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RESUMEN

Myreiaria dubia (KKunth) Mc Vaugh “camu-camu’ es un frutal silvestre de la Amazonia. Los vertimientos
de aguas saladas en los lagos y rios han ocasionado un perjuicio, pues M. dubia debe adaptarse y para
ello desarrollar mecanismos que le ayuden a sobrevivir. En esta especie se desconoce la existencia de
genes de fitoquelatina sintasa y actividad catalitica de la misma por lo que se considera: Determinar la
actividad catalitica de la fitoquelatina sintasa en raices y hojas de plantulas expuestos a metales pesados,
como el MERCURIO y PLOMO a concentraciones de 0,0001; 0,0008; 0,0016 mg/L y 0,001; 0,008;
0,016 mg/L respectivamente y tiempos de exposicion de 06, 12, 24 horas. Se Cultivé plantulas de M.
dubia, y se realizé la extraccién de proteinas totales cuantificandolas por espectrofotometria, con
Albumina Sérica Bovina como estandar. ILas concentraciones promedio de proteinas encontradas son
de 0,96 mg/gr de muestra y 1,11 mg/gr de muestra en hojas y raices respectivamente de las plantulas
sometidas a stress con MERCURIO vy concentraciones promedio de proteinas de 0,94 mg/gr de
muestra y 0,98 mg/gr de muestra en hojas y raices respectivamente de las plantulas sometidas a stress
con PLOMO. La actividad catalitica de la fitoquelatina sintasa. Para MERCURIO, la mayor actividad
lo presenta la raiz con R* de 0,9739, 0,9935 y 0,9941 a 06 horas en las tres concentraciones empleadas.
Con PLOMO, la raiz presenta una actividad con R* de 1,0 a las 06 horas de exposiciéon a una
concentracion de 0,008mg/L. La velocidad promedio de actividad de la Fitoquelatina sintasa mas
sobresaliente, fue detectada en las hojas tratadas con MERCURIO 2.61x10° mM/s D.S + 1.10x107 a

06 horas de exposicion a una concentracion de 0,0016mg/L.

Palabras claves: Myriaria dubia, contaminaciéon, metales pesados, fitoquelatina sintasa, actividad
catalitica.
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ABSTRACT

Myreciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh “camu-camu” is a wild fruit from the Amazon. The spills of salt
water in lakes and rivers, causing a damage M. dubia must adapt and to this end develop mechanisms
to help them survive. In this species the existence of phytochelatin synthase genes and their catalytic
activity are unknown. To determine the catalytic activity of phytochelatin synthase in roots and leaves
of seedlings exposed to heavy metals. As MERCURY and LEAD at concentrations of 0,0001; 0,0008;
0,0016 mg/L and 0,001; 0,008; 0,016 mg/L respectively and exposure times of 06, 12, 24 houts.
Cultivated seedlings of M. dubia, and carried out the extraction of total proteins quantifying them by
spectrophotometry, with Bovine Serum Albumin as standard. The average concentrations of proteins
found are 0,96 mg/gr of sample and 1,11 mg/g of sample in leaves and roots respectively of the
seedlings under stress with MERCURIO and average concentrations of proteins of 0,94 mg/gr of
sample and 0,98 mg/gr of sample in leaves and roots respectively of the seedlings under stress with
LEAD. The catalytic activity of phytochelatin synthase. To Mercury, the highest activity of the enzyme
is presented by the root with R2 of 0,9739, 0,9935 and 0,9941 to 06 hours in the three concentrations
used. With LEAD, the root presents an activity with R2 of 1,0 at 06 hours of exposure at a
concentration of 0,008 mg/L. The average activity rate of the most prominent phytochelatin synthase
was detected in the leaves treated with mercury 2,61x10° mM/s D.S + 1,10x107 a 06 hours exposure

at a concentration of 0,0016 mg/L.

Key words: Myrciaria dubia, pollution, heavy metals, phytochelatin synthase, catalytic activity.
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CAPITULO I

Introduccion

Myreiaria dubia (Kunth) Mc Vaugh “camu-camu”, es un frutal silvestre de la Amazonia que crece en las
riberas inundables de los rfos y cochas de aguas oscuras y puede permanecer completamente sumergido
por cuatro a cinco meses (1). Se distribuye en las cuencas de los rios Amazonas y Ucayali, lugar en

donde ha desarrollado gran adaptacion a las inundaciones (2).

