) consideran que, por lo tanto, la absorcion de U se produce directamente en la
forma acomplejada. Estos mismos autores comentan dos posibles consecuencias
adversas de la adicion de &cido citrico: 1) el aumento de la solubilidad del U y, por lo
tanto, del riesgo de lavado hacia capas mas profundas del suelo y, 2) la posibilidad
de formacién a largo plazo de triéxido de U, un compuesto muy estable y dificil de

extraer.

La posibilidad de aplicacién efectiva de técnicas de fitorremediacion por
extraccion depende del nimero de afos y/o cosechas necesarias para reducir el
nivel de contaminantes en el suelo por debajo de los limites admitidos para el uso
agricola (Soriano y Fereres, 2003) o de la factibilidad de destinar las tierras a otros
fines como, por ejemplo, parquizacion (Instituto Tecnolégico Geominero de Espana,
1996). En cualquiera de los casos se requiere de plantas que combinen tolerancia,
capacidad acumuladora y gran biomasa, de modo de alcanzar los valores admisibles
para cada uso en un periodo razonable de tiempo.

La remocién de metales pesados de aguas contaminadas puede realizarse
mediante la técnica de rizofiltracion. En este caso se utilizan generalmente plantas
terrestres por poseer un sistema radical mas grande, cubierto por pelos radicales
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que implica una superficie expuesta extremadamente grande (Padmavathiamma y
Li, 2007), pero algunas plantas acuaticas como Salvinia herzogii, Pistia stratiotes y
Eichornia crassipes (Maine et al., 2001) o el helecho Azolla filliculoides (Oren
Benaroya et al., 2004) también son capaces de extraer metales pesados del medio.

El girasol (Helianthus annus L.) y la mostaza (Brassica juncea Czern.) son
ejemplos de plantas terrestres que han demostrado ser capaces de la limpieza de
aguas contaminadas con diferentes metales como Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, y Zn
(Dushenkov et al., 1995). El girasol es también tolerante y capaz de extraer U en sus
raices (Dushenkov et al., 1995; Blanco Rodriguez et al., 2006) y se ha logrado
instalar un sistema a escala piloto para la descontaminacion de aguas contaminadas
con U en Ashtabula, Ohio, USA (Dushenkov, 2003).

Una tecnologia vinculada con la fitofiltracion y la rizofiltracion ha sido
desarrollada usando biomasa de distintas especies como bioadsorbentes (Ahluwalia
y Goyal, 2007; Ekmekyapar et al., 2006). Esta tecnologia se basa en las
propiedades fijadoras de la pared celular como adsorbente de los metales pesados.
Algunas especies de algas como Sargassum (alga marrén) y Chlorella son efectivas
en la remocion de metales pesados como Cr, Cu, Cd y U (Ahluwalia y Goyal, 2007;
Kalin et al., 2005; Davis et al., 2003) de aguas contaminadas por bioadsorcién y

otros mecanismos asociados.

La fitoestabilizacién utiliza plantas tolerantes a la presencia de metales
pesados como cobertura vegetal para estabilizar suelos contaminados, inmovilizar
los contaminantes y evitar la diseminacion de suelo y particulas contaminadas,
especialmente en zonas mineras. La fitoestabilizacién no intenta extraer los metales
pesados sino inmovilizarlos por absorcién en las raices, adsorcidén sobre las mismas

o0 precipitacién en la rizosfera.

Las actividades mineras a cielo abierto generan fuerte impacto en la
topografia que requiere una restitucion posterior al cierre de la explotacién. Durante
la explotacién se deben trasladar grandes volumenes de material estéril y con
distinto tenor del mineral hasta dejar al descubierto la mena de mineral explotable.
En general, los lugares donde se vuelve a acumular el material excavado,
denominados escombreras, dejan material de distinta granulometria expuesto a la
erosién hidrica y edlica (Instituto Tecnolégico Geominero de Espana, 1996). A largo
plazo estas escombreras son colonizadas por plantas nativas, pero los tiempos de
revegetacion son variables dependiendo de las caracteristicas ambientales del area,

que suelen ser en muchas ocasiones zonas aridas y semiaridas con limitaciones
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hidricas y vientos. Es posible ayudar a la estabilizacion de los sustratos y
escombreras con plantas apropiadas, escogidas para tales fines.

La fitoestabilizacién puede utilizarse incluso como una estrategia para reducir
el riesgo de diseminacion del material contaminado mientras se mantenga abierta la

mina y no se proceda a la remediacion definitiva del sitio.

Por dltimo, mas recientemente, una nueva tecnologia de remediacién para
metales pesados, incluyendo el Uranio, se ha comenzado a desarrollar utilizando la
técnica de cultivo de raices a partir de la enfermedad provocada en heridas de
plantas superiores por la infeccion con Agrobacterium rhizogenes. Esta bacteria
gram negativa del suelo transfiere un segmento de DNA (T-DNA) de su plasmido
inductor de enraizamiento (Ri) al genoma de la planta infectada. Este T-DNA
contiene un conjunto de genes que codifican enzimas para la biosintesis de auxinas
y citoquininas. El nuevo balance hormonal induce la formacién de raices, llamadas
“hairy roots”, que emergen de la herida (Guillon et al., 2006). La promocién de este
enraizamiento en plantas hiperacumuladoras permitiria su uso para extraer Cd, Ni o
U (Eapen et al., 2003; Guillon et al., 2006).
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

Las plantas autdctonas de las areas mineras donde la abundancia de
determinado metal pesado es elevada, son capaces de tolerar niveles de metales que
serian téxicos para otras plantas y pueden acumular en sus tejidos cantidades
importantes del metal predominante, probablemente como resultado de un proceso
genético evolutivo de adaptacion selectiva.

En las dos ultimas décadas se ha profundizado el estudio de la capacidad
acumuladora de metales en distintas plantas y la busqueda de especies vegetales
que puedan ayudar a remover el exceso de metales del suelo y de aguas
contaminadas. Sin embargo, en la mayoria de los casos, se han observado distintos
cambios metabdlicos y/o estructurales relacionados con la tolerancia pero también
con el estrés producido por la presencia de los contaminantes.

El U es un caso particular por su alta toxicidad quimica a bajas
concentraciones sumado al riesgo radiologico relativamente débil debido a si mismo,
pero importante en funcién de los elementos resultantes de su desintegracion

radiactiva.

El yacimiento de U de Sierra Pintada se encuentra ubicado en la provincia de
Mendoza, en el Oeste de la Republica Argentina, a 38 km al O de la ciudad de San
Rafael (Figura 3). Esta ciudad y su area de influencia cuentan con una poblacion total
de 126.000 habitantes y es el polo industrial vitivinicola del sur mendocino. La
economia regional se basa en la produccién e industrializacion de vid, frutas de
carozo y olivos. En los ultimos tiempos ha progresado la actividad turistica
relacionada con la presencia de bellezas naturales como el Cafnén del Rio Atuel y los
lagos artificiales de las centrales hidroeléctricas Agua del Toro, Los Reyunos, Valle
Grande y El Nihuil.

El clima de la zona es continental semiarido. La temperatura media anual es
de 15 °C y la precipitacibn media anual es de 343 mm. Debido a las bajas
precipitaciones, los cultivos se realizan bajo riego.

La explotacion minera del yacimiento se inicié en 1975 y, desde 1995, se
encuentra suspendida su operacion. Como consecuencia de la explotacién de la mina
se realizaron movimientos de grandes volumenes de suelo y rocas, resultando
grandes oquedades correspondientes a las canteras de explotacion a cielo abierto y
pilas de acopio de roca estéril (sin U), marginales de mineral (con distintos niveles de
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Uranio por debajo de la concentracibn economicamente rentable) y mineral

procesado (PRAMU, 2002)

Figura 3 - Ubicacion del Complejo Minero San Rafael, en Sierra Pintada, dentro
de la Provincia de Mendoza en Argentina. Fuente: PRAMU (2002)
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En las zonas excavadas de la mina el agua de lluvia y de escorrentia se
acumula y, al estar en contacto con mineral de U, se enriquece en este elemento. La
region depende del agua de regadio para el mantenimiento de sus producciones
agricolas y, por lo tanto, los organismos provinciales controlan la calidad y uso del

agua en la zona.

Dada la importancia de mantener los recursos naturales y econémicos de la
region, dentro del Programa de Restitucibn Ambiental de la Mineria del Uranio
(PRAMU), se estan estudiando distintas metodologias de acuerdo con los niveles de
la contaminacion con el fin de abordar la restauracién ambiental, una vez finalizada la

operacion de la mina.

En las explotaciones mineras, con independencia del proceso de remediacién
que deba ser llevado a cabo al cierre de la mina, la vegetacion ayuda a estabilizar las
particulas de suelo o de marginal de mineral que pueden quedar sueltas y ser
acarreadas por el viento diseminando la contaminacién. En estos casos, tanto para la
vegetacion nativa o de aparicion espontdnea que se instale en el area como para la
vegetacion potencialmente utilizable en posteriores proyectos de parquizacion es
interesante conocer la resistencia a la toxicidad de las plantas utilizables y los
coeficientes de transferencia del metal pesado desde el suelo a las plantas.

En nuestra area de trabajo, el uso de plantas, ya sea para la fitoestabilizacion
del U, evitando su dispersidon mientras se procede a tratamientos mas drasticos, o
para la fitoextraccion en aguas y suelos con baja contaminacién, es uno de los
aspectos a estudiar. Para ello es necesario conocer las posibilidades de las plantas
nativas y algunos aspectos fisiologicos de la acumulacion de este metal en las
plantas.

Este proyecto tiene como objetivo general la contribucion al conocimiento
sobre la absorcién de Uranio en plantas terrestres y sobre su comportamiento en
medios contaminados con este metal pesado. Debido a que el comportamiento del U
en el suelo es muy complejo por las distintas especies quimicas en las que se
presenta y los multiples factores que influyen en su biodisponibilidad, se realizaron
estudios en campo y se profundizaron algunos aspectos fisiolégicos en condiciones
controladas.

Se incluyeron estudios sobre suelos naturales no contaminados, suelos
contaminados, modificados por la actividad minera y cultivos hidrop6nicos con
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distintos niveles de contaminacion. Estos estudios podran ser, eventualmente, usados

en el desarrollo de sistemas de fitorremediacion.

En funcién del objetivo general planteado, se ha subdivido el presente trabajo

en dos objetivos especificos:

1. Estudiar in situ la capacidad potencial de absorcién de U de algunas
especies vegetales de aparicion espontanea en un area minera, para su
posible uso en programas de fitorremediacion o fitoestabilizacion. Se
analizara la acumulacion de U y la transferencia de U desde el sustrato al
tejido vegetal de distintas especies capaces de colonizar y sobrevivir en
sustratos contaminados con distintos niveles de U.

2. Estudiar, en condiciones de hidroponia en laboratorio, la capacidad de
acumulacion de U de la remolacha roja (Beta vulgaris), especie utilizada
por diversos autores como modelo por su capacidad de supervivencia en
medios contaminados con uranio y por su capacidad de acumulacién de
este metal pesado en las raices. Se analizara la tolerancia al U de la
remolacha en condiciones de hidroponia, la capacidad extractiva del U por
las raices y su transferencia a la parte aérea, las consecuencias de la
contaminacién sobre el crecimiento, y los cambios producidos en algunos
parametros fisiolégicos como el contenido en pigmentos fotosintéticos, el
contenido hidrico relativo, y la actividad ascérbico peroxidasa, relacionada

con el estrés oxidativo.
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Il - MATERIALES Y METODOS
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1. TRANSFERENCIA DE URANIO A PLANTAS EN ECOSISTEMAS
NATURALES Y MODIFICADOS

1.1. Descripcion de las zonas de muestreo y toma de muestras

Las zonas de estudio se encuentran dentro de la region fitogeografica del
Monte, en un sector con caracteristicas particulares por su relieve, el Bloque de San
Rafael, que es un conjunto de serranias de suave declive y alturas que no
sobrepasan los 2.300 m.s.n.m (Martinez Carretero, 1999; SAGyP, 1995).

Los suelos son arenosos, pedregosos y sueltos, con escasa estructura y bajo

contenido de materia orgénica.

En las zonas no sujetas a alteraciones antropogénicas, tanto al exterior como
dentro del Complejo Minero, la vegetacion predominante es la estepa arbustiva
xerdfila, con variaciones en el grado de cobertura vegetal en funcion de la pendiente,
la pedregosidad y la humedad. En términos generales, la flora autdctona esta
expuesta a condiciones ambientales é&ridas, con déficit hidrico por las escasas
precipitaciones y un alto grado de insolaciéon, que conducen a una tasa elevada de
evapotranspiracion (Subsecretaria de Medio Ambiente de Mendoza, 2006). La
provisién de nutrientes, especialmente N, es también limitada debido a los bajos

niveles de materia organica.

Se tomaron muestras de suelos y plantas no cultivadas de un total de nueve
zonas de muestreo, seis de ellas (numeradas del 1 al 6) seleccionadas dentro del
Complejo Minero, y las tres restantes (numeradas del 7 al 9) localizadas al exterior,
en areas con caracteristicas de suelo y clima similares al area del Complejo Minero.

Las 6 zonas seleccionadas dentro del Complejo Minero fueron:
1- escombrera 1
2- escombrera 2
3- una escombrera de acopio de estériles del mineral de uranio
4- una escombrera de marginales del mineral de uranio
5- una escombrera de cola de mineral de uranio

6- un &rea cercana sin disturbios por la explotacién minera
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Las 3 zonas seleccionadas al exterior del Complejo Minero fueron:

7- un area de afloramiento natural de Uranio, el afloramiento La Pintada,
localizado a 15 km al sur del Complejo Minero

8- un campo natural, localizado a 45 km al oeste del Complejo Minero

9- un campo natural, en el area denominada Agua de Toro, localizado
aguas arriba del Complejo, a 70 km al oeste

Las zonas seleccionadas dentro del Complejo Minero (zonas 1 a 6) son
representativas de las distintas actividades realizadas en él y presentan
concentraciones variables de uranio en el suelo, desde los niveles de base de la
region hasta los resultantes del enriquecimiento en este elemento por depoésito de
marginales de mineral de U en las escombreras. Las zonas exteriores al Complejo
son representativas de un area que no ha estado expuesta a fuentes de

contaminacién antropica.

Se realiz6 un reconocimiento inicial de los puntos de muestreo, comenzando
por el mas contaminado para detectar las especies vegetales comunes a los distintos
ambientes. Se seleccionaron para la toma de muestras y analisis, cuatro especies
vegetales: coirdn (Stipa sp.), chin-chil ¢ chil-chil (Tagetes sp.), y dos especies de
jarilla (Larrea divaricata y Larrea nitida), por ser las especies que se encontraban
representadas en la mayoria de los ambientes estudiados.

En la Foto 1 se muestra el talud de una escombrera, donde se puede apreciar
que la misma esta conformada por piedras de distintos tamano, recubiertas por una
capa poco profunda de suelo, donde crecen las plantas. En primer plano, al pie de la
escombrera (Foto 1 A) se pueden observar matas de coiron (Stipa sp.), que se
muestran con mas detalle en las Fotos 1By 1 C.

En cada una de las zonas de muestreo se tomaron muestras de las especies
vegetales elegidas y del horizonte mas superficial del suelo situado en las
inmediaciones de las plantas, como se muestra en la Foto 2.

Cada muestra de suelo estuvo formada por 6 submuestras tomadas en
distintos puntos alrededor de la planta. Las muestras de material vegetal estuvieron
compuestas por la planta entera en el caso de las herbaceas. En el caso de las
jarillas se cosecharon ramas de la parte aérea en distintas posiciones y se descalz6
parcialmente la planta para tomar las muestras de raices.
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En las Foto 2 y 3 se puede observar el aspecto general de una planta de
jarilla, la morfologia de las hojas de L. divaricatay L. nitida, y de Tagetes minuta.

Foto 1 - Talud de una escombrera (1 A), vegetacion de la zona y detalle de
matas de coiron (1 By 1 C).
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Foto 2 - Planta de jarilla y diferencias morfologicas de las hojas de las dos
especies de jarilla estudiadas.
A la izquierda: planta de jarilla entera. Las dos especies de jarilla analizadas tienen un aspecto
general similar, pero son facilmente distinguibles por sus hojas, a la derecha, arriba: Larrea
divaricata; abajo: Larrea nitida. La foto fue tomada en el momento del muestreo de suelo y planta.
El dibujo de ramas y hojas fue adaptado de Ruiz Leal (1972).

Foto 3 - Rama de chil-chil (Tagetes minuta). imagen adaptada de Visintin y Bernardello
(2005).
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Una vez en el laboratorio, las muestras de suelo se secaron al aire, se
tamizaron y se procesaron para determinar el pH, y el contenido en nitrégeno total,
fésforo total y extraible, y materia organica.

El material vegetal cosechado se secciond, separando la parte aérea (hojas y
tallos) de las raices, y se lavd con agua destilada para eliminar particulas de suelo o
posibles contaminantes externos. Posteriormente, las muestras se secaron en estufa,

a 70 £ 2 °C hasta peso constante y se molieron en molino ultracentrifugo.

