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RESUMEN

El lago de Patzcuaro en Michoacan recibe
continuamente descargas de aguas urbanas,
fertilizantes y biocidas. Esta circunstancia
ha contribuido a que se eleven los conteni-
dos de cobre (Cu) en el cuerpo de agua. El
Cu, aunque es un micronutriente esencial
para las plantas, en concentraciones altas es
toxico, afectando la fisiologia y el desarrollo
de las mismas. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el contenido de clorofilas y azticares
libres totales, dos parametros de respuesta o
biomarcadores, los cuales se determinaron
por métodos colorimétricos en tres macrofi-
tas acuaticas que son comunes en el lago de
Patzcuaro: Eichhornia crassipes (Martius)
Solms Laubach., Hydrocotyle ranunculoi-
des L. y Lemna gibba L. Los resultados
obtenidos mostraron que tanto las clorofilas
como los azticares libres totales variaron en
funcion del incremento de Cu en el medio
nutritivo, sin embargo, los azucares libres
totales resultaron ser el parametro de res-
puesta mas adecuado para detectar cambios
fisiologicos en este bioensayo.

Palabras clave: clorofila, azicares, cobre,
biomarcadores, macrofitas acuaticas.

ABSTRACT

Lake Patzcuaro in Michoacan, Mexico,
continually receives influxes of wastewater,
fertilizers and biocides. This circumstance
has contributed to the rise of copper (Cu)
within the water body. Although Cu is an
essential micronutrient for plants, in high
concentrations it is toxic, affecting their
physiology and development. The objec-
tive of this work was to evaluate through
colorimetric methods the content of chlo-
rophylls and total free sugars, two response
parameters or biomarkers, in three aquatic
macrophytes that are common in Lake Patz-
cuaro: Eichhornia crassipes, Hydrocotyle
ranunculoides y Lemna gibba. The results
showed that both types of chlorophylls
as well as the total free sugars varied in
function with the increase in Cu within the
nutritive solution; however, total free sugars
were the most useful response parameter
for detecting physiological changes in this
bioassay.

Key words: chlorophyll, sugars, copper,
biomarkers, aquatic macrophytes.
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INTRODUCCION

En nuestro pais se ha acentuado de manera
alarmante la contaminacion de los distintos
cuerpos de agua, un ejemplo es el lago de
Patzcuaro que recibe constantemente des-
cargas de aguas residuales, municipales y de
retorno agricola en los que figura el cobre
ya que esta presente en los fertilizantes y
biocidas (Rivas 2006). Tanto las actividades
agropecuarias, industriales, de urbanizacion
asi como la tasa de infiltracion de la cuenca
estan deteriorando seriamente los ecosis-
temas del lago de Patzcuaro (Garcia, 2000;
Ochoa, et al., 2006).

De entre los metales pesados, pusimos aten-
cion al cobre (Cu) debido a que el cobre es
un micronutriente requerido por los sistemas
biologicos como componente estructural y
catalitico de proteinas y enzimas, asi como
cofactor esencial para el crecimiento y
desarrollo normal de los organismos. En
particular, el cobre es constituyente de la
proteina plastocianina, la cual esta involu-
crada en el transporte de electrones en el
fotosistema I de la fotosintesis (Taiz y Zeiger
1991; Goodwin y Mercer 1983; Blakenship,
2002). No obstante, en exceso puede unirse
a ligandos no especificos de los iones me-
talicos, ocupando asi espacios celulares o
receptores cuya funcién es bloqueada por
la presencia de este metal (Viarego, 1989;
Viarego y Nott, 1993; Visviki y Racklin,
1994; Rai, 1996).