La contaminacién de la bidsfera con metales pesados (Plomo, Cadmio, Arsénico, Uranio, etc.), se ha
acelerado drasticamente desde el comienzo de la revolucion industrial, la contaminacién de suelos y

aguas por residuos industriales y en particular por residuos de metales pesados(3).

Los vertimientos de aguas saladas en las cochas y rios, ocasionan un petjuicio a los lechos de varios
cuerpos de aguas, que se han visto danados por los derrames o fugas de petrdleo y otras operaciones,
lo que ocasiona la contaminacién de cochas y r{os de la amazonia por la actividad petrolera y aurifera.
Las cochas de la amazonia presentan una mayor sensibilidad a la contaminaciéon petrolera debido a la
falta de movilidad del agua (4), por tal motivo M. dubia debe adaptarse y para tal efecto debe desarrollar
mecanismos que le ayuden a sobrevivir en dichos lugares. En algunas plantas, se han identificado dos
tipos de péptidos capaces de quelar metales pesados y ambos son péptidos ricos en cisteina:

metalotioneinas y fitoquelatinas (5).

En M. dubia se desconoce la existencia de estos genes de fitoquelatina sintasa y la actividad catalitica
de esta molécula, motivo por el cual se desarrollé la presente investigacion ya que es de vital
importancia conocer experimentalmente la presencia de dichas moléculas lo que contribuirfa en el

conocimiento de la especie.
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Los resultados de esta investigacion potencialmente proporcionaran multiples impactos positivos en
el ambito cientifico, medioambiental y socioeconémico. En lo cientifico generarfa un amplio
conocimiento sobre este aspecto y se podran identificar los genes y moléculas implicadas en los
procesos de adaptacion. Contribuira a las ciencias medioambientales los conocimientos de los
mecanismos de adaptacion a ambientes con metales pesados. Y en el ambito socioeconémico generara
informacién de vital importancia para un manejo mas adecuado y sostenible del recurso estudiado para

poder garantizar la calidad del producto para su comercializaciéon en el mercado internacional.
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CAPITULO II

OBJETIVOS

2.1. General:

» Determinar si existe induccion de la actividad catalitica de la fitoquelatina sintasa en raices y

hojas de plantulas de M. dubia expuestos a metales pesados.

2.2.  Especificos:

> Evaluar si existe induccion diferencial de la actividad catalitica de fitoquelatina sintasa en

raices y hojas de plantulas de M. dubia expuestos a metales pesados

» Determinar los pardmetros cinéticos de la fitoquelatina sintasa en hojas y raices de plantulas

de M. dubia.
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CAPITULO III
MARCO TEORICO CONCENTUAL
3.1. Marco teétrico
3.1.1. Aspectos Generales de la Especie.

3.1.1.1. Clasificacion Taxonomica.

Los estudios taxonomicos actuales del APG III (Angiosperm Phylogeny Group 2009) clasifican a la

especie estudiada de la siguiente manera (6):

- Tipo : Faner6gamas
— Subtipo : Angiospermas
— Clase : Magnoliopsida
— Sub clase : Rosiidae

— Orden : Myrtales

— Familia : Myrtaceae

— Sub familia : Mytoideae; Tribu Myrteae;

— Género : Myrciaria

— Especie : M. dubia

— Nombre cientifico: M. dubia (Kunth) McVaugh

— Nombre comun: “camu-camu’.