1.2. Procedimientos analiticos

1.2.1. Determinacion del contenido en uranio total

Las determinaciones de U total en material vegetal y suelo se llevaron a cabo
por fluorimetria (Centanni, 1956), previa digestion de la muestra con mezcla ternaria
de acidos (HNO;, HF y HCIO,) en microondas, retomando con HNO;. Se utiliz6 un
fluorimetro Scintrex-UA-3-Uranium Analyser (Laboratorio de Geoquimica, Comision
Nacional de Energia Atémica, Argentina), calculando la concentracion de U en tejido
vegetal y suelo a partir de las lecturas de las muestras, previa y posteriormente al
agregado de un patrén de U.

1.2.2. Determinacion del contenido en nitrégeno total

Las determinaciones de N total en planta y en suelo se llevaron a cabo por el
método de Kjeldahl modificado (Axmann et al., 1990; FAO/OIEA, 2001). Con este
proposito se colocé 0,5 g de material vegetal o suelo molidos en un tubo de digestién,
se agreg6é 8 ml de &cido sulfarico (H.SO,4) concentrado y media pastilla (Kjeltab
Merck, MR) de mezcla catalizadora y se realiz6 la digestién a 380 °C durante 4 horas
en un aparato digestor conectado a un aspirador de gases. Una vez digerida, la
muestra fue destilada en medio alcalino, logrado con adicién de HONa 32 %, y el NH3
desprendido fue recogido en 20 ml de HCI (0,1 N para material vegetal y 0,05 N para
suelo). ElI N total destilado fue valorado por titulacion por retroceso del HCI no

consumido.
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1.2.3. Determinacion del contenido en fosforo del suelo

El P extraible fue determinado luego de una extraccion con bicarbonato de
sodio, NaHCO; 0,5 N a pH 8,5 Olsen y Sommer (1982). La extraccién se realizd con
una muestra de 2,5 g de suelo, a la que se anadié una espatula de carbén activado y
50 ml de NaHCO; 0,5 N. Luego de una agitacién mecanica de media hora, se filtré

inmediatamente.

El contenido de P en el filtrado se determind por el método de Murphy y Riley
(1962). El reactivo utilizado se prepard en el dia a partir de la disolucion de acido
ascorbico en una solucion de molibdato de amonio y tartrato de antimonio y potasio
preparada con anterioridad (solucion M), en una proporcién 0,528 g de &cido
ascorbico por cada 100 ml de solucion. La reaccion colorimétrica se llevo a cabo en
matraces aforados de 25 ml con 4 ml de reactivo y 2 ml del filtrado de la muestra de
suelo. Simultaneamente se realiz6 una curva de calibraciéon en el rango 0 - 0,5
ugP.ml™. Se leyé el color desarrollado después de 10 minutos en espectrémetro
Hitachi UV 1.100 a 880 nm.

Para la preparacion de 1 L de solucién M se diluyeron 70 ml de &cido sulfdrico
(H2SO,) en 500 ml de agua destilada, 6 g de molibdato de amonio en 200 ml de agua
destilada y 0,137 g de tartrato de antimonio y potasio en 50 ml de agua destilada. Se

mezclaron estas tres soluciones y se llevaron a volumen.

1.2.4. Determinacion del contenido en materia organica del suelo

La materia organica (MO) del suelo fue cuantificado por el método de Walkley
y Black, que consiste en la oxidacion de la materia orgéanica con dicromato de potasio
(K2Cr,07) en medio sulfurico, y la valoracion del exceso de dicromato no utilizado en
la oxidacion con solucién ferrosa, segun Jackson (1976) y Lopez Rita y Lopez Melida
(1990).

Con este propésito, 2 g de suelo (recomendado para suelos con valores
esperados de carbono organico bajos) se colocaron en un erlenmeyer con 10 ml de
K>Cr,O; 1 N, se mezclo, se anadié 20 ml de acido sulfdrico (H.SO,4) concentrado, se
mezclo y se dejé actuar los reactivos durante 30 minutos. Se diluy6 con agua hasta
un volumen de 200 ml, se agreg6 10 ml de &cido fosférico 85 %, 0,2 g de NaF y 30
gotas de difenilamina. La valoracion del dicromato que permanecié en la disolucion

sin ser utilizado en la oxidacién de la materia organica se realiz6 con una solucién de
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sulfato ferroso amoénico 1N. Simultaneamente se realiz6 un ensayo de valoracion en

blanco (sin suelo) de la misma forma.
Los resultados se calculan mediante la ecuacion:
% MO=10[1-(T/S)] x1,34

en donde S es la valoracion del blanco, en ml de disolucion ferrosa; T es la valoracion
de la muestra, en ml de disolucién ferrosa, y el factor 1,34 es un factor que tiene en
cuenta el peso miliequivalente de carbono (C), la correspondencia entre C y materia
organica, y un factor de recuperacién de la materia organica (o eficiencia de
extraccion) del 77 % (Jackson, 1976).

1.2.5. Medida del pH del suelo

El pH del suelo fue medido en una suspension de suelo en agua con una
relacion 1: 2,5. Para ello, 10 g de suelo fueron suspendidos en 25 ml de agua dentro
de un vaso de precipitados, se agité la suspension durante 30 minutos con agitador
reciproco. Se midié el pH introduciendo un electrodo en la suspensidén suelo-agua
recién agitada.

1.3. Indicadores de transferencia y translocacion

La transferencia suelo-planta del uranio fue calculada a partir del factor de

bioacumulacién (FBs), como:

concentracion de U en parte aérea o raiz [ mgU.kg™ ]

FBs =
concentracion de U en el sustrato [ mgU.kg™']

El porcentaje de uranio translocado o factor de translocacion, FT, (Singh 'y
Agrawal, 2007) fue calculado como:

concentracion de U en parte aérea [ pgu.g™” |
FT (0/0) — x 100

concentracién de U en raices [ HQU.g'1 ]
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2. TRANSFERENCIA DE URANIO A PLANTAS EN CONDICIONES
CONTROLADAS

2.1. Material vegetal

Los estudios se realizaron en plantas de remolacha roja (Beta vulgaris). Las
semillas, de la variedad comercial Asgrow Wonder de Florensa Argentina, se
germinaron en oscuridad en bandejas con arena. Al emerger, las plantulas se
trasladaron a una camara de cultivo a 24,0 £ 1,5 °C, con un fotoperiodo de 16 horas
de luz blanca y una humedad relativa de 70,0 + 4,5 %. Tras alcanzar el estadio de
dos hojas, las plantulas se transplantaron, segun el experimento a desarrollar, a
macetas conteniendo 1,2 ¢ 4 litros de solucion nutritiva Hoagland (ver Tabla 2 para su
composicion). Excepto en el experimento que se indica, en todos los casos se
mantuvo la fuente de fésforo en la solucién nutritiva con el fin de simular la
composicion del agua contaminada que se acumula en una zona minera de

extraccion de uranio.

Tabla 2 - Composicion de la solucién nutritiva utilizada para el ensayo
(Hoagland y Arnon, 1938).

Especie quimica Concentracion
Ca(NOs), 5mM
MgSO, 2 mM
KH.PO, 1mM
KNO3 5 mM
ZnSO, 0,76 uM
CuS0O, 0,32 uM
HsBO3 46 uM
MnCl,.4H,0 9,14 uM
MoO, 0,33 uM
Citrato de Fe 0,5 % (1 ml L' sol.nutritiva)
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Para lograr el sostén de las plantulas se utilizé una placa de tergopor
agujereada, a la que ademas se le hizo un orificio central mas grande para realizar
los muestreos de solucién nutritiva y se le coloc6 un precinto para poder levantar la
placa sin tocar la solucion contaminada ni deteriorar las plantas (Foto 4). La solucion

se mantuvo en aireacién mediante aireadores de pecera.

Foto 4 - Plantulas de remolacha colocadas en los recipientes con la solucion
hidropénica.

Cuando las plantas alcanzaron un desarrollo de seis hojas, se reemplazo la
solucién hidropdnica por solucién nutritiva preparada de igual modo pero con la
incorporacién de uranio, como nitrato de uranilo (UO>(NQOs).), en la concentracion

requerida segun el tratamiento.

El pH de la solucion hidropénica fue similar en todas las macetas, siendo
5,97+ 0,05 al inicio del ensayo y 6,11+ 0,21 al final del mismo.

A lo largo del ensayo se mantuvo el volumen de los recipientes mediante el

agregado de agua destilada cuando fue necesario.
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2.2. Diseio experimental

El disefio experimental seguido vari6 entre los experimentos del modo descrito

a continuacién para cada uno de ellos.

EXPERIMENTO 1. Influencia de la aplicacién exdgena de uranio en el
crecimiento de plantas de remolacha y en su patron de acumulacién en los

tejidos.

Se utilizaron 480 plantas, distribuidas a razdén de 20 plantas por maceta de 4
litros de capacidad, para un total de seis (6) tratamientos y cuatro (4) repeticiones por

tratamiento (80 plantas por tratamiento).
Los tratamientos ensayados fueron:
= Testigo sin plantas, con el nivel minimo de U (1 mgU.L™")
= Testigo con plantas, sin U
= Cuatro concentraciones de U: 1,2, 3y 5 mgU.L", con plantas.

Peribdicamente se tomaron muestras de las soluciones nutritivas y se midio el
volumen de agua transpirado. Las plantas se cosecharon a los 15 dias desde el inicio

del tratamiento con uranio.

EXPERIMENTO 2. Efecto del anién fosfato en la acumulacién de U y en la

tolerancia de plantas de remolacha

Se utilizaron un total de 48 plantas, creciendo en macetas de 1,2 litros de
capacidad, a razon de 3 plantas por maceta. Se ensayaron un total de 4 tratamientos
y 4 repeticiones por tratamiento (12 plantas por tratamiento). Los tratamientos
aplicados fueron:

C: Control con P, solucion Hoagland completa, sin U
C — P: Control sin P, solucién Hoagland sin P, sin U

U + P: Solucién Hoagland completa con P, con 3,3 mgU.L

U — P: Solucién Hoagland sin P, con 3,3 mgU.L"

Las plantas se cosecharon a los 7 dias desde el inicio del tratamiento.
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EXPERIMENTO 3. Estudio del efecto del tiempo de exposicion y la capacidad
de recuperacion de las plantas de remolacha al estrés por uranio. Medida de
algunos parametros fisiol6gicos

Se emplearon 220 plantas, creciendo en macetas de 1,2 L a razén de 5
plantas por maceta, con un total de 20 plantas por muestreo. Se ensayaron cinco
tiempos de exposiciéon 0, 2, 5, 7 y 10 dias a una concentracién de uranio de 3,3
mgU.L", cosechandose las plantas tras esos dias de permanencia en la solucién con
uranio. Con la finalidad de evaluar la capacidad de recuperacién de las plantas
tratadas, dos lotes de plantas con 4 macetas cada uno, incubadas durante 5 dias con
la solucién con uranio arriba indicada, se traspasaron a solucion nutritiva sin uranio.
Estas plantas se cosecharon a los 2 y 5 dias de retirado el U de la solucion.
Paralelamente se prepararon macetas control con plantas creciendo con solucion
nutritiva sin adicion de Uranio en cada fecha de muestreo. Un esquema del ensayo
se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3 - Esquema temporal del Experimento 3 en donde se muestran los
tratamientos aplicados y los dias de muestreo. Entre paréntesis se indican
los dias de permanencia de las plantas en la solucion nutritiva tras la retirada
del uranio del medio.

. . Numero de | Dia del muestreo desde el inicio del
Tratamiento | Abreviatura Macetas tratamiento
Control Control 20 0| 2 5 7 10
Con U +/+U 16 2 5 7 10
siempre
Cambio de
ConU/sinU +/-U 8 solucién 7(2) | 10(5)
|

Tras los experimentos, las plantas cosechadas se seccionaron en raiz y parte
aérea. Las raices se lavaron con agua destilada y se secaron con papel absorbente.
Posteriormente se pesaron ambas partes para determinar su peso fresco y se
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secaron en estufa a 65 £ 2 °C hasta alcanzar un valor constante para obtener su peso
seco. Finalmente, las muestras se molieron en molino ultracentrifugo, tamizandose a

través de una malla de 2 mm.

Para los andlisis que lo requirieron, las hojas frescas, una vez pesadas, se
fraccionaron en unidades de 150 mg, se congelaron inmediatamente en nitrégeno

liquido y se almacenaron a -20 °C para su posterior uso.

2.3. Evapotranspiracion y toma de muestras de la solucion nutritiva

La medida de la evapotranspiracién y la toma de muestras de la solucion

hidropdnica para su analisis se realizaron en el Experimento 1.

La evapotranspiracion de las plantas fue estimada sustrayendo la pérdida
promedio de agua de los recipientes sin plantas al consumo total de agua en los
recipientes con plantas (Vassil et al., 1998; Hernandez-Allica et al., 2007).

El consumo de agua diario por evapotranspiracion (volumen de agua
evapotranspirado por dia) fue calculado dividiendo la cantidad de agua perdida por
evapotranspiracion entre dos fechas de muestreo consecutivas por el numero de dias

transcurridos entre muestreos.

Se tomaron muestras de la solucién hidropénica (10 ml de solucion por
muestra) al inicio del ensayo y a los 1, 6, 9, 13 y 15 dias tras la incorporacién del
uranio. Las muestras se tomaron después de la restitucion del agua consumida para

poder referir los andlisis posteriores a un volumen coman.

2.4. Procedimientos analiticos

2.4.1. Determinacion de fosfatos y de uranio

2.4.1.1. Obtencion del extracto

El material molido de raices y parte aérea fue sometido a una digestion nitrico
perclérica. La técnica de digestion fue adaptada de las metodologias descritas por
Lépez Rita y Lépez Melida (1990) y Ebbs et al. (1998). Para la digestién se peso6 una
alicuota de material vegetal (0,5 g en el caso de parte aérea y entre 0,2y 0,5 g en el
caso de las raices, segun la cantidad de material disponible). A cada muestra se le
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agreg6é 10 ml de acido nitrico concentrado, se dejé una noche y luego se calenté
lentamente hasta 180 °C. Se continu6 el calentamiento a esta temperatura hasta que
se redujo el volumen a aproximadamente la mitad y las muestras se aclararon. Se
enfri6 y se agregd 2 ml de acido perclérico, llevando nuevamente a 220 °C hasta
digestion completa. Luego de enfriar se llevé a volumen con agua destilada en matraz
de 25 ml y se separaron las alicuotas para las determinaciones de P y U.

2.4.1.2. Analisis del contenido de fosfatos

La determinacion de fosfatos en la solucion nutritiva y en el tejido vegetal
(parte aérea y raices) se realiz6 mediante el método colorimétrico del complejo
vanadomolibdofosférico (Jackson, 1976). Para ello se colocé 5 ml de solucion
nutritiva 6 1 ml del extracto de la digestion del material vegetal en un matraz aforado
de 50 ml, se agreg6é 10 ml de reactivo vanadomolibdato y se complet6 el volumen del
matraz con agua destilada. Al cabo de 10 minutos de reaccion se midi6 el color
desarrollado en espectrofotémetro Hitachi UV-1100 a 440 nm. Simultaneamente, y
siguiendo el mismo procedimiento, se trazd una curva de calibracién que cubrié un
rango de concentraciones de P entre 0 y 20 ygP.ml, utilizando disoluciones de una
solucion patron de P de 50 ugP.ml.

El reactivo vanadomolibdato se preparé como se describe a continuacién. Se
prepard la solucién A disolviendo 25 g de molibdato amonico en 400 ml de agua.
Luego se prepar6 la solucién B disolviendo 1,25 g de metavanadato aménico en 300
ml de agua caliente, y agregando, una vez que la disolucion anterior se enfrio, 250 ml
de acido nitrico concentrado. Cuando la solucién B se enfrié hasta la temperatura
ambiente, la solucion A se vertié sobre ella y el conjunto resultante se diluyé hasta 1
litro con agua destilada.

2.4.1.3. Analisis del contenido de uranio

En los extractos de parte aérea y en las muestras de la solucion hidroponica,
el U fue determinado por fluorimetria laser en un equipo Scintrex UA-3, utilizando
patrones certificados por OIEA (Organismo Internacional de Energia Atomica).

En los extractos de las raices el U fue determinado por el método de
absorcion molecular o del dibenzoilmetano (DBM). Para ello se tomo6 2 ml de extracto
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o de agua, se le agregd 3 ml de solucién saturada de nitrato de sodio mas 5 ml de
solucién de HNO; 9M y 10 ml de fosfato de tributilo al 25 % en tetracloruro de
carbono. Luego de agitar 1 minuto, se tomé 2 ml de la fase orgénica, se le agregé 2
ml de buffer (piridina al 50 % en etanol) y 2 ml de solucién de DBM (solucién al 1 %
en etanol). Luego de llevar a 10 ml de volumen con etanol, se midi6 la absorbancia a
404 nm. Paralelamente se procesan blancos y muestras de U natural para curva de
calibracion (Tomellini, 2004, comunicacion personal).

2.4.2. Determinacion del nitrégeno total

Las determinaciones de N total en la parte aérea se realizaron por digestion y
destilacién Kjeldahl modificada, segun Axmann et al., 1990 y FAO/IAEA, 2001, como
se describié en la seccion 1.2.2. del Capitulo Il — Materiales y métodos.

En las raices no se determind N por no contar con material suficiente para la

realizacién de dos digestiones independientes.