Se ha observado que la toxicidad del cobre
aumenta cuando disminuye la dureza del
agua y el oxigeno disuelto, ya que produce
una disminucion en la presencia de agentes
quelantes, acidos humicos, aminoacidos y
solidos en suspension esenciales para atrapar
metales (Alabaster y Lloyd, 1982).
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La utilizacion de plantas acuaticas ha sido
desarrollada como un tratamiento alternati-
vo de aguas residuales y ha demostrado ser
eficiente en la remocion de una amplia gama
de sustancias organicas asi como nutrientes
(Novotny and Olem, 1994; Moore,1995;
Pezzolesi, 1998; Eickson y Wesner, 1997,
Machate,1999; Burke et al., 2000; Huddles-
ton, 2000; Dellarosa et al., 2001). Asi mis-
mo, en la remocion de metales pesados las
macrofitas acuaticas tambien han mostrado
ser eficientes (Maine et al. 2001; Mays y
Edwards 2000; Windham, 2001; Wu, 2002;
Overall y Parcy, 2004).

Entre las macrofitas acuaticas usadas para la
remocion de contaminantes destacan Lemna
gibba, Eichhornia crassipes e Hydrocotyle
ranunculoides debido a que son de facil
manejo en el laboratorio, se encuentran
ampliamente distribuidas en México, son
de alta productividad y en ocasiones consi-
deradas como una plaga debido a su rapido
crecimiento y de esta forma invaden en corto
tiempo los cuerpos de agua (Arrivallaga y
Arredondo, 1978; Wang, 1990). Para cono-
cer el efecto del medio ambiente sobre las
especies tanto vegetales como animales es
necesario recurrir a estudios finos, asi tene-
mos que los efectos toxicos de los metales
pesados y otros contaminantes, pueden ser
medidos en términos de respuestas bioqui-
micas en los organismos, estas respuestas
son conocidas como biomarcadores mole-
culares o bioquimicos (Livingstone, 1993).
Es un hecho que los efectos de los conta-
minantes en un ecosistema se inician con
reacciones bioquimicas de los organismos,
por esta razén los biomarcadores molecu-
lares son también conocidos como “sefales
de alarma temprana” para la evaluacion de
la salud ambiental (Payne et al.,1987). De
entre los posibles biomarcadores bioquimi-
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cos, es importante considerar a los de costo
mas bajo y cuyas técnicas de analisis sean
simples para realizarlos de manera rapida en
el laboratorio (Melacon, M., 1995).

De esta forma surge el interés por evaluar a
las clorofilas totales y a los azlcares libres
totales como parametros bioquimicos que
se pueden evaluar de manera sencilla en el
laboratorio.

Las clorofilas son indispensables en el me-
tabolismo de las plantas, porque sintetizan
carbohidratos por medio de mecanismos en-
zimaticos especializados, puede haber cam-
bios en el contenido de clorofilas que pueden
usarse como biomarcadores cuando la planta
presenta sintomas de estrés (Blakenship,
2002; Salisbury,1996). Por otra parte los
azlcares representan fisiologicamente el
metabolismo activo de los carbohidratos
y estan implicados en todas las actividades
de biosintesis y conservacion, sirven como
almacenamiento cuando las temperaturas
son bajas ya que el azicar actiia como un
anticongelante dentro de las células (Kramer
y Kozlowski, 1979; Guy et al., 1992).

Las clorofilas y los aztcares son componen-
tes ampliamente distribuidos en los tejidos
de las plantas y pueden ser utilizados como
parametros bioquimicos en respuesta (PBR)
al dafio causado por presencia de toxicos
y contaminantes, por lo que el objetivo
de este trabajo fue cuantificar los PBR o
biomarcadores moleculares ante la exposi-
cion al cobre de tres diferentes macrofitas
acuaticas comunes del lago de Patzcuaro,
Michoacéan, usando técnicas colorimétricas
que son factibles de realizar a bajo costo en
el laboratorio.

Caracteristicas de las macrofitas acuaticas

Lemna gibba L. (lenteja de agua) pertenece
a la Familia LEMNACEAE la cual incluye
a las fanerégamas mas pequeias del Reino
Plantae, se caracterizan por tener flores
pequedias, ciclicas, con perigonio sencillo
o doble. Se trata de plantas acudticas di-
minutas, reducidas a un cuerpo taliforme,
membranoso, que flota libremente en el
agua, presentan reproduccion vegetativa
muy activa, su habitat es cosmopolita en
agua dulce de zonas templadas y calidas
(Sanchez, 1979).