3.1.1.2. Distribucién Geografica.

Myrciaria dubia (Myrtaceae) es un frutal arbustivo silvestre de la Amazonia. Crece en las riberas
inundables de los rios, lagos, cochas de aguas oscuras formando poblaciones naturales densas y puede
permanecer completamente sumergido en agua durante 4 6 5 meses (7). El habitat principal son las
zonas naturales inundables, aunque se da en suelos de altura en forma de sembrios manejados. En el
departamento de Loreto, las poblaciones naturales se encuentran en los rios Putumayo, Napo, Curaray,

Tigre, Marafion, Yavari, Ucayali y muchos otros rios como el Itaya y Nanay (8).
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Esta especie se encuentra en las riberas de los rfos Solimoes (Amazonas), Negro, Trombetas, Xingu,
Tocantines, Madeira, Tapajos, Acre, Yavari, Macangana y Urupé, en el Brasil; Amazonas, Ucayali,
Marafién, Napo, Tigre, Curaray, Yavar{ y Tahuayo, en el Pert; Putumayo e Inirida, en Colombia; asi
como también en la cuenca superior del Orinoco, en Venezuela. La mayor concentracion y diversidad

de las poblaciones se encuentra en la Amazonia peruana (1).

En la quebrada “Iricahua” afluente del rio Ucayali, existe el camu-camu tipo arbol en poblaciones
relativamente medianas y cuya época de recoleccion se efectua entre los meses de enero y marzo. Cabe
indicar que el camu-camu tipo arbol no se encuentra en poblaciones compactas como el tipo arbustivo,
sino en asociacién con otras especies forestales como capirona, quinilla, shimbillo, entre otras, a una

densidad que oscila entre 20 a 50 individuos por hectarea (9).

3.1.1.3. Descripcion Botanica.

M. dubia es una planta arbustiva, perenne de crecimiento indeterminado. Se distinguen tres tipos de
plantas: tipo columnar, que se caracteriza por tener poca o nula ramificacién; tipo intermedio, cuya
ramificacion estd a una altura de 50 a 70 cm del suelo; y el tipo copa abierta o conica, que es la planta

ideal, tiene muchas ramificaciones desde el suelo, con muchas ramas fructiferas (10).

Los arbustos de M. dubia miden de 4 a 8 m de altura, con una ramificaciéon que se inicia desde la base.
El tallo y las ramas son glabros, cilindricas, lisos de color marrén claro a rojizo, con una corteza que
se desprende cumplido su ciclo. Las hojas son simples, de borde liso, opuestas, ovaladas, elipticas,
lanceoladas y algo asimétricas. La raiz principal es de forma conica, y muchos pelos absorbentes. Los
frutos son globosos, de superficie lisa y brillante, de color rojo oscuro hasta negro purpura al madurar,

miden de 2 a 4 cm de diametro, con 1 a 4 semillas por fruto, siendo la mas comun de 2 a 3 semillas.
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Las semillas son reniformes, aplanadas, cubiertas por una vellosidad blanca rala de menos de 1 mm de

longitud (11).

La especie, inicia la floracion, cuando alcanzan un diametro basal de 2,0 cm, que corresponde a los
arbustos que tienen entre dos y tres afios de edad aproximadamente. La floracién de un individuo
ocurre en forma continua. Las yemas florales emergen desde las ramas superiores, hacia las ramas
inferiores. Por lo tanto, un individuo puede presentar yemas florales, flores y frutos en varios estados

de desarrollo al mismo tiempo (7) .

La Region Loreto, presenta las condiciones medioambientales ideales para el crecimiento y desarrollo
de este frutal, es asi que las mayores poblaciones naturales de camu-camu encontradas, se ubican en

esta region formando rodales naturales en las orillas de las cuencas del rio Amazonas (12).

Considerando caracteristicas morfolégicas el camu-camu se agrupa en cinco ecotipos: arbusto con
hoja ancha (ecotipo 1), arbusto con hoja chica (ecotipo 2), arbol Supay (ecotipo 3), arbol Iricahua

(ecotipo 4) y camucamillo (ecotipo 5)(13).

Por los estados de maduracién del fruto se clasifican de acuerdo a la coloracion rojiza presente en la
cascara: verdes para aquellos que tienen menos del 25% de coloracién rojiza, verde-pintén 25-50%;

pinton 50-75% y maduros mayor del 75% de coloracién rojiza (14).

3.2. Metales pesados.

El término de metal pesado refiere a cualquier elemento quimico metalico que tenga una relativa alta

densidad y sea téxico o venenoso en concentraciones incluso muy bajas (15).