2.4.3. Contenido hidrico relativo

A primera hora de la manana se cortaron cuidadosamente con bisturi un total
de 3 hojas del tallo. Se pesé cada hoja de inmediato en una balanza de precision,
obteniéndose el peso fresco (Pf) y se colocd en un recipiente con agua destilada, con
el peciolo sumergido durante 24 horas a 4 °C en oscuridad. Al cabo de este tiempo,
se volvio a pesar, obteniéndose el peso turgente (Pt). Luego se secé en estufa a 65
°C durante 48 horas y se volvi6 a pesar en seco (Ps).

El contenido hidrico relativo (CHR) se calculé con la siguiente ecuacién:

CHR (%) = [(Pf—Ps) / (Pt — Ps)] x 100

2.4.4. Determinacion del contenido en pigmentos fotosintéticos

Una muestra de 150 mg de hoja congelada fue homogeneizada con 5 ml de
acetona 100 % (Lichtenthaler, 1987), en oscuridad, para evitar la descomposicion de
los pigmentos fotosintéticos. Inmediatamente después de la extraccion se coloco el
extracto en una cubeta para realizar la determinacion cuantitativa de los distintos
pigmentos en espectrofotometro. Se ley6 la absorbancia a las siguientes longitudes
de onda: 661,6; 644,8 y 470 nm.
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Con los datos de Absorbancia (A) y las siguientes ecuaciones (Lichtenthaler,
1987) se calcularon los porcentajes de clorofila a (Clor,), clorofila b (Clory), clorofila a
+ b (Clor,,p), carotenoides totales (Cary ., ¢), en extractos de hoja con acetona 100 %:

Clor, =11,24 Ags16— 2,04 Aguss

Clor, =20,13 Agsss — 4,19 Ags16

Clora,p) =7.05Ags16 + 18.09 Agussg

Cary.c = (1000 A4 — 1,9 Clor,— 63,14 Clor,) / 214

Estas ecuaciones se basan en los coeficientes de absorcién especificos de
cada uno de los pigmentos, que varian en funcién del solvente y concentracién del

mismo utilizado en la extraccién.

Las concentraciones de pigmento obtenidas se expresaron en microgramos
por mililitro (ug/ml) de la solucion de extracto vegetal. Posteriormente se relacionaron
los valores obtenidos al peso fresco de la alicuota de hoja utilizada en cada medicién,
expresandolos finamente en microgramos por gramo (ug/g).

Se calcul6 también la variacion (V) o porcentaje de reduccion o incremento del
contenido de las clorofilas a y b en las plantas tratadas con U con respecto al
contenido en hojas de las plantas control al inicio de la experiencia. La ecuacién
utilizada para el célculo de variacion de clorofila a (VClor,) fue:

Clor,U, — Clor,Control,
VClor, (%) = x 100
Clor, Control,

en donde: Clor,U, es el contenido de clorofila a en las hojas de plantas expuestas a U
durante n dias; y Clor,Control, es el contenido de clorofila a de las plantas antes del
agregado de U.

La variacion de clorofila b (VClor,) fue calculada con la misma ecuacion
reemplazando los valores de Clor, por los correspondientes de Clor,.
2.4.5. Extraccion y determinacion de la actividad ascérbico peroxidasa

En la extraccion del enzima ascérbico peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) se

siguié el método descrito por Arbona (2005). Se partié6 de 150 mg de tejido fresco y
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homogeneizado a 4 °C con mortero y maza en buffer fosfato sédico 50 mM pH 7,1, al
qgue se adicion6 ascorbato sédico TmM y EDTA 0,1 mM. El homogeneizado se filtré
por tela de muselina y se centrifugd a 15.000 rpm, 15 minutos a 4 °C. El
sobrenadante obtenido se diluy6é en la proporcion 1:5 con el tampdn de extraccion
antes de la determinacién de su actividad.

La determinacién de la actividad especifica del enzima se realizdé segun el
método descrito por Asada (1984), que se basa en la medicion espectrofotométrica
de ascorbato a 290 nm y la disminucién de su concentracion por oxidacion a
dehidroascorbato (DHA) en presencia de H,O, y la enzima APX.

Ascorbato + H,O, — dehidroascorbato + H,O

La actividad enzimatica que produce la oxidacion de 1 umol de ascorbato por
minuto se considerd una unidad de APX (Arbona et al., 2003). Los resultados se
expresaron en unidades de APX por concentracién de proteinas.

2.4.6. Determinacion de la cantidad de proteina soluble

La cantidad de proteina soluble en los extractos enzimaticos se cuantifico por
el método de Bradford (1976), utilizando BSA (“bovine serum albumine”) como
solucion estandar. Se segui6 el método resefnado por el fabricante del reactivo (Bio-
Rad Protein Assay) en el que un volumen final de 0,1 ml del extracto
convenientemente diluido reaccioné con 5 ml del reactivo Coomassie Brilliant Blue G-
250, diluido 1:4. Tras 5 minutos para la estabilizacién del color, se midi6 la
absorbancia a 595 nm, interpolandose los valores en una curva patron de BSA
comprendida entre 20 y 140 pg de proteina.

2.5. Indicadores de transferencia y tolerancia

El factor de transferencia medio de cultivo-planta o factor de bioacumulacién
en hidroponia (FBy) se calculé con la siguiente ecuacion:

concentracion de U en parte aérea o raiz [ mgU.kg™ ]

FBy =
concentracién de U en la solucién [ mgU.L™]
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El porcentaje de U transportado desde las raices a la parte aérea fue
calculado para cada réplica como:

U total acumulado en parte aérea [mgU]
U translocado (%) = x 100
U total acumulado en raices [mgU]

El indice de tolerancia (IC), que relaciona la biomasa promedio desarrollada
por plantas expuestas a contaminacion con respecto a plantas crecidas sin

contaminacion, se calculé como:

Biomasa media en plantas con tratamiento de U [g]
IC (%) = x 100
Biomasa media en plantas control [g]

Se adapt6 el concepto de “grado de inhibicion de crecimiento” (GIC) de Leita
et al. (1993), basado en las diferencias de desarrollo de materia seca en parte aérea
debido a contaminantes externos, a nuestras condiciones de trabajo para calcular
dicho parametro con biomasa fresca promedio de cada tratamiento de parte aérea y

raices.

Biomasa plantas control — Biomasa plantas tratadas con U
GIC (%) = X100
Biomasa plantas control

3. ANALISIS ESTADISTICOS

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando los procedimientos para
analisis de varianza del programa STATISTICA 6.0. Cuando se constataron
diferencias significativas entre medias, éstas se separaron utilizando el test de LSD
de Fisher o el test de Tukey, segun se indique en el texto.



IV - RESULTADOS
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1. BIDACUMULACION DE URANIO EN CONDICIONES DE CAMPO

Las especies vegetales cuyas muestras se analizaron en el presente trabajo
se hallaron en suelos naturales y en sustratos relativamente artificiales constituidos
por suelo, residuos de rocas con distinto tenor de U y material de construccion de
caminos. Estos sustratos cubren la parte superior de las llamadas escombreras,
constituidas por desechos de la actividad minera que necesita retirar el material sin U
0 con niveles bajos de este elemento para llegar hasta la veta de mineral
comercialmente explotable. Las escombreras se han ido colonizando por especies
locales de aparicidbn espontanea que subsisten en un medio con condiciones de

escasa profundidad de sustrato, baja fertilidad y baja retencién de agua.

Los suelos o sustratos superficiales de las escombreras y explanadas
presentaron valores de pH alcalino (de 8 a 9), bajo contenido de materia organica
(0,13 a 0,34 %) y de P extractable Olsen (2,3 a 3,6 ug P g'suelo). El estrato
superficial de material fino es poco profundo, entre 10 y 20 cm. Estas caracteristicas
sumadas a una precipitacion media anual de 350 mm, hacen posible la colonizacion
natural solamente a determinadas especies adaptadas a las condiciones adversas
imperantes. Sobre estas condiciones adversas generales se agrega en algunos
lugares niveles de concentraciéon de U elevadas.

La concentracion de U en los suelos sin disturbar varié entre 1,8 y 3,1 ugu g
suelo, equivalente a 1,8 y 3,1 mgU kg suelo, segtn la nomenclatura de unidades
que se use. Estos valores corresponden a los niveles basales de U en la zona. Donati
y Gallucci (1984) analizaron suelos del area de San Rafael, encontrando valores
entre 1,5y 3,7 pgU g™ suelo. En suelos de Estados Unidos, el nivel promedio de U es
de 1,8 mgU kg™ suelo (NCRP, 1984) y en suelos urbanos superficiales de las cinco
ciudades mas importantes de Gran Bretafna este valor oscila entre 0,75 y 5,50 mgU
kg™ suelo (British Geological Survey, 1997). Van Britsom et al. (1995) mencionan que
en la corteza terrestre el valor de U promedio es de 4 ppm (4 pgU g™ suelo).

En la escombrera de colas de mineral de U (zona 5), la concentracién de U se
elevo a 386 ugU g™ suelo, en el punto de mayor contaminacién muestreado.

El Complejo Minero Fabril CMFSR y sus alrededores presenta una vegetacion
baja arbustiva lefiosa cuyas especies predominantes son las jarillas, Larrea divaricata
y Larrea nitida (Donati y Gallucci, 1984). En los suelos no disturbados del area de
Sierra Pintada la vegetacion mas representativa esta constituida por gramineas (Stipa
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sp., Setaria sp., Elymus erianthus, Tridens pilosa), leguminosas (Prosopis sp.,
Zuccagnia punctata, Adesmia sp., Cercidium australe); nyctaginaceas (Wedelia
incarnata); zygofilaceas (Larrea sp.); cactaceas (Opuntia sp.); solanaceas (Lycium
sp., Nicotiana noctiflora, Fabiana viscosa); compuestas o asteraceas (Eupatorium
patens, Baccharis sp., Senecio sp., Grindelia pulchella, Chuquiraga incana);
caparidaceas (Atamisquea emarginata); verbenaceas (Verbena seriphioides);
umbeliferas (Asteriscium glaucum), segun Donati y Gallucci (1984).

En las escombreras con contaminacién intermedia se encontraron ejemplares
de romerillo colorado (Eupatorium buniifolium, Asteraceae); monte negro
(Bougainvillea spinosa, Nyctaginaceae); chilca (Baccharis salicifolia, Asteraceae)
ademas de las especies seleccionadas para tomar muestras y analizar. En el
Afloramiento La Pintada también se encontraron ejemplares de romerillo colorado y
de chanar brea (Cercidium australe o Cercidium praecox).

En todos los puntos de muestreo se encontraron plantas que habitaban el
lugar, pero la presencia y densidad de las distintas especies vegetales no fue igual en
todos los puntos. La Unica especie vegetal que se encontr6 en todos los puntos de
muestreo fue el coirdbn (Stipa sp.). El chil-chil (Tagetes minuta) estuvo bien
representado en las escombreras, independientemente del tenor de U, pero no asi en
los suelos naturales, salvo en el afloramiento natural de U (Tabla 4).. Las dos
especies de jarilla (Larrea nitida'y Larrea divaricata) estuvieron representadas en los
suelos naturales y en los ambientes con niveles bajos de U en suelo. Al tratarse de
arbustos requieren una profundidad de suelo mayor a la desarrollada en las

escombreras.
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Tabla 4 - Presencia de las especies vegetales escogidas en las diferentes zonas
de muestreo.

Distancia al | Concentracion Presencia de especies vegetales
Lugar de CMFSR de U escogidas
muestreo T L
; . t - .
km ugU g suelo | Stipa sp. n?g,i;s L.nitida | djvaricata
Agua de Toro
g 70 km al O 25 ++ . + -
(zona 9)
Campo natural
P 45 km al O 1,8 ++ - ++ -
(zona 8)
Punto de
referencia no
conf[amlnamon, Dentro del 1.8 —+ . + +
alejado de las Complejo
escombreras
(zona 6)
Afloramiento 3.1
La Pintada 15kmal S , A * * *
(zona 7)
Escombrera de
estériles de Dentro del 71 4 ++ + -
mineral Complejo
(zona 3)
Escombrera 1 Dentro del
loi 13,3 ++ ++ - +
(zona 1) Complejo
Escombrera 2
entro 98l | 325644 | s + : —
(zona 2) Complejo
Escombrera de
marginales de | Dentro del 180 - 282 + + - -
minerales Complejo
(zona 4)
Escombrera
de colas de Dentro del 386 + ) . -
mineral Complejo
(zona 5)

++ (n >1 ejemplar por metro cuadrado)
+ (n=1 ejemplar por metro cuadrado)

ausente

CMFSR: Complejo Minero Fabril San Rafael
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En la Tabla 5 se muestran las concentraciones de Uranio en tejido vegetal de
la parte aérea y radicular de las cuatro especies vegetales en los puntos de muestreo

donde cohabitaban.

Tabla 5 - Concentracion de uranio en biomasa aérea y radicular de distintas
especies vegetales en relacion con el contenido de Uranio en el suelo
que cohabitan.

Stipa sp. Tagetes minuta Larrea nitida Larrea divaricata
Suelo
p-aérea| Raiz |p.aérea| Raiz |p.aérea| Raiz | p.aérea | Raiz

ugu g™ ugu g’

1,8 0,07 0,16 -- -- 0,08 0,02 0,10 0,03

2,5 0,05 0,18 -- -- 0,03 0,03 0,03 0,05

3,1 0,21 0,33 0,09 0,08 0,06 0,16 0,05 0,06

7.1 1,15 3,72 0,19 7,37 0,50 46,00 -- --
13,3 1,70 8,13 0,70 5,31 -- -- 0,75 18,72

Las cuatro especies vegetales elegidas para el muestreo mostraron valores de
concentracion de uranio superiores en la raiz que en la parte aérea. El U queda
retenido en las raices y la translocacion hacia la parte aérea esta restringida tanto en
cultivos hidropénicos como en suelos (Ebbs et al., 1998; Tyler y Olson, 2001).

Tanto la L. nitida como la L. divaricata mostraron niveles muy bajos de U en
la parte aérea y en raiz cuando crecian en suelos con niveles basales de U. Al
aumentar la concentracion de U en suelo, el nivel de este metal en las raices de las
dos especies aumentd considerablemente. En el caso de L. nitida, la raiz acumuld
entre seis y siete veces mas U que el presente en el suelo, evaluado por la relacion
de concentraciones en cada ambito, mientras que en la parte aérea soélo se
encontraba una centésima parte del U registrado en la raiz. Sin embargo, estas

especies no se encontraron en suelos altamente contaminados.

El coirén se encontrd presente en todos los puntos de muestreo, incluyendo
suelos con concentraciones altas de U, hasta 386 pgU g™'. La concentracion de U en
tejido vegetal se mantuvo baja y en valores relativamente proporcionales al nivel de U
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en el suelo, en los suelos con concentraciones de U menores o iguales a 7,1 pgu g™
A medida que el nivel de U en los suelos fue aumentando, el contenido de U en el
coirén fue incrementandose también, hasta que se verificd una caida brusca primero

en parte aérea (en suelos con mas de 70 pgU g™') y luego en raiz (Figuras 4 y 5).
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Figura 4 — Concentracion de uranio en la parte aérea de coirdn (Stipa sp.) en
relacion con el contenido de uranio del suelo que habitan.
Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=3 repeticiones)
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Figura 5 - Concentracién de uranio en la raiz de coirén (Stipa sp.) en relacion
con el contenido de uranio del suelo que habitan.
Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=3 repeticiones)
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A pesar de la restriccion a la translocacion antes mencionada para todas las
especies vegetales estudiadas, la relaciéon de concentraciones de U en parte aérea
con respecto a la concentracion de U en raiz, equivalente al factor de translocacién
(Singh y Agrawal, 2007), alcanzé al 65,5 % aproximadamente para la concentracion
de U en raiz de coirbn mas baja (Figura 6). A medida que la concentracion de U en
raiz aumento, esta relacién disminuyé indicando que habria un valor maximo de
concentracion de U admitido en la parte aérea.

y = 28,83 x 0:242
R? = 0,713

U translocado (%)

30 45 60 75 90 105 120

Uen raices(pgUg™)

Figura 6 - Porcentaje de uranio de la raiz translocado hacia la parte aérea en
relacion con la concentracion de uranio en raices de coirén (Stipa sp.)
creciendo sobre suelos con distintos niveles de uranio.

El coeficiente de transferencia del suelo a la planta, factor de concentracién o
factor de bioacumulacion (FBs), calculado como la relacién de concentraciones en
planta y en suelo, fue mucho menor en la parte aérea que en la raiz. Mientras que las
raices llegaron a acumular cerca de 2,3 veces mas U que lo que se encontraba en el
suelo, los factores de concentracion en la parte aérea fueron menores a 0,5 (Figura
7). Como comparacién se puede decir que el factor de acumulacion del nitrégeno en
las mismas plantas alcanz6 valores entre 27 y 40 (% N en parte aérea / % N en
suelo).