Hydrocotyle ranunculoides L. (paragiiitas)
pertenece a la Familia UMBELLIFERAE
son plantas glabras, algo suculentas, con los
tallos rastreros o flotantes; hojas con peciolo
delgado, de 1 a 35 cm. de largo, laminas no
peltadas, reniformes. Habitan en cuerpos de
agua dulce de zonas templadas y calidas.
(Rzedowski et al.,1985).

Eichhornia crassipes (Martius) Solms
Laubach., pertenece a la Familia PONTE-
DERIACEAE. El jacinto o lirio de agua
como también se le conoce es una planta
flotante que estd ampliamente expandida
alrededor del mundo. Es nativa de Sudamé-
rica y tiene un crecimiento rapido y de altas
densidades y es por ello que cubre y llega
a obstruir completamente los cuerpos de
agua. Habita en aguas dulces y salobres de
zonas templadas y calido-htimedas (Miranda
y Lot, 1999).

MATERIAL Y METODO
|. Zona de estudio

La cuenca de Patzcuaro se localiza en el
centro-norte del estado de Michoacan (Fig.
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Fig. 1. Localizacion del lago de Patzcuaro, Michoacén.

1)y se encuentra en la provincia fisiografica
del Eje Neovolcanico. Patzcuaro se localiza
en las coordenadas geograficas de 101° 26’
y 101° 54’ de longitud Oeste y 19° 25” de
latitud Norte, tiene una superficie de 919
km?, con una altura media de 2 369 m.s.n.m.
(Garcia, 2000). Se extiende a lo largo de los
municipios Patzcuaro, Erongaricuaro, Qui-
roga y Tzintzuntzan, incluyendo también las
localidades de Pichataro (Tingambato) y San
Isidro (Nahuatzen) (INEGI, 2003).

Recibe las aguas de pequefios rios, como
el Guani y el Chapultepec. El area total del
lago, incluyendo las islas, es de 130 m?, con
una profundidad media de entre 5 y 8 metros
y una maxima de entre 12 y 15 metros. Ac-
tualmente posee ocho islas, la de Jaracuaro
es la de mayor extension (INEGI, 2003).
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I1. Colecta de material vegetal y trata-
mientos experimentales

Los ejemplares de Lemna gibba, Eichhornia
crassipes e Hydrocotyle ranunculoides se
colectaron en época de lluvias en la zona
conocida como Los Urandenes que se loca-
liza al sur del lago de Patzcuaro, Michoacan
(Fig. 2). La colecta de las plantas se llevo
a cabo manualmente, utilizando bolsas de
plastico para mantenerlas con una determi-
nada cantidad de agua, éstas se colocaron en
una hielera de plastico para transportarlas
hasta el laboratorio. Se cultivaron por tripli-
cado en medio nutritivo Hoagland diluido
1/40 en palanganas de plastico, con 2 000
ml de volumen total y 100 g de plantas en
peso fresco (Miranda e [langovan, 1996). Se
mantuvieron con un fotoperiodo de 12/12
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Fig. 2. Localizacion del sitio de colecta de las macrofitas acuaticas.

horas luz-oscuridad y una temperatura entre
19°y 21°C, el pH se mantuvo en un valor de
7. Después de una semana de aclimatacion
se montaron los bioensayos. De acuerdo a
Taiz y Zeiger, 1991, la concentracion opti-
ma de Cu determinado en biomasa seca de
plantas es de s6lo 6 mg/L. Sin embargo, Jain
etal., 1989 y Low et al., 1994 reportan que
tanto la lenteja de agua como el lirio acué-
tico acumulan niveles altos de Cu. Debido
a lo anterior las concentraciones probadas
en este estudio fueron de 50 y 100 mg/L de
Cu en forma de (Cu,SO, SH,0). Se usaron
las mismas condiciones de luz y tempera-
tura de la aclimatacion. Los bioensayos se
realizaron por triplicado y se mantuvieron
durante cinco dias, después de los cuales

se determiné el contenido de clorofilas que
fue evaluado por el método colorimétrico de
Arnon (1949) y el contenido de azlcares fue
determinado por el método colorimétrico de
Dubois, et al. (1956).