Se consideran metales pesados aquellos elementos de transicion de la Tabla Peridédica con densidad

> 5g /cm”. Pueden ser esenciales (Cu, Zn, Mn, Fe, Ni o Mo) o no esenciales (Cd, Pb, Hg, Cr), y
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también se incluyen en el grupo algunos metaloides (As, Se) con efectos contaminantes. I.a mayoria de
los metales pesados tienden a presentarse como cationes asociados a diversos ligandos organicos e
inorganicos (16) , estan considerados como muy peligrosos para los seres vivos en general, pues poseen

una gran toxicidad, en parte debido a su elevada tendencia a bioacumularse (17).

Los metales pesados pueden incorporarse a un sistema de abastecimiento de agua por medio de
residuos industriales que son vertidos sin previos tratamientos, los que posteriormente se depositan en
lagos, rios y distintos sistemas acuiferos. La absorcion de metales pesados por las plantas es

generalmente el primer paso para la entrada de éstos en la cadena alimentaria (15).

Las plantas son organismos autotréficos capaces de utilizar la luz y el didéxido de carbono como fuente
de energfa. Al mismo tiempo que son capaces de tomar agua y nutrientes por medio de sus rafces, son
también capaces de absorber compuestos toxicos pero (18), han desarrollado mecanismos muy
especificos para absorber, translocar y acumular nutrientes (19); sin embargo no tienen un mecanismo
de transporte especifico para los metales no esenciales por lo que utilizan sistemas de transporte de

moléculas similares.

Segun la capacidad de distribuciéon del metal pesado se habla de plantas acumuladoras, que almacenan
activamente el elemento toxico en sus tejidos y disponen de un sistema eficaz de transporte desde la
raiz a la parte aérea, y de plantas exclusoras, que tienen restringidos tanto la absorcién del metal como

su transporte a la parte aérea (20).

3.2.1. Efectos de la contaminacion por metales pesados en las plantas.

La toxicidad ocasionada por las altas concentraciones de metales pesados da como resultado clorosis,
crecimiento débil de las plantas y puede incluso ocasionar reduccién en la captacion de los nutrientes

asf como desordenes en el metabolismo (19), también se inactivan algunas enzimas del ciclo de Calvin
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(Rubisco, fosfoenolpiruvato carboxilasa), dafian la membrana plasmatica e inducen (16) al estrés
oxidante en las plantas. Ademas se ha reportado que el estrés por metales afecta a la fotosintesis, a la
fluorescencia de la clorofila y a la resistencia estomatal. Por ejemplo, el Cobre inhibe la fotosintesis y
los procesos reproductores, el Plomo reduce la producciéon de clorofila mientras que el Arsénico

interfiere con el proceso metabolico y disminuye la germinacion de las semillas (19).

Ernst (1996) y Hall (2002) mencionan la existencia de dos tipos de mecanismos que pueden explicar
la resistencia en las plantas a la toxicidad de iones metalicos, como son: la anulacién, que involucra
varias maneras de prevenir el acceso de los iones toxicos a los sitios designados, y la tolerancia,
mediante la resistencia a la entrada de los iones metalicos al simplasma. Como mecanismo de resistencia
al exceso de metales en el sustrato se reportan estrategias de adaptaciéon como: exudacion y excrecion
de acidos organicos, transporte y almacenamiento en vacuolas, interferencia y restriccion de paredes

celulares, complejos en el simplasma (21).

3.3. Mecanismos de tolerancia a metales pesados.

Para el caso de las plantas, su tolerancia a elementos potencialmente téxicos (metales esenciales y no
esenciales) puede definirse como el resultado de un proceso evolutivo que confiere a distintas especies
de plantas la capacidad de creer y desarrollarse en ambientes con concentraciones elevadas de
elementos toxicos. Dicho proceso se ha dado gracias al desarrollo de una serie de mecanismos
eficientes y especificos (procesos adaptativos) que permiten mantener la toma de elementos esenciales
dentro de intervalos fisioloégicos permisibles, asi como proporcionar la capacidad de inactivar
metabdlicamente lo elementos esenciales y no esenciales cuando representan un riesgo para la

integridad celular (22).
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De acuerdo al conjunto de mecanismos moleculares o bioquimicos, se clasifico a la tolerancia en dos

tipos:

e Co-tolerancias: que puede ser un resultado de un mecanismo especifico que confiere una
tolerancia a diversos metales.
e Tolerancia multiple: la tolerancia es generada por una serie de mecanismos independientes que

interactian de manera conjunta para cada metal o metales y asf evitar el dafio de la planta