Estrés por Uranio

-76 -

Resultados
3,0 - - 0,6
25 -+ 0,5
¢ & raiz ©
2,0 1 . +04 O
N O parte aérea @
\a «©
=154 * +03 &
[a1] (@) le) [y}
40 lo2 5
o) m
2 T8
05 & 10,1
o)
0,0 5 ‘ ‘ 8 ¢ 0,0
0 100 200 300 400 500
Concentracion de U en el suelo (pgU g™)

Figura 7 — Factor de bioacumulacion (FB;) de uranio en raiz y parte aérea de
coiron (Stipa sp.).

Los valores del FBs en raices indican que el coirbn no concentra este metal a

concentraciones bajas de U en el suelo, dentro de los niveles basales habituales en

los suelos de la zona. En estos casos el factor de transferencia del suelo a las raices

se mantiene por debajo de 1. En condiciones donde se encuentra un nivel bajo de U

pero més elevado que el valor basal, el factor de concentracién se eleva. Pero a

medida que la contaminacion aumenta este factor va disminuyendo, indicando un

limite a la absorcién indiscriminada del U.
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2. TOLERANCIA Y ACUMULACION DE URANIO EN UN CULTIVO
HIDROPONICO DE REMOLACHA (Beta vulgaris)

2.1. Acumulacion de uranio en remolacha expuesta a distintas
concentraciones de uranio

2.1.1. Cambios en la solucion de cultivo

El consumo de agua durante los 15 dias de duracién del ensayo fue alto en
todos los recipientes con plantas, variando desde un 50 a un 77 % del volumen inicial
de solucién. Fue necesario reponer el agua consumida para asegurar que las raices
de las plantas se mantuvieran dentro de la solucidén nutritiva y para evitar un efecto
salino secundario debido al enriquecimiento de la solucion en elementos o sales que
no se perdieran por volatilizacién o fueran consumidos por las plantas. Por otra parte,
desde el punto de vista metodologico, este procedimiento resultdé ventajoso para
poder referir las concentraciones de los elementos medidos (U y P) en los distintos

muestreos a un mismo volumen, igual en todos los recipientes.

Se podrian mencionar dos causas principales de consumo de agua: la
evaporacion directa y la evapotranspiracion de las plantas.

La evaporacién directa de agua pudo ser medida en los recipientes sin
plantas, donde la pérdida de agua fue pequefia comparada con la observada en los
recipientes con plantas (Tabla 6). Después de descontar el volumen de agua extraido
en cada muestreo, la diferencia entre el consumo total de agua en los recipientes con
y sin plantas se puede considerar producto de la evapotranspiracion de las plantas
(Vassil et al., 1998; Hernandez-Allica, et al., 2007).

Las plantas en situacibn de estrés debido al contaminante consumieron
menos agua Yy, en consecuencia, la evapotranspiracion fue mayor en las plantas
cultivadas en la solucién nutritiva que no contenia U agregado. Ahora bien el efecto
negativo en el consumo de agua fue mas marcado durante los primeros dias de
exposicion al U.

Si se calcula el consumo promedio diario de agua por evapotranspiracion se
observa que hubo diferencia significativa entre el consumo de agua de las plantas
que crecieron sin U y las que lo hicieron en presencia del contaminante durante los
primeros 9 dias. Para periodos mas largos, la diferencia va disminuyendo
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fundamentalmente porque hay una estabilizaciéon en el consumo de las plantas sin U

y una recuperacion paulatina de las plantas con U (Figura 8).

Tabla 6 - Reposicion de agua durante el ensayo en relaciéon con la
concentracion inicial de uranio en la solucion nutritiva de un cultivo
hidropoénico de remolacha roja (Beta vulgaris).

Dias después del agregado de Uranio
U agregado Volumen de agua consumido (ml)
mgu L
3 6 9 13 15 Total

Con plantas
0 538+72 | 590+72 | 560 +37 | 848 +62 | 486 +44 | 3020 +138
1 373+84 | 450+80 | 388+47 | 68744 | 414+77 | 2313 +£197
2 309+60 | 433+63 | 372+51 | 625+117 | 38776 | 2128 + 200
3 348 +85 | 454 +86 | 414 +76 | 692+88 | 432+£20 | 2340 +£190
5 391 +81 (447 +£81 | 420+79 | 684 £160 | 417+59 | 2359 + 200

Sin plantas
1 71+43 | 78 £33 31+16 77 + 46 71+34 327 +76
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Figura 8 - Evolucion del consumo diario de agua por evapotranspiracion.
Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=4 repeticiones). Letras
iguales dentro del mismo periodo de tiempo indican que no hay diferencia significativa
entre medias (Test LSD de Fisher).
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2.1.2. Evolucion de la concentracion de uranio y fosforo en la solucién nutritiva
durante el periodo de exposicion al contaminante
La concentracion de U en la solucion nutritiva disminuy6 drasticamente,
durante las primeras 24 horas (Figura 9), cuando mas del 99 % del U agregado en
cada tratamiento no pudo ser medido en la solucién.

Sin embargo, la desaparicion de U de la solucion de cultivo no puede
atribuirse exclusivamente a absorcion por parte de las plantas, ya que en los
recipientes sin plantas también se registré una caida importante de la concentracién
de U, probablemente por la adsorcion del U sobre las paredes del recipiente o por
formacién de precipitados insolubles. Al pH de la solucién de cultivo (6,11+0,21) el U
forma complejos estables con el P, ademas de complejos hidroxil-U, que disminuirian
las especies de U totalmente solubles (Ebbs et al., 1998). En la Figura 10 se muestra
la caida en la concentracién de U en los recipientes que contenian 1 mgU L™ inicial
en presencia de plantas y sin ellas.
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Figura 9 - Concentracion de uranio en la solucidon nutritiva de un cultivo
hidropdénico de Beta vulgaris en funcion del tiempo transcurrido después
del agregado de distintas concentraciones del contaminante.

El uso de una escala semilogaritmica permite apreciar mejor la forma de las curvas a
pesar de la gran caida registrada en la concentracion.
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Figura 10 - Concentracion de uranio en la solucion nutritiva en funcién del
tiempo transcurrido luego del agregado del contaminante, en presencia
o ausencia de Beta vulgaris.
Las barras de error corresponden a la desviacién estandar (n=4 repeticiones).

La concentracién de P no disminuy6 en el tratamiento sin plantas. En los
recipientes con plantas se registré un descenso de la concentracion de P similar para
todos los tratamientos, debido al consumo de este elemento por las plantas. A los 15
dias, no se observaron diferencias en la concentracién final de P en ninguno de los
recipientes con plantas independientemente del nivel de U inicial (Figura 11).
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Figura 11 — Evolucion de la concentracion de fésforo en la solucién nutritiva.
El tratamiento s/p corresponde a recipientes sin plantas, con 1 mgU L™ en solucion nutritiva .
Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n= 4 repeticiones).
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2.1.3. Desarrollo del cultivo y biomasa vegetal

La biomasa acumulada por la remolacha expuesta durante 15 dias a la
presencia de U fue menor que la alcanzada por la remolacha cultivada sin U (Tabla
7), pero solamente se registraron diferencias significativas en la biomasa seca de
parte aérea y raiz (y en consecuencia en la biomasa seca total) entre los tratamientos
sin Uy con 2 mgU L. Aunque no hubo diferencia significativa entre el testigo y las
plantas que crecieron a concentraciones mayores, de 3y 5 mgU L™, la estructura de
las plantas con U era més abierta y las hojas diferian en el aspecto general y el color
con las plantas sin U (Foto 5).

Foto 5 - Plantas de remolacha (Beta vulgaris), tras 15 dias de exposicion a
concentraciones de uraniode 0,1,2,3y5mgU L™.

El porcentaje de materia seca con respecto a la biomasa fresca fue similar en
todos los tratamientos, variando de 5,5 a 5,6 %. Tampoco se registraron diferencias
significativas en la relacion “Biomasa de raiz / Biomasa de parte aérea” (Tabla 7).
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Tabla 7 - Biomasa, porcentaje de materia seca y relacion entre biomasa de raiz
y parte aérea en un cultivo hidroponico de Beta vulgaris con distintas
concentraciones iniciales de uranio.

Bflomasa Biomasa seca Porcentaje | Relacion*
U agregado resca Sart de materia | Raiz/Parte
Total aérea Raiz Total seca aerea
mguU L™ o T e g - %
0 113 a 5,7a 0,57 a 6,3a 55a 0,10 a
1 93 a 47 a 0,48 a 52a 55a 0,10 a
2 90 a 45 a 0,44 a 49 a 55a 0,10 a
3 96 a 4.8 a 0,47 a 53a 55a 0,10 a
5 94 a 47 a 0,51 a 52a 5,6 a 0,11 a
Analisis de ns ns ns ns Ns ns
varianza (P< 0,05)

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias.
*Esta relacion fue calculada basandose en los datos de biomasa seca.

2.1.4. Contenido de nitrégeno y fésforo

Como evaluacion del estado nutricional de las plantas se analiz6 la
concentracion de N y P. En la parte aérea la concentracion de N tuvo tendencia a
disminuir en las plantas creciendo con U, pero sélo fue significativamente menor en
las plantas creciendo en la solucion con 3 mgU L. La concentracién de P, en
cambio, aumenté en la parte aérea de las plantas crecidas en el medio con U. En
raiz, la concentracion de P aumenté significativamente en las plantas con el mayor
nivel de U (Tabla 8).

Si se calcula el P total acumulado, multiplicando la concentracién promedio de
P en cada parte de las plantas por la biomasa promedio alcanzada se observa que la
acumulacion total de P es mayor sélo para los niveles de U agregado mas altos
(Tabla 8). A bajas concentraciones de U se produce, en realidad, una disminucién del
P acumulado tanto en parte aérea como en raiz como consecuencia de un menor
desarrollo de la biomasa vegetal, no estadisticamente significativo, como ya se

menciono.
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Tabla 8 - Nitrégeno y fésforo en tejido de Beta vulgaris creciendo en un cultivo
hidropénico con distintas concentraciones de uranio.

Nitrégeno Fésforo
agl;Jr:-:-agn;?io Concentracion | Acumulado* Soncentracién Acumulado*
Parte aérea aer;: Raiz :Z:;z Raiz Total
mgU L Y% mg N mgPg' |mgPg" mg P
0 4,7 a 267.,9 7,4cC 10,4 b 42,2 5,9 481
1 4,6 a 216,2 7,9 cb 10,7 b 37,1 5,1 42,3
2 4,6 ab 207,0 8,7 ba 10,6 b 39,1 4,7 43,8
3 4,4b 211,2 9,0a 10,3 b 43,2 4,8 48,0
5 4,5 ab 211,5 9,6a 13,6 a 451 6,9 52,1
(Ptﬁ,[())S) 02 * 1,1 1,7 * * *

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias.
Test LSD de Fisher.
* Valor promedio de nitrégeno y fésforo acumulados en los tejidos vegetales

2.1.5. Acumulacion de uranio en parte aérea y raiz

Al tratarse de un elemento natural, el U se encuentra en el agua (y en el
suelo) en cantidades trazas. Por este motivo, en la solucién a la que no se habia
agregado U, se midi6 una concentracion de 0,0002 mgU L (0,2 ppb). Las plantas
que crecieron en esta soluciébn nutritiva sin agregado de U presentaron
concentraciones de U en parte aérea y raiz a nivel trazas, con valores

significativamente menores que en las plantas crecidas con U (Tabla 9).

En las remolachas que crecieron en presencia de U, la incorporacion de este
metal en la raiz aumenté significativamente llegando a una concentracién de entre
tres y cuatro ordenes de magnitud mayor que en la plantas sin agregado de U (Tabla
9).

En la parte aérea, la concentracion de U en plantas crecidas con U fue
significativamente mas alta que en las plantas sin U, pero la incorporacion de U en el
tejido vegetal fue baja y muy variable, incluso respecto a lo observado en raices,
como puede apreciarse al comparar las barras de error mostradas en la Figura 12 a'y
la Figura 12 b.




Estrés por Uranio -84 -
Resultados

Tabla 9 - Concentracion de uranio en el tejido vegetal de parte aérea y raiz de
Beta vulgaris creciendo en un cultivo hidropénico con distintas
concentraciones de uranio.

Uranio inicial U en parte aérea U en raiz
mgU L pgu g™ mgU g
0,0002 0,26 b 0,002 ¢

1 0,66 a 44d
2 0,64 a 9,1c
3 0,67 a 13,0b
5 0,67 a 26,4 a
LSD (P<0,05) 0,26 36

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa
entre medias. Test LSD de Fisher.

A medida que se increment6 la concentracion de U en el medio de cultivo, la
concentracion del elemento en la parte aérea tendié a alcanzar un valor maximo,
constante, mientras que la concentracion de U en raiz aument6 en forma proporcional
sin alcanzar un valor maximo dentro del rango de concentraciones estudiadas (Figura
12ayb).

La ecuacion de la curva que describe la concentracion de U en tejido vegetal
en funcién de la concentracion en el medio es del mismo tipo tanto en raiz como en
parte aérea, y es equivalente a la utilizada por otros autores para relacionar las
concentraciones de radiactividad del U en plantas y sustrato (Martinez-Aguirre et al.,
1997; Blanco Rodriguez et al, 2006). Esta ecuacion puede generalizarse como:

CU, = fCU,"° (1)

en donde CU, y CUs son la concentracion de U en la planta y en el sustrato,
respectivamente; b y f son parametros a determinar en funcion del sustrato y la
especie vegetal, siendo 0 <b < 1. Cuando b = 1, se verifica una relacion lineal y fes
igual al factor de transferencia.
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Figura 12 - Concentracion de uranio en tejido vegetal, parte aérea (a) y raiz (b),
de Beta vulgaris en relacion con la concentracion de la solucion
hidropénica donde fue cultivada.

Las barras de error corresponden al error estandar (n= 4 repeticiones).

El contenido total de U acumulado en las plantas cosechadas (Tabla 10)

sigui6 el comportamiento ya observado en la concentracién de U, observandose una

acumulacion muy baja de U en parte aérea sin diferencia significativa entre las

plantas crecidas en el medio con U agregado. En raiz la acumulaciéon de U es tres

ordenes de magnitud mayor que el registrado en parte aérea, con excepcion de las

plantas cultivadas en solucion nutritiva sin agregado de U.
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Tabla 10 - Uranio total acumulado en la parte aérea y en la raiz de Beta vulgaris
en relacion con el uranio total agregado.

U;;:\_;og;gtoal Parte aérea Raiz Total
mg U ug U total mg U total mg U total
0 1,4b 0,001 e 0,002 e
4 3,1a 24d 24d
8 29a 40c 40c¢
12 3,2a 6,0b 6,0b
20 3,2a 14,0 a 14,0 a
LSD (P<0,05) 1,2 1,1 1,1

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre
medias. Test LSD de Fisher

2.1.6. Indicadores de tolerancia, toxicidad y capacidad de bioacumulacion de

uranio

En las plantas no contaminadas se observd un nivel de U en parte aérea
compatible con una translocacion moderada de este elemento. Sin embargo, en las
plantas que crecieron en el medio contaminado se verifico una fuerte restriccién al
ingreso de U en la parte aérea de la planta. El porcentaje de U translocado no super6
el 0,2 % del total de U acumulado en las raices de las plantas que crecieron en el
medio contaminado (Figura 13). Ademas, el porcentaje de U translocado disminuy6 a
medida que el contenido de U en raiz aumento, observandose una estrecha relacion

de tipo asintotica (Figura 13).

El indice de tolerancia, definido como la relacién entre la biomasa promedio de
plantas crecidas en medio contaminado con metales pesados y la biomasa promedio
de plantas crecidas sin contaminacién (Salt et al., 1998; Shahaneh y Hossner, 2002),
es un indicador de los efectos adversos del metal pesado sobre el crecimiento vegetal
y de la capacidad del vegetal para superarlos. Aunque, como se mostré en la Tabla 7,
la biomasa alcanzada en plantas cultivadas con y sin U no fue significativamente
diferente, se observé en las plantas crecidas en el medio con U una tendencia a la
reduccion de biomasa total de 74 a 85 % (Tabla 11). Se calcul6 también el indice de
tolerancia basandose en el contenido de N en la parte aérea, considerando que el N
es un indicador del nivel nutricional, proteico y fisiologico. Los indices de tolerancia
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calculados sobre la base del contenido de N son del mismo orden que los obtenidos
considerando la biomasa total (Tabla 11).

Coincidente con los bajos porcentajes de translocacion de U hacia la parte
aérea, el factor de bioacumulacién en hidroponia (FBy) en biomasa aérea, de plantas
crecidas en presencia de U, fue siempre menor a 1. Por otra parte, como el contenido
de U en hojas y tallos se mantuvo en valores sin diferencia significativa, el FBy bajé a
medida que aumentaba la concentracién en la solucién de cultivo (Tabla 11). En la
misma Tabla se observa que el FBy en raiz, en cambio, fue muy alto, indicando que
la raiz de la remolacha puede concentrar el U entre 4.324 y 5.373 veces el contenido
de este contaminante en la solucién de cultivo. Por otra parte si, a partir de los
valores registrados en la Tabla 9, se calcula el FBy para las plantas no contaminadas,
se observa que la remolacha puede concentrar el U presente a nivel de trazas en el
agua, alcanzando un FBy promedio de 1.300 en la parte aérea y 10.000 en las raices.
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Figura 13 - Porcentaje de uranio de la raiz translocado hacia la parte aérea en
relacion con el contenido total de uranio en raices de Beta vulgaris,
creciendo en un cultivo hidroponico con distintas concentraciones de
uranio.
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Tabla 11 — indices de tolerancia (IC) y factor de bioacumulacion (FBy) de uranio
en plantas de remolacha (Beta vulgaris), en un cultivo hidropénico con
distintas concentraciones iniciales de uranio

) IC FBy*
Uranio agregado | Bijomasa | Nitrogeno total Parte aérea Raiz
total en parte aérea
mgU L % %
1 82 81 0,66 4.429
2 74 77 0,33 4.562
3 85 80 0,22 4.324
5 83 80 0,13 5.273

*FBy calculado como la relacién entre mgU.kg'1 tejido vegetal y mgU.L'1 de solucién de
cultivo.