A los datos obtenidos se les aplicaron las
pruebas estadisticas de normalidad de
Lilliefors y homoscedasticidad de Barlett.
Posteriormente, para determinar algin
patrén de variacion, se evaluaron las dife-
rencias significativas entre las tres especies
vegetales estudiadas y las concentraciones
de Cu con base en un analisis de varianza de
una via (ANDEVA). En todos los casos se
utilizo el programa NCSS (2001).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En las graficas 1 y 2 se muestran la pro-
duccion de azucares libres y el contenido
de clorofilas totales respectivamente. Para
el caso de los azlcares libres entre las tres
especies de macrofitas no hubo diferencias
significativas, F,o=571(P> 0.05), pero
si hubo diferencias estadisticamente signi-
ficativas con respecto a los tratamientos de
50y 100 mg/L en relacion al testigo sin Cu.
Hydrocotyle ranunculoides F, . =3.8 (P <

(2.6

0.05). Eichhornia crassipes F, ( =3.2 (P <
0.05). Lemna gibba F, = 4.0 (P <0.05).
Observando la morfologia de las plantas
a simple vista, las plantas de Hydrocotyle
presentaron clorosis desde las 24 hrs. de
exposicion al Cu mientras que, Lemna gi-
bba y Eichhornia crassipes no presentaron
dafios aparentes. Esta observacion denota
que estas tltimas pudieran ser mas tolerantes
a la presencia del cobre en este tiempo de
exposicion.
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Gréfica. 1. Azucares libres totales en ug/g peso fresco vs concentracion de Cu
en el medio nutritivo.
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Gréfica 2. Clorofilas totales en pg/g peso fresco Vs concentracion de Cu
en el medio nutritivo.
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La variacion en la produccion de clorofilas
no fue del todo proporcional al tiempo de
exposicion y a la concentracion de cobre,
el analisis estadistico indicd que no hubo
diferencias significativas en el contenido
de clorofilas entre las tres especies de
macrofitas F,, =84 (P > 0.05); ni con
relacion a la concentracion de 50 y 100
mg/L de Cu, en relacion al lote control sin
Cu, Hydrocotyle ranunculoides F,,=62
(P> 0.05). Eichhornia crassipes Foe=57
(P > 0.05). Lemna gibba F,5=53 (P>
0.05). Estos resultados concuerdan con los
de Kara (2005) que reporta que Nasturtium
officinale tolera niveles elevados de Cu sin
cambios significativos en la concentracion
de pigmentos fotosintéticos.

Como se observo a través de este estudio,
se presentaron cambios tanto en azucares
libres totales como en las clorofilas totales
lo que muestra que ocurren cambios a nivel
bioquimico como respuesta a contaminantes
como el Cu, el cual, de manera indirecta,
inactiva a varias enzimas del ciclo de Calvin,
es decir, el Cu inactiva proteinas-enzimas
que contienen grupos sulthidrilo como las
tioredoxinas las que transfieren electrones
a enzimas del estroma como la gliceralde-
hido 3-fosfato-deshidrogenasa entre otras
(Larcher, 1995). La deteccion de la primera
respuesta que tienen las plantas es util en
trabajos de monitoreo ambiental, ya que
ocurre inmediatamente después de estar
en contacto con el contaminante, pudiendo
ser reversible, en tanto que las respuestas
a niveles de organizacion bioldgica mas
complejas, suelen ser detectadas tras lapsos
de tiempo mas largos y suelen resultar en
efectos irreversibles. La aplicacion de las
respuestas bioquimicas o biomarcadores de
contaminacién como los estudiados aqui,
son muy convenientes debido a su bajo costo
y rapida deteccion en el laboratorio.

CONCLUSION

De acuerdo a los biomarcadores evaluados,
los azticares libres totales resultaron ser los
PBR mas adecuados para detectar cambios
fisiologicos en las macrofitas acuaticas
estudiadas con exposicion al Cu en las con-
diciones del bioensayo aqui descritas.
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