La presencia de tolerancia multiple ha permitido que las plantas desarrollen tres estrategias basicas para
establecerse en suelos con niveles toxicos de metales: estrategia de exclusion, indicadora e
hiperacumulacion. 1-. La estrategia de exclusion consiste en una limitada acumulacion preferente en el
sistema radical. 2.- En la estrategia indicadora las plantas acumulan metales en sus tejidos que
generalmente reflejan los niveles de metales presentes en el suelo. 3.- La hiperacumulaciéon se
caracteriza por la capacidad de la planta de bioacumular altas concentraciones de metales en su tejidos,
se consideran los posibles mecanismos de tolerancias en las siguientes formas: 1.- Mecanismos
externos: hongos micorrizégenos; 2.- Mecanismo internos: (a) enlace a la pared celular y exudados
radicales, (b) quelaciéon de los metales por diversos ligandos en el citosol (fitoquelatinas,
metalotioneinas y aminoacidos), (c) presencia de proteinas de estrés térmico, y (d) acumulacion en la

vacuola.

Los mecanismos de tolerancia varfan entre las distintas especies de plantas y estan determinados por
el tipo de metal, eficiencia de absorcion, traslocacion y secuestro. Las fases del proceso por el cual las

plantas incorporan y acumulan metales pesados son las siguientes (23).

Fase I. Implica el transporte de los metales pesados al interior de la planta y, después, al interior de la

célula. La rafz constituye el tejido de entrada principal de los metales, los cuales llegan por difusion en
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el medio, mediante flujo masivo o por intercambio catiénico. La rafz posee cargas negativas en sus
células, debido a la presencia de grupos carboxilo, que interaccionan con las positivas de los metales
pesados, creando un equilibrio dinamico que facilita la entrada hacia el interior celular, ya sea por via

apoplastica o simplastica (17).

Fase II. Una vez dentro de la planta, las especies metalicas son secuestradas o acomplejadas mediante
la unién a ligandos especificos. Entre los quelantes producidos por las plantas se encuentran los acidos
organicos (acidos citrico, oxalico y malico), algunos aminoacidos (histidina y cisteina) y dos clases de

péptidos: fitoquelatinas y metaloteinas.

Las metalotioneinas son polipéptidos de unos 70-75 aminoacidos con un alto contenido en cisteina,
aminoacido capaz de formar complejos con cationes mediante el grupo sulfidrilo. Tienen una marcada

afinidad por las formas iénicas de Zn, Cd, Hg y Cu.

Las fitoquelatinas son ligandos de alta afinidad que tienen como sustrato al glutatiéon. Estan
constituidas basicamente por 3 aminoacidos: acido glutamico, cisteina y glicina, unidos por enlaces

peptidicos.

Fase III. Involucra la compartimentalizaciéon y detoxificacion, proceso por el cual, el complejo

ligando-metal queda retenido en la vacuola.

3.4. Enzimas (24).

Las enzimas son proteinas, polimeros formados por aminoacidos covalentemente unidos entre si, que
catalizan en los organismos una gran variedad de reacciones quimicas. La actividad catalitica de las
enzimas depende de que mantengan su plegamiento, es decit, su estructura tridimensional. En esta

estructura tridimensional se forman cavidades, llamadas “sitio activo”, las cuales muestran afinidad por
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las moléculas especificas (sustratos) que se convertiran en productos. L.a combinacién de grupos
funcionales quimicos presentes en estas cavidades genera un conjunto de interacciones covalentes y
no covalentes entre la proteina y el sustrato, que hacen que la conversion de éste en un producto se
vea favorecida. Como cualquier catalizador, al finalizar la transformacién del sustrato y liberarse el
producto del sitio activo, la enzima regresa a su estado original y puede involucrarse en un nuevo ciclo

de catalisis.