2.1.7. Recuperacion del uranio agregado

La recuperacion de U en las plantas alcanzé el 70 % del U agregado en la
solucién nutritiva con la concentracion de U mas elevada. En las otras
concentraciones, la recuperacién vario entre el 50 y el 60 % (Tabla 12). De este U
recuperado en las plantas, la mayoria se encontraba en las raices.

Tabla 12 - Recuperacion de uranio en la solucion de cultivo y en las plantas de
remolacha (Beta vulgaris) después de 15 dias de exposicion a distintas
concentraciones de uranio.

Uranio total Recuperacion | Recuperacion
agregado en solucién en plantas
mg U Yo Y%
4 0,06 60
8 0,03 50
12 0,05 50
20 0,02 70

Al final de la experiencia la concentracion de U en la solucién de cultivo habia
disminuido mucho y la recuperacién en solucién fue muy pequefia (Tabla 12), aun
cuando se incluy6 el contenido de U en el agua de lavado de las raices en el célculo
de recuperacion. Entre el 30 y 40 % del U no fue recuperado ni en la solucién ni en
las plantas, probablemente debido a la formacién de compuestos que acomplejan al
U, provocando su insolubilidad y precipitacion.
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2.2. Efecto del fosforo en la acumulaciéon de uranio y en la tolerancia de
remolacha

La exclusién del P del medio de cultivo no produjo diferencia significativa en la
biomasa aérea de las plantas en ausencia de U (Tabla 13), aunque se observé una
tendencia no significativa al atraso en la aparicién de nuevas hojas (Figura 14).

El agregado de U a la solucién completa de Hoagland, conteniendo P como
fosfato de potasio, condujo también a un numero menor de hojas que las plantas
control, pero no significativa estadisticamente. En cambio, la presencia de U en
ausencia del anion fosfato fue determinante de una serie de sintomas de toxicidad
como falta de crecimiento, marchitez y caida de hojas, que obligaron a una cosecha
anticipada de las plantas con respecto al ensayo antes descrito (Seccion 2.1).
Efectivamente las plantas estuvieron en contacto con U solamente 7 dias, al cabo de
los cuales, las plantas con U a las que se les habia quitado la provisién de P
mostraron un numero de hojas significativamente menor que el resto de los
tratamientos (Figura 14). La biomasa seca de la parte aérea de estas plantas fue mas
pequena y la relacién peso seco de raiz / peso seco de parte aérea mas elevada,
asociada a la mayor concentracion de U en parte aérea (Tabla 13).

Tabla 13 - Efecto de la presencia del anion fosfato en el medio de crecimiento
sobre la biomasa y la absorciéon de uranio en plantas de remolacha roja.

Biomasa seca* Relacion de Concentracion de Uranio

Tratamiento | p,ite agérea | Raiz biomasa™ Parte aérea Raiz

mg ug U g mgU g’
C (-U +P) 731 a 75a 0,10b 0,26 ¢ 0,001 ¢
-U-P 765 a 84 a 0,10b 0,29 ¢ 0,001 ¢
+U +P 788 a 82a 0,10b 0,83 b 11,90 a
+U—P 544 b 91a 0,17 a 1,66 a 9,23 b
LSD (P< 0.05) 159 34 0,03 0,38 2,51

*Biomasa de 12 plantas por tratamiento

** Relacion de biomasa seca de raiz / biomasa seca de parte aérea

Tratamientos: C: control (sin U y con P); -U -P: solucién hidropénica sin P ni U; +U +P:con U y
P; +U -P: con U, sin P. Concentracion de U en el medio de cultivo: 3,3 mgU L.

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias.
Test LSD de Fisher.
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La absorcién de U fue significativamente mas alta en las plantas que crecieron
en el medio con agregado de U tanto en ausencia como en presencia de P. Pero la
concentracion de U fue menor en ausencia de P, con una relacion entre
concentracion en raices y concentracion en la solucién (FBy) de 2.800 en lugar del
valor de 3.600 registrado para las plantas que crecieron siempre con P.

La concentracion de U en raices fue mucho mas alta que en la parte aérea
tanto en presencia o ausencia de P, con una relacion porcentual del U en parte aérea
con respecto al U en raiz (factor de translocacion) de 0,007 % en las plantas con P y
0,018 % en las plantas sin P. La mayor concentracién de U en la parte aérea de las
plantas sin P podria indicar un fallo en la restriccion a la translocacién o que la
ausencia de P en el medio impide la formacién de compuestos secuestradores de U

en raices, ya sea en el interior de las mismas o externamente, sobre la pared celular.
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Figura 14 - Efecto de la presencia del anion fosfato y de uranio en el medio de
crecimiento sobre la aparicion de nuevas hojas en remolacha roja.
Tratamientos:

C: control, con P y sin agregado de U;

-U -P: solucién hidropénica sin P ni U;

+U+P:con Uy P;

+U -P: con U, sin P. Concentracién de U en el medio de cultivo: 3,3 mguU L™.
Las barras de error corresponden a la desviacién estandar (n=12).
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2.3. Efecto del tiempo de exposicion al uranio sobre el crecimiento,
contenido hidrico, niveles de pigmentos fotosintéticos y actividad
enzimatica

2.3.1. Acumulacién de biomasa vegetal

En la Figura 15 se muestra la evolucién del peso fresco de la parte aérea
(Figura 15 a) y raiz (Figura 15 b) a lo largo del tiempo de cultivo de las plantas de
remolacha sin U y expuestas a una concentracion de U de 3,3 mgU.L™.
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Figura 15 - Variaciones de peso fresco de parte aérea y raiz de remolacha roja
sometida a los distintos tratamientos en el transcurso de ensayo.
Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en solucion
Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U durante los
primeros 5 dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio.
Las barras de error corresponden a la desviacién estandar (n=20).
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El agregado de U provocé una disminucién en la acumulacion de biomasa
durante los primeros dias de exposicion. Esta disminucién de biomasa fue
significativa a los dos dias de agregado el contaminante en la parte aérea (Tabla 14),
mientras que en las raices el descenso de la biomasa fresca no fue significativo en
los primeros dias (Tabla 15), debido a una gran variabilidad en este parametro. A los
5 dias ya se observé una biomasa de raices significativamente menor en las plantas
expuestas a U.

Tabla 14 - Efecto del agregado de uranio y de su posterior eliminacion en el
medio de cultivo sobre el peso fresco de la parte aérea de remolacha

roja.
Tiempo de crecimiento (dias)
Tratamiento 0 ‘ 2 | 5 ‘ 7 | 10
Peso fresco por planta (mg planta ™)
Control 1,35 1,42 a 1,96 a 2,18 a 2,47 a
+/+U 1,14 b 1,48 b 1,79b 2,29 a
+/-U 1,79 b 221a

Tratamientos: Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en solucién
Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U durante los primeros 5
dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio.

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias
(P<0,05). Test de Tukey.

Tabla 15 - Efecto del agregado de uranio y de su posterior eliminaciéon en el
medio de cultivo sobre el peso fresco de raices de remolacha roja.

Tiempo de crecimiento (dias)

Tratamiento 0 | 2 | 5 | 7 | 10
Peso fresco por planta (mg planta ™)
Control 0,27 0,32 a 0,47 a 0,54 a 0,58 a
+/+U 0,24 a 0,27 b 0,37 c 0,46 ab
+/-U 0,45b 0,43b

Tratamientos: Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en solucién
Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U durante los primeros 5
dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio.

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias
(P<0,05). Test de Tukey.
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Al final del experimento (10 dias), no hubo diferencias significativas en el peso
fresco de parte aérea ni de raices entre tratamientos con y sin U. Este resultado es
compatible con los mostrados en la Tabla 7 para el primer experimento descrito,
donde se no se observé diferencia significativa de la biomasa aérea o de raices
después de 15 dias de exposicion a distintas concentraciones de U.

Con respecto a la posible recuperacién de las plantas al retirar el uranio del
medio (Tratamiento + / - U), no se observd un efecto positivo claro. En la parte aérea
el peso fresco acumulado no llegé a igualar al de las plantas control sin uranio y fue
similar al alcanzado por las plantas creciendo en un medio con U. En raices, la
biomasa aumenté a los dos dias de retirado el contaminante, pero esa primera
recuperacion no se mantuvo en el tiempo, observandose siempre valores de
acumulacion de biomasa de raices mas bajos que el control sin U (Figura 15 y
Tablas 14 y 15).

La disminucién de la biomasa vegetal en los primeros dias de exposicién al U
se ve reflejada también en el grado de inhibicién del crecimiento (GIC), que alcanza el
43 % en raices y al 24 % en parte aérea a los cinco dias de tratamiento (Tabla 16). A
los 10 dias el GIC continua siendo alto (21 %) en raices expuestas al U, remarcando
que la ausencia de diferencias significativas en la biomasa acumulada se debe
fundamentalmente a la variabilidad de los datos que, a su vez, podrian ser causa de
una respuesta diferencial por las distintas plantas a la intoxicacion.

Tabla 16 - Grado de inhibicion del crecimiento en plantas de remolacha
expuestas a uranio.

Tiempo de exposicion (dias)
Pa;tlg:'ti la 2 5 7 10
Grado de inhibicion de crecimiento (%)
Parte aérea 20 24 18 7
Raiz 25 43 31 21

2.3.2. Contenido hidrico relativo
El contenido hidrico relativo de las hojas de remolacha también se vio
afectado por la presencia de U (Figura 16 y Tabla 17). En los primeros dias de
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exposicion al contaminante se observé una fuerte disminucién del contenido hidrico

relativo que se comenz6 a recuperar a los 7 dias.

Cuando se retir6é el U del medio de cultivo se observé la recuperacion del
contenido hidrico a los 7 dias de ensayo, 2 dias después de retirar el U del medio,
alcanzando un valor intermedio al presentado entre las plantas control y las plantas
bajo el tratamiento con (+/- U). Sin embargo, la gran variabilidad observada en las
mediciones en estas plantas (ver barras de error en la Figura 16) enmascaré la
significacion del resultado. Si se realiza una comparacion entre los valores de las
plantas control y las plantas con U siempre (+/+ U) se observa que el contenido
hidrico de las plantas control es siempre mayor a un nivel de significaciéon de P <
0,05.
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Figura 16 - Contenido hidrico relativo en hojas de remolacha roja expuesta a
uranio, comparado con plantas control sin agregado de contaminante.
Tratamientos: Control: plantas en solucién Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en
solucién Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U
durante los primeros 5 dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio.

Las barras de error corresponden a la desviacién estandar (n= 4 repeticiones).

El efecto positivo de la eliminacion del contaminante del medio no progresé en
el tiempo. A los 10 dias de ensayo, las plantas control, crecidas permanentemente sin
U, mostraron una tendencia a aumentar su contenido hidrico relativo en hojas,
mientras que las plantas recuperadas del medio contaminado mostraron un ligero
descenso, lo que resultd en una diferencia significativa en el contenido hidrico

relativo, con un valor medio mas alto en las plantas control.
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Tabla 17 - Efecto del agregado de uranio y de su posterior eliminacion en el
medio de cultivo sobre el contenido hidrico relativo en hojas de
remolacha roja.

Tiempo de crecimiento (dias)
Tratamiento 0 ‘ 2 5 | 7 | 10
Contenido hidrico relativo (%)
Control 60 61a 61a 61a 65 a
+/+U 53 b 52 b 55b 57b
+/-U 59 a 58 b

Tratamientos: Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en solucién
Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U durante los primeros 5
dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio.

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias
(P<0,05). Test de Tukey.

2.3.3. Contenido de pigmentos fotosintéticos en las hojas

En las hojas de las plantas control, sin U, la concentracién total de clorofilas,
Clora.p), aumentd a medida que las plantas crecieron (Tabla 18 y Figura 17),
correspondiendo a la necesidad de cubrir una demanda fotosintética mayor a medida
que la planta crece y requiere mas fotosintatos. Tras el agregado de U y hasta
después del dia 7, las plantas no modificaron su concentracion total de clorofila, que
si bien aument6 a los 10 dias de la incubacion, se mantuvo por debajo de los niveles

presentes en las plantas control que crecieron sin uranio (Tabla 18).

Tabla 18 - Contenido de clorofila total a + b, Clor.,), en hojas de remolacha roja
(Beta vulgaris) en relacion al tratamiento recibido y al tiempo de cultivo
transcurrido.

Tiempo de crecimiento (dias)
Tratamiento 0 2 | 5 | 7 | 10
Clor 1) ( mg g PF)
Control 0,77 0,89 a 0,99 a 1,15a 1,19 a
+/+U 0,72b 0,70 b 0,70 c 1,01 b
+/-U 0,86 b 0,96 b

Tratamientos: Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en solucion Hoagland
con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U durante los primeros 5 dias y regresadas
en el dia 5 a un medio sin uranio. PF: peso fresco.

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias (P<0,05).
Test de Tukey.
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Figura 17 — Contenido de clorofila, Clor ., y pigmentos carotenoides, Car x.c),
en hojas de remolacha roja (Beta vulgaris) en relacion al tratamiento

recibido y al tiempo de exposicién a uranio.

Tratamientos: Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en
solucién Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U
durante los primeros 5 dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio.

Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n= 4 repeticiones)

La concentracion de los pigmentos carotenoides x + ¢, Car.c), no sufrio una
disminucion significativa durante los primeros dias de crecimiento en medio con
uranio, pero a los 7 dias del tratamiento hubo un descenso, manteniéndose la

diferencia significativa hasta el final del ensayo (Figura 17 y Tabla 19).

Tabla 19 - Contenido de pigmentos carotenoides totales x + ¢, Cary.c), en hojas
de remolacha roja (Beta vulgaris) en relacion al tratamiento recibido y al
tiempo de cultivo transcurrido.

Tiempo de crecimiento (dias)
Tratamiento 0 | 2 | 5 | 7 | 10
Car.c (mg g PF)
Control 0,13 0,15a 0,15a 0,21 a 0,19 a
+/+U 0,13 a 0,16 a 0,09 b 0,15b
+/-U 0,11 b 0,14 b

Tratamientos: Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en solucién
Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U durante los primeros 5
dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio. PF: peso fresco.

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias
(P<0,05). Test de Tukey.
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En las Tablas 20 y 21 se muestran los valores de las concentraciones de
clorofila ay b, respectivamente.

Tabla 20 - Contenido de clorofila a, Clor,, en hojas de remolacha roja (Beta
vulgaris) en relacion al tratamiento recibido y al tiempo de cultivo
transcurrido.

Tiempo de crecimiento (dias)
Tratamiento 0 2 | 5 | 7 | 10
Clor, (mg g™ PF)
Control 0,48 0,59 a 0,61 a 0,71 a 0,76 a
+/+U 0,48 b 0,46 b 0,34c 0,58 b
+/-U 0,47 b 0,57 b

Tratamientos: Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en solucién
Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U durante los primeros 5
dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio. PF: peso fresco.

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias
(P<0,05). Test de Tukey.

Tabla 21 - Contenido de clorofila b, Clor,, en hojas de remolacha roja (Beta
vulgaris) en relacion al tratamiento recibido y al tiempo de cultivo
transcurrido.

Tiempo de crecimiento (dias)
Tratamiento 0 2 | 5 | 7 | 10
Clor, (mg g™ PF)
Control 0,29 0,30 a 0,38 a 0,38 a 0,43 a
+/+U 0,24 b 0,24 b 0,34 a 0,43 a
+/-U 0,39 a 0,39 a

Tratamientos: Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en solucién
Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U durante los primeros 5
dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio. PF: peso fresco.

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias
(P<0,05). Test de Tukey.

La presencia de Uranio en el medio de cultivo redujo tanto los niveles de
clorofila a como de clorofila b, aunque con distinta magnitud. Mientras el efecto
reductor sobre la clorofila a se mantiene durante todo el ensayo (Tabla 20), el
contenido de clorofila b aumenta después del séptimo dia de exposicién al U y se
llega a contenidos similares a los presentes en las plantas control (Tabla 21).
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Sin embargo, si se estudia la variacion (VClor, y VClor,, respectivamente)
temporal (incremento o reduccién) del contenido de las clorofilas a y b después del
agregado de U, con respecto al contenido inicial de clorofilas en las hojas, se puede
observar que se produjo una pérdida inicial mayor de la clorofila b, seguida por
pérdida de la clorofila ay una posterior recuperacién de ambas clorofilas (Figura 18).
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Figura 18 - Variacion porcentual de las clorofilas ay b después del agregado de
uranio, en funcién del tiempo de ensayo transcurrido.

El efecto negativo del U en los niveles de pigmentos fotosintéticos no es
revertido totalmente por la eliminacién del contaminante, ya que si bien se observé un
aumento de la concentracion de todos los pigmentos fotosintéticos tras el paso de las
plantas a un medio no contaminado, no se llegé a los niveles presentes en las plantas
control (Figura 17, Tablas 18 y 19), permaneciendo la concentracion total de clorofilas
a+b en valores entre 19 y 25 % mas bajos que el control y los pigmentos
carotenoides, con una reducciéon entre 26 y 45 %. Sin embargo, la falta de
recuperacion en las clorofilas totales se debe exclusivamente a valores menores de
clorofila a, ya que los niveles de clorofila b, una vez eliminado el contaminante del

medio, no presenta diferencias significativas con los de las plantas control.
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2.3.4. Actividad del enzima ascérbico peroxidasa

La actividad del enzima ascérbico peroxidasa (APX) se vio significativamente
aumentada inmediatamente después del agregado de U en el medio de cultivo, con
una ligera disminucion en el dia quinto de la experiencia y un nuevo aumento al
prolongarse el estrés provocado por la presencia del U (Tabla 22 y Figura 19). Las

plantas control mantuvieron una actividad enzimatica similar a lo largo del ensayo.
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Figura 19 - Actividad del enzima ascorbico peroxidasa en hojas de remolacha
roja (Beta vulgaris) en relacion al tratamiento recibido y al tiempo de
exposicion a Uranio.

Tratamientos: Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en
solucién Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U
durante los primeros 5 dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio.

Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=4 repeticiones).

Tabla 22 - Analisis estadistico de la actividad ascérbico perdoxidasa (APX) en
hojas de remolacha roja (Beta vulgaris) en relacion al tratamiento
recibido y al tiempo de cultivo transcurrido.

Tiempo de crecimiento (dias)
Tratamiento 0 ‘ 2 | 5 ‘ 7 | 10
APX (Unidades mgproteina)
Control 2,03 2,32 b 2,47 a 2,49 b 2,33 b
+/+U 4,18 a 2,78 a 3,81a 3,78 a
+/-U 3,82 a 3,98 a

Tratamientos: Control: plantas en solucion Hoagland completa sin U; +/+U: plantas en
solucién Hoagland con agregado de U; +/-U: plantas crecidas en presencia de U
durante los primeros 5 dias y regresadas en el dia 5 a un medio sin uranio. Letras

iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre medias (P<0,05).
Test de Tukey.
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La eliminacion del contaminante del medio de cultivo no logré ejercer un
efecto de disminucion de la actividad enzimatica, probablemente porque la situacion
de estrés podria estar relacionada con el U ya incorporado a la planta o adsorbido a
la pared celular de las raices que se mantendria en el sistema planta-medio de
cultivo.



V - DISCUSION
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1. TOLERANCIA Y BIOACUMULACION DE URANIO EN CONDICIONES DE
CAMPO
El movimiento de suelo y rocas producido durante la explotacion minera asi
como la creacion de las escombreras con materiales de distinta granulometria,
significan la aparicion de nuevas superficies o sustratos sin cobertura que pueden ser
colonizados por especies vegetales pioneras, comenzando una sucesion primaria

inducida por el hombre (Martinez-Ruiz et al., 2001).

Los suelos del area de estudio son suelos de montafa, rocosos, intercalados
con Paleortides Tipicos (en los interfluvios) y Torrifluvents Tipicos (en los sectores
cercanos a los cauces de agua), moderadamente susceptibles a la erosion hidrica y
eblica (Hudson et al.,, 1990). Las caracteristicas climaticas del predio minero
corresponden a las del Piedemonte Andino, seco, escasa precipitacion y arido (Donati
y Gallucci, 1984). Estas caracteristicas hacen mas dificil la revegetacion o

colonizacién espontanea de las escombreras.

La eleccion de especies vegetales de las que se tomaron muestras en este
estudio fue realizada en funciéon de su presencia en las zonas contaminadas y el
muestreo no fue exhaustivo en cuanto al nimero de especies vegetales en areas no
contaminadas. Especificamente en la escombrera mas contaminada se muestrearon
todas las especies vegetales presentes (sélo coirdn), mientras que en las areas de
suelo no disturbado se buscaron Unicamente las especies ya prefijadas por su
presencia y, evidentemente, tolerancia al U en las é&reas con contaminacion
intermedia. Sin embargo, los distintos puntos de muestreo correspondieron también a
sustratos y escombreras armadas en diferentes momentos de la explotacion minera y
con tiempos de liberacion para la colonizacion espontanea diferentes. Por lo tanto,
existen al menos dos factores que estan influyendo en la presencia de especies
vegetales: por un lado la posible toxicidad del U, claramente marcada en los sustratos
de mayor contaminacién por la menor cobertura vegetal y, por otro lado, el tiempo
transcurrido desde el inicio de la sucesién de revegetacion. En condiciones de habitat
extremos la recuperacién hasta el estado final es lenta tanto en tiempo como en
cambio de especies vegetales. En sustratos de minas de Uranio, el tiempo de
revegetacion esta también relacionado con el tamafo del sustrato y es mas rapida
cuando los residuos que conforman el sustrato han sido rotos y presentan una
granulometria menor (Martinez-Ruiz et al., 2001).

La presencia de Tagetes minuta en sustratos de las escombreras
contaminados pero no en los suelos naturales (Tabla 4) podria estar relacionada con
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la secuencia de la sucesion, ya que esta planta nativa de América del Sur, es
considerada una especie pionera, con gran afinidad por sustratos disturbados
(Ghersa y Leo6n, 1999; Visintin y Bernardello, 2005). Esta especie, conocida en
Mendoza como “chil-chil” (Ruiz Leal, 1972; Subsecretaria de Medio Ambiente de
Mendoza, 2006) y en otras partes de Argentina como “Chinchilla” (Campos, 1998;
Visintin y Bernardello, 2005) produce terpenoides y tiofenos (Gil et al., 2002) que son
biocidas y defienden a la planta de predadores pero que también serian metabolitos
relacionados con la tolerancia al estrés en plantas invasoras de ambientes

degradados (Guglielmini et al., 2007).

Las dos especies de jarilla son muy frecuentes en los suelos naturales de la
region. Aunque es habitual encontrarlas en suelos pedregosos, el gran tamario de los
materiales que conforman el sustrato de las escombreras y la escasa profundidad de
material fino podria dificultar el crecimiento radical de estas especies arbustivas. Ruiz
Leal (1972) menciona la deteccién de U en las cenizas de jarilla y la ocurrencia de
Larrea cuneifolia (especie emparentada con las estudiadas) en el yacimiento
uranifero Los Chanares, en la Sierra Pintada, cerca del lugar de toma de muestras en
el presente trabajo. Sin embargo, este autor no indica el nivel de U en el suelo o en
las plantas. Tanto L. nitida como L. divaricata estuvieron presentes solamente en
sustratos con concentraciones bajas de U (Tabla 4) pero sus raices muestran los
valores mas altos de concentracién de U (Tabla 5). Si estas plantas no fueran
tolerantes al U y no tuvieran mecanismos de exclusién suficientemente eficientes, el
U podria ingresar al tejido vegetal provocando danos por toxicidad, impidiendo su
prosperidad en medios altamente contaminados.

El coirbn es un pasto duro de amplia distribucion en ambientes aridos y
semiaridos de Argentina, evidentemente tolerante al U. Se lo encontr6 en los suelos
naturales y en todas las escombreras incluyendo las escombreras de colas de
mineral, con un sustrato de granulometria mas fina pero con mayor contaminacién. Si
bien la concentracion de U en parte aérea y raiz de coiron aumentd a medida que se
incrementaban los niveles de U en el sustrato, no se registré una relacién lineal entre
concentraciones de U en tejido vegetal y en el sustrato para todo el rango de valores
de U en suelo analizados, como asumen distintos autores (Sheppard y Sheppard,
1985; Martinez-Aguirre et al., 1997; Vera Tomé et al., 2003) que deberia producirse
para aplicar el concepto de transferencia suelo-planta constante. En nuestro caso la
relacion puede considerarse lineal para concentraciones de U en suelo menores de
70 ugU g™ de suelo. En realidad, esta falta de linealidad esta documentada para el U
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natural y, por lo tanto, el factor de transferencia, o factor de bioacumulacion, no es
constante, siendo mas alto cuando la concentracién de U en el sustrato es mas baja
(Martinez-Aguirre et al., 1997; Vera Tomé et al., 2003; Duquéne et al., 2006). Sin
embargo, la hipétesis de linealidad entre la concentracion de U en tejido vegetal y la
concentracion de este contaminante en el medio de cultivo se verifica en cultivos
hidropénicos de girasol (Blanco Rodriguez et al., 2006) y esa relacién se acerca a la
linealidad, dentro de cierto rango de concentracion de U en la solucién de cultivo, en

remolacha, como veremos mas adelante.

En toda la bibliografia comentada anteriormente el factor de transferencia (o
TF, del inglés “Transfer Factor”) fue calculado como la relacién entre la concentracion
de radioactividad en tejido vegetal y la concentracion de radiactividad medida en el
sustrato. Shahandeh y Hossner (2002) utilizan el término coeficiente de
bioacumulacion para referirse a la relacion de las concentraciones quimicas media de
U en planta y en suelo o agua. En el presente trabajo el U también fue determinado
quimicamente y utilizamos el término de factor de bioacumulacién en suelo o FBs,
para las plantas crecidas sobre suelos o sustratos solidos. Los coeficientes de
bioacumulacién y los valores de FBs son comparables con los de TF, ya que se trata
de un parametro sin unidades calculado a partir de variables que tienen una
equivalencia conocida. Efectivamente, como se trata de U natural, existe una relacién
definida entre concentracién quimica y radioactividad, de modo que 1 ug de U natural
tiene una radiactividad total de 0,02442 Bg (NCRP, 1984).

El FBs en raiz y parte aérea de coirdn fue bajo, con valores mas altos en el
suelo natural no contaminado. En parte aérea el FBs fue siempre menor a 1
mostrando ausencia de bioacumulacion. Los valores de FBs en raiz y parte aérea se
encuentran dentro del rango de coeficientes de bioacumulacion observado por
Shahandeh y Hossner (2002) para distintas especies vegetales cultivadas en
macetas, pero en parte aérea fueron mas altos al TF calculado en base a la relacion
de radiactividad observado por Vera Tomé et al. (2003) en especies herbaceas en
campo y por Vandenhove y Van Hees (2003) para raigras (Lolium perenne) en
macetas. Sin embargo, es necesario recordar que la comparacion directa de
bioacumulacién calculada en los distintos trabajos tiene un valor relativo, limitado a
suelos con concentraciones similares de U, ya que, salvo cuando se cumpla la
hip6tesis de linealidad anteriormente discutida, el FBs o TF es dependiente de la
concentracion de U en el sustrato, siendo mas alta en sustratos con bajo contenido
de U.
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Los valores mas altos de concentracion de U medidos en coirdn fueron de 16
ugU g en parte aéreay 140 ug U g en raiz.

A bajas concentraciones de U en la raiz se observé que el U detectado en la
parte aérea representaba un importante porcentaje, entre el 20 y el 65 %, del U
presente en la raiz (Figura 7). A niveles altos de contaminacion en el sustrato, cuando
el U en raices aumenta, el U permanece en la raiz siendo translocado en una

proporcion menor (menor al 10 %) hacia la parte aérea.

Es evidente que la translocacion de U hacia la parte aérea es relativamente
importante so6lo cuando el U se encuentra en el sustrato a nivel de trazas, como
ocurre en suelos naturales analizados. Independientemente de la concentracion de U
en el suelo, los niveles de U acumulado en la parte aérea son muy bajos. Estos
resultados coinciden con los hallados por diversos autores en distintas especies
vegetales y en distintas condiciones de cultivo (Huang et al., 1998; Morton et al.,
2001; Shahandeh y Hossner, 2002; Chen et al., 2006).

El modelo clasico conocido para explicar los mecanismos de tolerancia a los
metales pesados en plantas superiores se basa en dos estrategias basicas: la
exclusiéon y la acumulacién (Baker, 1981; McGrath et al., 2001). La falta de
acumulacién de U en la parte aérea y un factor de translocacién menor a 1 ubicarian
al coirén, Stipa sp., dentro del grupo de plantas tolerantes al U, porque sobreviven en
sustratos con alto contenido de este elemento, pero con una estrategia de tolerancia
basada en la exclusion, con restriccion al transporte del U hacia la parte aérea, como
la mayoria de las especies vegetales estudiadas por distintos autores. El chil-chil,
Tagetes minuta, también es tolerante al U por los lugares que habita y seguramente
también basa su tolerancia en la exclusiéon pero su analisis debiera ser profundizado
para conocer mejor su comportamiento. A la vista de los datos obtenidos en ambas
especies (Tabla 5, Figuras 6 y 7) en donde, para suelos con concentraciones
moderadas de U este contaminante se acumula en la raiz, se podria producir una
compartimentacion en vacuolas o “secuestro” del contaminante mediante union a
fitoquelatinas en vacuolas o citosol de las células cértex, acumulandose el U en dicho
6rgano y limitando su translocacion a la parte aérea.

Como el presente estudio constituyé el analisis de las plantas de aparicion
espontanea en distintos puntos de muestreos, no hemos podido realizar una
comparacion de la biomasa desarrollada en el mismo lapso de tiempo por las
distintas especies vegetales estudiadas en relacién al nivel de contaminacion en el
sustrato. Por lo tanto, no es aplicable la utilizacién del indice de tolerancia mas
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utilizado, la relacién entre las biomasas promedio de plantas crecidas en medio
contaminado y no contaminado (Baker et al., 1994; Shahandeh y Hossner, 2002;
Jagetiya y Purohit, 2006). Por otra parte, los sintomas de fitotoxicidad en plantas
parecen desarrollarse a muy distintas concentraciones de U en suelo, dependiendo
de las propiedades del suelo y no sélo de la especie vegetal, sino también de su
variedad. Asi, por ejemplo, para un mismo cultivo, trigo, Gulati et al. (1980) reportaron
una disminucién en la produccién de biomasa a valores tan bajos como 3 mgU kg™,
que estarian muy cerca de los valores de base de la mayoria de los suelos
argentinos, mientras que Shahandeh y Hossner (2002) presentaron una serie de
especies vegetales, entre las que se encuentra el trigo, con indice de tolerancia del
100 % en un suelo contaminado con 100 mg U(VI) kg™.

Sin embargo, como se coment6 en la seccion de Resultados, a
concentraciones en el suelo entre 70 y 100 pugU g' se observé un cambio en la
acumulacion de U en el cuerpo vegetal de coirén, que podria estar indicando un nivel
de toxicidad mayor para la planta, que necesita evitar la entrada del contaminante.
Precisamente este mismo nivel de contaminacion fue encontrado por Shahandeh y
Hossner (2002) como desencadenante de sintomas de toxicidad en suelos calcareos
con pH alcalinos como los presentes en las zonas de muestreo del presente trabajo.

La falta de acumulacion de U en la parte aérea dificultaria cualquier programa
de remediacién de suelos en base a la fitoextraccién, que requeriria de especies
vegetales hiperacumuladoras que concentren méas de 1.000 mgU kg™ en biomasa
aérea (Shahandeh y Hossner, 2002), al igual que se requiere para el tratamiento de
otros metales (McGrath et al., 2001), para lo que se considera necesario en algunos
casos llegar a una concentracion minima en parte aérea del 1 % (Cunningham et al.,
1997; Padmavathiamma y Li, 2007).
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2. TOLERANCIA Y ACUMULACION DE URANIO EN CULTIVOS
HIDROPONICOS DE REMOLACHA

2.1. Recuperacion del uranio en los distintos compartimentos del sistema
planta-medio de cultivo

La rapida desaparicion del U de la solucién hidropdnica podria deberse a dos
procesos concomitantes: 1) la formacién de complejos relativamente insolubles del U
con otros componentes del sistema, especialmente P; y 2) a la absorcion e
incorporacién del U a las plantas. Es necesario también considerar la posibilidad de
adsorcién de los metales pesados sobre las paredes de los recipientes (Ebbs et al.,
1998; Maine et al., 2001).

Los procesos fisico-quimicos mencionados (formacién de complejos vy
adsorcién) no fueron cuantificados directamente en este trabajo, pero una prueba
indirecta de su ocurrencia es la desaparicién del U de la solucién en los recipientes
donde no se cultivaron plantas. La presencia de P pudo haber propiciado la
precipitacién y adsorcién de U, tal como lo puede hacer con el Pb (Dushenkov et al.,
1995).

De hecho, una metodologia en estudio para la remediacién de U de aguas
subsuperficiales y suelos contaminados es la aplicacién de compuestos y materiales
ricos en P como la hidroxiapatita (Seaman et al., 2001; Simon et al., 2004; Raicevic et
al., 2006) y el fitato, un compuesto organico natural (Seaman et al., 2003), que
reducen la movilidad del U, inmovilizandolo y reduciendo su biodisponibilidad.

Si bien en la solucion Hoagland, utilizada como medio de cultivo en el
presente trabajo, el P fue agregado en una forma quimica mas sencilla como el
fosfato monopotasico (KH.PQO,), pueden producirse distintas interacciones entre P y
U, dependiendo del pH del medio.

En aguas naturales el U forma complejos con carbonatos, hidréxidos, sulfatos,
fosfatos, fluoruros y, posiblemente, silicatos (Langmuir, 1978). En las condiciones de
pH registrado en la solucién hidropénica (6,11 + 0,21), en presencia de P, la formas
mas frecuentes en las que se encuentra el U son los hidroxidos de U y los complejos
UO,HPO, y UO,(HPO,),*> (Langmuir, 1978; Ebbs et al., 1998), siendo el complejo
con P mencionado en ultimo término el mas estable dentro del rango de pH 4-7,5,
incluyendo medios acuosos de soluciones nutritivas como la de Johnson (Ebbs at al.,
1998), similar a la utilizada en este trabajo. La formacion de complejos estables con
los fosfatos implica la aparicibn de complejos relativamente insolubles y/o
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precipitables y la reduccién de la concentracién de iones uranilo libres, que
constituyen la forma mas biodisponible (Ebbs et al., 1998; Laroche et al., 2005). Por
este motivo, en algunos trabajos se ha propuesto la exclusion del P de las soluciones
donde se estudie la factibilidad de la rizofiltracion para el tratamiento de agua. Sin
embargo, el P es un componente normalmente presente en las aguas contaminadas
con U y, por lo tanto, es importante conocer la capacidad de las plantas para
acumular o capturar U en su presencia. Por otra parte, como se discutira mas
adelante, (apartado 2.2.), la presencia de P ayuda a disminuir los efectos de toxicidad
y permite un mejor desarrollo de las plantas.

La remocién de U por procesos no biolégicos mediados por plantas fue
calculada de forma indirecta mediante la diferencia entre la concentracion de U
agregado inicialmente y el remanente en la solucion sin plantas al final de la
experiencia, que en nuestro caso alcanz6 al 99 % del U agregado. Sin embargo,
cuando se colocaron plantas en una solucién con la misma concentracion inicial de U
y se cuantific6 analiticamente la presencia de U en las plantas, se observé una
recuperacion de U en tejido vegetal del 59,5 %. Es decir, las plantas incorporaron o
adsorbieron U que no se encontraba en solucién o que, en su ausencia, hubiera
formado complejos insolubles o sufrido precipitacién con otros solutos. Esta situacién
demuestra que las raices de las plantas pueden interferir o intervenir en los procesos
fisico-quimicos, modificando la proporcién de U precipitado o insoluble y compitiendo
con estos procesos. Laroche et al. (2005) adjudicaron esta situaciéon a la capacidad
de las raices para actuar como ligantes fuertes, promoviendo la disociacién de
compuestos P-U y la incorporacion subsiguiente del U en las plantas. Vandenhove et
al., (2007) sugirieron que, aunque las formas méas biodisponibles sean los uranilos
libres y los complejos carbonato-U, en algunos casos los complejos fosfato-uranilo
pueden también ser absorbidos por las plantas.

La alta capacidad de absorcion de la superficie radical, que es una
combinacion de procesos fisico-quimicos como quelacion, intercambio iénico y
precipitacion de iones metalicos, seria la responsable de la remocion inicial rapida de
los metales pesados en sistemas hidropdnicos de rizofiltracion con plantas terrestres
(Dushenkov et al., 1995). La capacidad de intercambio cationico de la pared celular
de las raices varia en las distintas especies vegetales en funciéon de los sitios de
adsorcién disponibles, es decir, de los grupos carboxilicos (R-COQO’) y los aniones
fijados (Marschner, 1993), sobre los que se podrian fijar los cationes uranilo
(Dushenkov at al., 1997). Pero, la pared celular de las raices tendria un nimero finito
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de sitios de adsorcién y enlace, con una capacidad de retencién maxima limitada
(Hall, 2002), y es posible llegar a una situacion de saturacién de los sitios de
adsorcion. Si esto hubiera ocurrido, la asociacién de U con el P pudo haber provisto
un nuevo medio de secuestrar el U, manteniendo al contaminante fuera del
citoplasma. Esta asociacion U-P pudo ocurrir sobre la superficie radical o en el
espacio libre aparente, el espacio intercelular donde tienen lugar el intercambio
catiénico, la formacién de complejos y otros procesos mediados por componentes de

la pared celular.

Los exudados de la raiz también contribuyen al acomplejamiento de los
contaminantes, reduciendo su absorcién. Segun Dushenkov et al. (1995) la
precipitaciéon de Pb en raices como fosfato de Pb insoluble que se produce en
sistemas hidroponicos, estaria mediado por la misma raiz, probablemente a través de
la liberacién de exudados, ya que las raices muertas no tienen esta capacidad y sé6lo
pueden retener una cantidad menor de contaminante relacionada con los sitios de

adsorcion estructurales disponibles, como el acido poligacturénico.

Nuestras plantas, fundamentalmente las raices, retuvieron hasta el 70 % del
agregado en el caso de la concentracion mas alta ensayada (5 mgU L"). Dushenkov
et al. (1997) mostraron una recuperacion en raices del 95 % del U ingresado (1 mgU
L") en un sistema piloto de rizofiltracion con distintas variedades de girasol, siendo
mas alta la remocién de U por las raices a pH 5 que a pH 7.

2.2. Acumulaciéon de Uranio en plantas y transferencia sustrato-tejido
vegetal

Como hemos discutido anteriormente, la deteccion de U en raices no es una
prueba irrefutable de la absorcion de U y su incorporacion al interior celular, ya que
podria incluir el U fuertemente ligado en el espacio libre aparente y que no fuera
removido por el lavado de las raices tras la cosecha. Sin embargo, en los dos
experimentos donde se mididé el U incorporado a la parte aérea, la presencia de
cantidades de U en dichos 6rganos significativamente mas altas en las plantas
contaminadas que en las plantas control no contaminadas indicarian un aumento en
la incorporacién de U al interior celular de las raices y su posterior transporte hacia la
parte aérea. Esta mayor incorporacién pudo haber sido limitada o pudo ocurrir un
nuevo secuestro del contaminante incorporado a las plantas, ya que la translocacion
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observada fue muy baja y el porcentaje de U translocado disminuyé a medida que la

acumulacion de U en raiz aumentaba, tendiendo a un valor minimo.

El secuestro en vacuolas o la quelacién mediada por fitoquelatinas en el
citoplasma son mecanismos de detoxificacion para los metales que logran penetrar la
membrana celular (Salt et al., 1998; Hall et al., 2002; Tong et al., 2004) y en los que
puede intervenir también el P. La precipitacion extra e intracelular de fosfatos (Salt et
al., 1998), la formacion de fitatos (Van Steveninck et al., 1992) y los dep6sitos metal-
P en la pared celular (Vazquez et al., 1999) son mecanismos descriptos en la
bibliografia como estrategias para el almacenamiento vacuolar o el secuestro
citoplasmatico de metales. Recientemente, Gulnther et al. (2003) utilizaron
fluorescencia inducida por laser y espectroscopia de absorcion de rayos X para
determinar la especiacién del U incorporado dentro del tejido vegetal de lupino,
indicando que se encontraba en forma hexavalente, mayoritariamente como fosfato

de uranilo (VI) ligado a los grupos fosforilos.

La ausencia de P en el medio de cultivo provocé una disminucion en la
incorporaciéon de U en las raices en relacién a las plantas cultivadas en presencia de
Uy P, pero la acumulacion de U siguié siendo importante y significativamente mayor
a la registrada en plantas en medio no contaminado. En la parte aérea, en cambio, se
acumulé una proporcion relativamente mayor de U en ausencia de P. Como ya se
discutio, para algunos autores la presencia de P disminuye la biodisponibilidad del U
mientras que para otros, las plantas pueden utilizar o captar U de distintas fuentes
relativamente insolubles, ya sea por competencia directa como ligante o porque la
concentracion de U en solucién se va reponiendo, a partir de la disolucién de los
complejos de baja solubilidad, a medida que el U desaparece de la solucién por la
absorcion de las plantas (Laroche et al., 2005).

En nuestro trabajo la mayor acumulacién de U en las raices de las plantas
cultivadas en presencia del anion fosfato, indicaria que no hubo disminucién de la
disponibilidad de U en presencia de P. Sin embargo, como el U que lleg6 a la parte
aérea fue menor podria pensarse en una menor incorporacion de U al interior celular
debido a menor disponibilidad de este elemento. Pero también puede deberse a una
restriccion diferente a la translocacién o una acumulacién mayor del elemento toxico
en los tejidos senescentes como postulan Wenzel et al. (2003) como estrategia de
tolerancia a la presencia de distintos metales como Pb, Cu y Zn. Mas que una
contradiccidn, nuestros resultados pueden estar reflejando un conjunto de procesos
en los que estarian incluidos los procesos de adsorcién sobre las raices y los aniones
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asociados, el secuestro del U por parte de compuestos fosfatados extra e intracelular
y, fundamentalmente, la situacion de estrés a qué estan sometidas las plantas.

En las plantas que crecieron en la solucién nutritiva completa, con agregado
de U, se observé un factor de bioacumulacion (FBy) en parte aérea menor a 1, pero
en raices el FBy tuvo un valor promedio para las distintas concentraciones de U
agregado de 4.647, con un valor minimo de 4.324 y un maximo de 5.273. Estos
valores son similares a los observados por Dushenkov et al. (1997), en raices de
girasol cultivado en una solucién hidropénica a pH 7, pero mas altos que los
reportados por Blanco Rodriguez et al. (2006) también para girasol en hidroponia.

El FBy en las raices de remolacha se mantuvo relativamente constante en un
rango de concentracion de U en el sustrato bastante amplio, de 1 a 5 mgU L™,
indicando una relacion entre las concentraciones en sustrato y raices cercanas a la

linealidad en ese rango.

2.3. Crecimiento de las plantas e indices de tolerancia o toxicidad

En los distintos ensayos realizados se pudo observar que la remolacha es
capaz de tolerar la presencia de U por un tiempo relativamente prolongado, hasta 15
dias. La mayoria de los ensayos descriptos en la bibliografia en relacién a tolerancia
de distintas especies a la presencia de metales pesados en sistemas de cultivo
controlados, como hidroponia, hacen referencia a estudios a largo plazo cuando el
cultivo se extiende hasta 10 dias y a corto plazo en estudios de pocas horas.
Evidentemente en cada caso la informacién obtenida es distinta y a veces tiene un

alcance diferente.

El presente trabajo muestra que, al menos en el caso del U y con una solucién
nutritiva completa, si se realizan ensayos que duren entre 10 y 15 dias pueden no
observarse diferencias significativas en la biomasa total acumulada. Sin embargo, a
tiempos mas cortos, la biomasa alcanzada por las plantas crecidas con U es menor
que las plantas control sin contaminante en el medio de cultivo. Esta situacion puede
atribuirse por un lado a la variabilidad de respuesta al U pero también podria ocurrir
una toxicidad inicial aguda que puede ser compensada parcialmente por mecanismos
fisiologicos que permitan a la planta enfrentar el estrés provocado por el
contaminante. Kochian et al. (2002), estudiando los mecanismos de resistencia al Al,

sugieren que en plantas de maiz tolerantes al Al habria un nivel constitutivo de
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resistencia sobre el que se activan otros mecanismos cuando el Al esta presente en
el medio. Estos mismos autores mostraron que la exposicidén al Al provoca reduccion
del crecimiento de las raices de sorgo durante los primeros dias de exposicion, pero
tras 4-6 dias de exposicion las raices de las plantas resistentes tienen un crecimiento
relativo igual o mayor a las plantas control.

El grado de inhibicién de crecimiento (GIC) mas alto se registr6 al quinto dia
de exposicién al U y fue, en general, comparativamente menor al informado por
Jagetiya y Purohit (2006), en base a materia seca alcanzada por girasol creciendo
sobre colas de mina de U. Estos autores no informan los niveles de U en el sustrato
como para realizar una comparacién en cuanto a nivel de contaminacién en cada
caso. De cualquier modo, los resultados obtenidos en la parte experimental en campo
de este trabajo y los disponibles en la literatura indican que el comportamiento de las
plantas frente a metales pesados es diferente en suelos y en cultivos hidropénicos.
Las concentraciones de U en suelos que desencadenan sintomas de toxicidad
parecen ser mas bajas que las soportadas por las plantas en medio acuoso, pero
esta primera impresion se puede deber a que, en esta comparacion, no se tiene en
cuenta la concentracién de U en la solucién del suelo en equilibrio con la fase sélida

del suelo.

Por otra parte, si en lugar de comparar la biomasa alcanzada por las plantas
en medio contaminado con la obtenida en las planas control, se considerara las
respectivas tasas de crecimiento por unidad de tiempo, se llegaria a valores de
inhibicién de crecimiento mayores. Efectivamente, al dia 5 de tratamiento, las plantas
crecidas con U tenian igual biomasa de raices que las plantas muestreadas al azar al
comienzo de la experiencia. Por lo tanto su tasa de crecimiento fue 0. Las plantas
control, en cambio, muestran un aumento en su biomasa radical del 74 % en 5 dias.
Si se realiza el mismo célculo con el crecimiento ocurrido en la parte aérea la
situacién es un poco menos dramatica pero igualmente interesante, observandose un
crecimiento del 10 % para las plantas tratadas con U y del 45,5 % para las plantas

control.

Jagetiya y Purohit (2006) atribuyeron la inhibicién del crecimiento, tanto en
raiz como en parte aérea de girasol expuesto a colas de mineral de U, a la pérdida de
turgor celular y la reduccién de la extensibilidad de la pared celular, como ocurre en
presencia de otros metales como Cd (Poschenreider et al., 1989) y Cu (Maksymiec et
al., 1995). La inhibicién de la fotosintesis via acumulacion de carbohidratos también
estaria relacionada con la inhibicion del crecimiento provocada por distintos metales
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como Cu, Ni, y Cd (Maksymiec, 2007). Este ultimo autor sugiere que los metales
pesados inducen una cascada de sefiales que conducen a cambios conectados con
la extensién celular, mencionando también que la produccidon de etileno en
condiciones de estrés, incluyendo el caso del Cu, puede aumentar la rigidez de la
pared celular seguida por inhibicién del crecimiento.

El cambio de la solucién de cultivo contaminada por una sin U agregado, no
produjo una recuperacién clara de las plantas como mostr6 Llamas (2005) para

intoxicacién con Ni'y Cd en arroz.

En ausencia de P, los sintomas de toxicidad al U fueron muy evidentes, con
marchitez de las hojas y posterior caida de las mismas. Los valores numéricos de
descenso de la biomasa acumulada que se presentan, incluso pueden no reflejar
fielmente el mal estado de las plantas porque en el peso de plantas se incluyé las
hojas obviamente marchitas pero que aun no habian caido. La caida de hojas
comenzé entre los 4 y 5 dias de exposicion al U.

Debido a la disminucién de biomasa en la parte aérea, la relacion entre la
biomasa en raices con respecto a la biomasa en parte aérea se vio incrementada. El
efecto fitotdxico, por lo tanto, fue mayor en la parte aérea que en las raices y estuvo
acompanado con un incremento en el transporte de U desde la raiz hacia la parte
aérea, que al no ser retenido en las raices interferiria con procesos metabdlicos

esenciales.

2.4. Efecto del Uranio sobre algunos parametros fisiologicos y

bioquimicos

Existen muy pocos trabajos que hayan registrado los cambios fisioldgicos y/o
bioquimicos que ocurren en plantas cultivadas en medios contaminados con U ya
sean suelos o cultivos hidropdnicos. Recientemente, algunos trabajos estudiaron las
alteraciones de los procesos fotosintéticos (Pradines et al., 2005; Jagetiya y Purohit,
2006) y el estrés oxidativo provocados por la presencia de U (Vandenhove et al.,
2006). Las relaciones hidricas, que se ven muy afectadas en presencia de distintos
metales pesados, tampoco han sido estudiadas en plantas contaminadas con U.

La evapotranspiracién y el contenido hidrico relativo de las plantas de
remolacha se vieron reducidos por la presencia de U en la solucién nutritiva de
cultivo, especialmente inmediatamente después del agregado de U al medio.
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La reduccion de la evapotranspiracion es uno de los efectos fitotoxicos
provocados por los metales pesados y se produce por distintos factores entre los que
se puede mencionar: alteraciones en el crecimiento y las funciones de las raices,
cierre de los estomas, disminucion del potencial osmaético y del mantenimiento de la
turgencia en hojas, inhibicion de la absorcién y el transporte de agua por bloqueo de
los canales de agua (Barcelé y Poschenrieder, 1990; Menon et al., 2005; Hernandez-
Allica et al., 2007).

Como resultado de las alteraciones en el contenido hidrico y el balance de
agua se puede generar estrés hidrico, aliin en condiciones de adecuada disponibilidad
de agua. El aspecto de marchitez que se observé en las plantas de remolacha
expuestas al U en ausencia de P es compatible con esta situacion de estrés hidrico

aparente, seguramente acompanado por otros dafos a nivel celular.

Todos los pigmentos fotosintéticos de las hojas de remolacha se redujeron en
las plantas crecidas en medio con U, pero el contenido del conjunto de las clorofilas a
+ b se vio mas afectado que los carotenos totales x + c. El efecto negativo sobre el
contenido de clorofila, como se observé en el presente trabajo, ha sido comentado
como uno de los efectos tdxicos de la presencia de metales pesados en el medio de
cultivo, habiendo una variedad de respuestas documentadas. Jagetiya y Purohit
(2006) observaron reduccién en el contenido de clorofila ay b en girasol cultivado en
macetas con suelos adicionado con distintas cantidades de colas de mineral de U.
Otros autores mostraron alteraciones en el contenido de los pigmentos fotosintéticos,
con mayor incidencia téxica de los metales pesados en alguno de los componentes
en particular, como disminucién de clorofila a (Rai y Tripathi, 2008), incremento de los
pigmentos carotenoides (Singh y Agrawal, 2007), mayor pérdida de la clorofila b que
a (Ebbs y Uchi, 2008), variaciones en la relacion de clorofilas a/b, con tendencia al
incremento (Eésniené et al., 2004) o al descenso (Oncel et al., 2000).

Las plantas de remolacha mantuvieron el nivel de clorofila a inicial, antes del
agregado de U al medio, en los primeros cinco dias de exposiciéon al U. La
concentracion de clorofila b, en cambio, disminuyd en esos primeros dias, es decir
que se registré una pérdida neta de clorofila b inicial. Ebbs y Uchi (2008) sugirieron
que la reduccion de clorofila b podria permitir el mantenimiento del nivel de clorofila a,
por conversion de clorofila b a clorofila a, y asi compensar parcialmente la inhibicién
de la sintesis de clorofila y el dafo sobre la fotosintesis provocada por los metales
pesados. Una situacion similar podria explicar nuestros resultados en el cultivo de
remolacha, donde podria haber ocurrido degradacion de clorofila a, pero con
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reposicion a expensas de la clorofila b, como mecanismo de proteccion al proceso de
fotosintesis.

Luego de 5-7 dias de aplicado el U, los niveles de ambos tipos de clorofila
comenzaron a crecer, aunque las hojas de las plantas de remolacha contaminadas
nunca lograron alcanzar los valores de clorofila a presentes en las plantas control de

Su misma edad.

La sintesis de clorofila esta inhibida en presencia de metales pesados por
varios factores. Algunos metales pesados como Cd y en menor medida, Pb, pueden
interferir, por bloqueo de grupos sulfhidrilos S-H, en la formacion de enzimas
(complejo protoclorofil reductasa y &cido aminolevulinico) que intervienen en la
sintesis de clorofila (Oncel et al., 2000). Ademas, el i6n central Mg®* de la molécula
de clorofila puede ser sustituido por distintos metales pesados, entre los que se han
identificado a Hg, Cu, Cd. Ni, Zn, y Pb, generandose una molécula de clorofila con un
metal pesado como i6n central (Clor-[MP]), en lugar de Mg?* (Clor-[Mg]). Las Clor-
[MP] son menos eficientes en la produccion de fluorescencia y en la capacidad de
liberacién de electrones (KUpper et al., 2006), produciendo por lo tanto, alteraciones
de la fotosintesis.

Diferentes autores han mostrado que los metales pesados provocan dafo
oxidativo en las plantas expuestas a su presencia, induciendo la producciéon de
especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés “reactive oxigen species”). Sin
embargo, la respuesta del sistema de enzimas antioxidantes, que permitiria la
eliminacion de los radicales libres formados, varia con la especie vegetal, el tejido
analizado, el metal contaminante y las condiciones de estudio. Este mecanismo de
proteccion celular seria constitutivo tanto en plantas resistentes como sensitivas
(Meharg, 2005), pero la exposicién a distintos metales desencadenaria una mayor
actividad enzimatica en plantas acumuladoras (Wang et al., 2008) o en poblaciones
de areas con niveles altos de metales como Cu (Ke et al., 2007). Vandenhove et al.
(2006) estudiaron enzimas de estrés oxidativo en Phaseolus vulgaris expuesta a
concentraciones entre 0 y 1.000 uM de U durante 7 dias y no observaron diferencias
significativas en la actividad enzimatica salvo reduccién de la actividad de la glutation
reductasa (GR) en el medio de mayor contaminacion.

La enzima analizada en las hojas de remolacha, la ascorbico peroxidasa,
APX, actia conjuntamente con la catalasa (CAT) para eliminar el perdxido de
hidrogeno (H.O,) proveniente de la accién de la superdxido dismutasa (SOD) sobre el
O, (Asada, 1984; Qureshi et al., 2007). Si bien el H,O, se genera fundamentalmente
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en mitocondrias y cloroplastos, SOD y APX pueden estar presentes también en los
peroxisomas y glioxisomas (Dixit et al., 2001), habiéndose observado también
isoformas de APX citosélico en plantulas de maiz expuestas a Cd y Hg (Rellan-
Alvarez et al., 2006). En los cloroplastos la APX utiliza el acido ascérbico como dador
de hidrégeno para reducir el H,O, a agua. La APX actua también en el ciclo del
glutatién-ascorbato con la GR, participando del ciclo de generacion de las formas
reducida y oxidada de glutation.

En las hojas de remolacha, la actividad de la APX se incrementd
significativamente cuando las plantas fueron expuestas al contaminante y su nivel de
actividad se mantuvo alto aun cuando el U fue retirado del medio. Incrementos de la
actividad APX fueron observados por Dixit et al. (2001) en hojas y raices de pera
expuestas a Cd, por Qureshi et al. (2007) en plantas expuestas a Pb durante
periodos prolongados (60-120 dias), y por Ke et al. (2007) en una poblacion
ecofiologicamente adaptada a suelos de minas de Cu.

3. FACTIBILIDAD DEL USO DE PLANTAS TERRESTRES PARA
FITORREMEDIACION
La fitoextraccibn de metales requiere de plantas hiperacumuladoras que
concentren el metal en la parte aérea de la planta para su facil recoleccion y
tratamiento (McGrath et al., 2002; Padmavathiamma y Li, 2007).

La escasa translocacion del U desde las raices hacia la parte aérea
observada en todas las especies vegetales estudiadas en este trabajo,
coincidentemente con los resultados observados en todas las especies vegetales
analizadas por distintos autores, dificultaria la limpieza de los suelos contaminados

con U por fitoextraccién natural.

La fitoextraccién asistida con uso de abonos o compuestos quimicos que
favorezcan la asimilacion y translocacién del U podria ser una alternativa (McGrath et
al.,, 2002; Vandehove y Van Hees, 2004) a explorar, pero el uso de acido citrico
puede estimular la migracién del U hacia la napa de agua subterranea (Chang et al.,
2005) sino es activamente extraido por las plantas. Por otra parte, las experiencias de
fitoextraccion, natural o asistida, conocidas en distintos ambientes, con distintos
metales y especies vegetales, indican que se requieren entre 10 y cientos de ciclos
de cultivo para la limpieza de ciertas areas contaminadas (Soriano y Fereres, 2003;
Méndez y Maier, 2008), lo que haria dificil su aplicacion.



Estrés por Uranio -117 -
Discusion

Las especies identificadas como tolerantes al U y capaces de colonizar las
escombreras contaminadas en Sierra Pintada poseen, en cambio, un importante valor
para su uso en fitoestabilizacion de los sustratos, una técnica de fitorremediacién
especialmente utilizada para prevenir la movilidad y migracién de los contaminantes.
El factor de bioacumulacién (FBs) en parte aérea < 1 y la baja tasa de translocacion
raiz-parte aérea son, en este caso, deseables para no tener que realizar un manejo
especial de la parte aérea y para evitar la transferencia a otros componentes de la
cadena tréfica (Conesa et al., 2006; Padmavathiamma y Li, 2007; Méndez y Maier,
2008).

El uso de especies autoctonas o de aparicion espontanea en las escombreras
de residuos de minas puede facilitar la revegetacion e implantacion del cultivo en las
areas contaminadas, ya que el uso de especies cultivables o seleccionadas en
invernadero requiere de una posterior adaptacion al clima y condiciones edaficas de

la zona.

Sin embargo, debido a las duras condiciones climaticas, especialmente por el
régimen de lluvias, y edéficas registradas en la zona de estudio, Sierra Pintada, la
cobertura vegetal de aparicion espontanea también deja manchones de suelo
desnudo, que so6lo se cubrieron parcialmente después de varios afos de colonizacién
de las areas disturbadas, como ocurre normalmente en zonas aridas (Conesa et al.,
2007). Para acelerar el proceso de revegetacién podria mejorarse el bajo contenido
registrado de nutrientes esenciales, como N y P, incorporando alguna enmienda
correctiva (Wong, 2003), preferiblemente organica, ya que la baja proporciéon de
arcillas y materia organica dificultaria la retencion de fertilizantes inorganicos en la
capa superficial del suelo y se perderia la mayor parte por percolacion. El abono
organico podria, ademas, reducir la biodisponibilidad de los contaminantes metalicos
en las colas de mina, aliviando la toxicidad (Méndez y Maier, 2008).

La especie vegetal que se encontré en los ambientes mas contaminados, el
coirdn, presenta una biomasa aérea reducida que no cubre facilmente el suelo. Pero,
la relacion de la densidad de raices subsuperficiales en proporcion a la biomasa
aérea es alta y esta caracteristica puede favorecer la absorcion y retencién de
metales pesados (Keller et al., 2003), al menos en las raices. Ademas las matas de
coirén ofrecen un obstaculo a la migracion horizontal de particulas de suelo,
constituyendo zonas de deposicion de particulas de suelos provenientes de la erosion
edlica en otros sectores del area. La fitoestabilizacion es, en definitiva, una estrategia
de contencion de la contaminacién, donde la canopia de las plantas permiten reducir
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los efectos de la erosion edlica y las raices ayudan a prevenir la erosion hidrica y el
lavado hacia capas mas profundas del sustrato (Méndez y Maier, 2008).

La fitoestabilizacion de los sustratos en las escombreras generadas durante la
actividad minera es una estrategia utilizable no sé6lo como remediacién final, sino
también mientras se opera la mina para evitar la erosiéon del suelo desnudo y la
consecuente dispersion de la contaminacion. Mientras la mina no sea cerrada
definitivamente, la revegetacién directa de todas las escombreras mitiga los efectos
ambientales adecuadamente, pero para un cierre definitivo y rehabilitacion de los
suelos contaminados es necesario considerar el destino que se le dara al area. Aun
en el caso de actividades recreativas puede ser necesario colocar una capa inerte
sobre las areas mas contaminadas y suelo no contaminado por encima de esta capa
aislante de la contaminacion para proceder a la revegetacion final (Tordoff et al.,
2000). En particular, en el Complejo Minero, en Sierra Pintada, este procedimiento
parece ser imprescindible en la escombrera mas contaminada, donde s6lo el coirdn
puede sobrevivir desarrollando una cobertura vegetal escasa, insuficiente para la

contencion definitiva de la contaminacién.

Otra de las técnicas de fitorremediacion que aparece como factible de aplicar
a la limpieza de aguas contaminadas con U es la rizofiltracién, en especial cultivando

girasol en hidroponia (Dushenkov, 2003; Wong, 2003).

A pesar de que algunas plantas acuaticas son capaces de acumular metales
pesados (Maine et al., 2001; Surie et al., 2007; Rai y Tripathi, 2008) y, en particular U
(Hafez y Ramadan, 2002), se prefieren las plantas terrestres para rizofiltracién de
contaminantes porque sus raices ofrecen una superficie de contacto con la solucién
contaminada extremadamente alta debido a su mayor longitud y abundancia de pelos
radicales (Dushenkov et al., 1995; Padmavathiamma y Li, 2007). Sin embargo, el
cultivo hidropoénico de por si crea condiciones de estrés a las plantas terrestres que
ven modificados sus sistemas radicales y alteradas las condiciones del medio que se
acercan a las de suelos anegados donde se reconocen serias dificultades para el
desarrollo vegetal (Marschner, 1993; Yordanova y Popova, 2007).

Evidentemente, la remolacha presenta sintomas de toxicidad importante, pero
es capaz de sobrevivir en medio acuoso con una carga de contaminaciéon en U alta,
hasta 250 veces mas alta que el nivel guia de 20 pgU.mI™" aceptado por la legislacion
argentina para la protecciéon de la fauna y la flora (UGAN, 1995). Ademas, es capaz
de desarrollar mecanismos de defensa de sus procesos metabdlicos, aunque
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probablemente con un costo energético importante y alteracion de ciertas funciones

como la fotosintesis, el balance hidrico y, en definitiva, el crecimiento.

El estudio actual se realiz6 con una solucion contaminada relativamente
balanceada en otros componentes que, ademas, completan las necesidades
nutricionales de las plantas. Seria necesario conocer la reaccion de las plantas frente
a aguas contaminadas por actividades humanas productivas que pueden contener
otros elementos fitotéxicos en concentraciones elevadas, o pueden presentar

biodisponibilidad reducida de elementos necesarios para la nutricion vegetal.
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En el presente trabajo hemos analizado la respuesta de plantas terrestres

expuestas al estrés provocado por la presencia de un metal pesado, el uranio. Para

ello se han abordado distintos aspectos relacionados con el objetivo principal

incluyendo estudios en campo y en condiciones controladas de laboratorio.

Estudio de las especies vegetales en condiciones de campo

1.

La concentracién de U en los suelos sin alteraciones varié entre 1,8 y 3,1
mgU.kg™" suelo, pudiendo considerarse estos valores como niveles basales de
U en los suelos de la zona de Sierra Pintada y San Rafael.

Las escombreras de estériles y colas de mineral creadas a partir de la
explotacion de la mina de U estan recubiertas en la actualidad por vegetacion
de aparicion espontanea que es tolerante a este metal pesado.

Las dos especies de jarilla (Larrea nitida y Larrea divaricata) se hallaron sélo
en los suelos naturales o con niveles bajos de U, sin haberse podido
determinar si esta situacion es una respuesta a la toxicidad provocada por el
U o al escaso desarrollo del perfil del suelo de las escombreras que impediria

el asentamiento de arbustos con mayor desarrollo radicular.

La especie vegetal que mostré6 mayor tolerancia al U fue el coirdn (Stipa sp.),
que colonizé sustratos con concentracién de U de 386 mgU.kg™ suelo.

Todas las especies vegetales analizadas mostraron valores de concentracién
de uranio superiores en la raiz que en la parte aérea. El U queda retenido en
las raices y la translocacion hacia la parte aérea esta restringida

Las especies identificadas como tolerantes al U y capaces de colonizar las
escombreras contaminadas en Sierra Pintada, especialmente el coiron y el
chil-chil, poseen un importante valor para su uso en fitoestabilizacion de los
sustratos, una técnica de fitorremediacién especialmente utilizada para

prevenir la movilidad y migracién de los contaminantes.

Todas las plantas estudiadas en campo mostraron ausencia de
bioconcentracion en la parte aérea (FB < 1), caracteristica deseable en los
programas de fitoestabilizacion.



Estrés por Uranio - 122 -
Conclusiones

Estudio en planta modelo en condiciones controladas de laboratorio (cultivo
hidropénico)

1. La remolacha roja es tolerante a la presencia de U en un medio de cultivo
completo que incluya P en su composicion.

2. La ausencia de P en el medio desencadena sintomas de toxicidad importantes
que llevan a la marchitez y senescencia de hojas.

3. A pesar de la tolerancia al U, algunas funciones metabdlicas se ven alteradas
por la presencia del contaminante, especialmente al inicio de la exposicion al

U cuando el grado de inhibicién del crecimiento es mayor.

4. Labiomasa, la evapotranspiracién y el contenido hidrico relativo de las plantas
de remolacha se ven inicialmente reducidos por la presencia de U, pero luego
de un tiempo de exposicion las plantas parecen desarrollar mecanismos de
defensa y se recuperan parcialmente.

5. Todos los pigmentos fotosintéticos de las hojas de remolacha se redujeron en
las plantas crecidas en medio con U, pero el contenido del conjunto de las
clorofilas a + b se vio mas afectado que los carotenos totales x + c.

6. La actividad de la enzima ascorbico peroxidasa (APX) se vio
significativamente aumentada inmediatamente después del agregado de U en
el medio de cultivo.

7. La eliminacion del contaminante del medio no asegura la recuperacion total
de los niveles de contenido hidrico relativo, clorofila y actividad enzimatica de
las plantas no contaminadas.

8. Parte de los resultados obtenidos en este estudio muestran la importancia de
considerar el tiempo de exposicion al contaminante, ya que en estudios de
horas o pocos dias se pueden obtener resultados distintos y contradictorios
con los obtenidos en estudios de mas de 10 dias de exposicion al
contaminante. Esta situacion se deberia al tiempo necesario para
desencandenar la respuesta de defensa del vegetal frente al estrés sufrido.

9. En el estudio realizado con distintas concentraciones de U inicial en el medio
de cultivo, entre un 50 y un 70 % del U agregado se recuperd en el tejido
vegetal, especialmente ligado a las raices.
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10. La transferencia del U acumulado en la raiz hacia la parte aérea fue muy baja.

11. El factor de bioacumulacién (FBn) en parte aérea fue menor a 1, pero en
raices el FBy tuvo un valor promedio para las distintas concentraciones de U

agregado de 4.647, con un valor minimo de 4.324 y un maximo de 5.273.

12. Los dos ultimos puntos mencionados indican que el cultivo de remolacha roja
podria usarse en sistemas de rizofiltraciébn para la limpieza de aguas
contaminadas con U.
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