Las enzimas tienen una enorme variedad de funciones dentro de la célula: degradan azucares, sintetizan
grasas y aminoacidos, copian fielmente la informacioén genética, participan en el reconocimiento y
transmision de senales del exterior y se encargan de degradar subproductos toxicos para la célula, entre
muchas otras funciones vitales. LLa identidad y el estado fisiologico de un ser vivo esta determinado
port la coleccién de enzimas que estén funcionando con precision de cirujano y con la velocidad de un
rayo en un momento dado dentro de las células. Asi, a lo largo de millones de afios de evolucion, la
naturaleza ha desarrollado una gran diversidad de enzimas para mantener el complejo fenémeno de la

vida.

3.4.1. Uniodén de la enzima con el sustrato.

La molécula o moléculas a modificar se sitian en una region concreta de la enzima denominada centro
o sitio activo. Esta zona de la enzima es responsable de las dos propiedades basicas de la molécula: la
especificidad y la accién catalizadora de la proteina. Dentro de todo el conjunto de enzimas hay quienes
presentan una alta especificidad, aceptando tan sélo un tipo de moléculas sobre las qué realizar la
catalizacién, siendo capaces de discriminar incluso entre moléculas isoméricas; por otro lado, otras
enzimas con un menor nivel de especificidad cataliza reacciones utilizando como sustratos moléculas
que presenten una cierta similitud. La interaccion entre enzima y sustrato se realiza a través de enlaces

de naturaleza débil entre la molécula de sustrato y el centro activo. Cuanto mayor sea el nimero de
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estos enlaces, mayor serd la especificidad de la enzima, y mayor también su capacidad de discriminar

entre dos sustratos estructuralmente proximos.

V-
C /Smo activo

=

‘mams‘

" &l

2 nzima 2 <
enzima-+sustrato i f ato /prod enzima-+tsustrato
ingreso al sitio activo complejo complejo salida del sitio activo

Dos sustratos (€IMeowbot y Jerry Crimson Mann)

Figura 01. Unidn enzima — sustrato

3.4.2. Actividad enzimatica (25).

La accion de las enzimas es absolutamente necesaria para los sistemas vivos, ya que las reacciones sin
catalizar tienden a ser lentas y las posibilidades que tiene una molécula de cambiar en un ambiente
estable como es el medio biolégico, son muy bajas, de ahi que las enzimas proporcionen el medio
adecuado para contrarrestar la lentitud en la realizacién del cambio. Las reacciones sean catalizadas o
no, dependen para su desarrollo de las leyes termodinamicas. El principal parametro que desde el punto
de vista termodinamico, permite deducir si una reaccion se desarrolla o no de forma espontanea, es el
cambio en la energia libre de Gibbs, (AG) deducido de la segunda ley de la termodinimica (una
reaccion es espontinea si la entropia global del universo aumenta), que mide la capacidad de un sistema

para desarrollar trabajo.
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Figura 02: Actividad enzimatica.

Para que se realice la transformacién de una molécula, que denominamos sustrato (S), en otra que
denominamos producto (P), el cambio de energia libre de Gibbs ha de ser negativo, lo que implica que
la energfa libre del producto ha de ser menor que la del sustrato. Esquematicamente, el desarrollo de

una reaccion enzimatica sencilla consistiria en:

E+SAESAE+P

En una reacciéon quimica la conversiéon de sustrato en producto requiere una situacion energética
intermedia que se denomina estado de transicion, donde el nivel de energia es superior al del sustrato
o del producto. La diferencia entre el nivel de energfa basal y la correspondiente al estado de transicion
se denomina energfa de activacion y cuanta mas alta sea menor sera la velocidad de reaccion. La
presencia del catalizador provoca una disminucién en la energfa de activacion requerida, y de esta forma
aumenta la velocidad con que se desarrolla la misma. Un detalle importante a la hora de analizar la
actividad enzimatica, es que en las reacciones catalizadas enzimaticamente, se incrementa la velocidad
de la reaccién; pero lo que no se modifica es el equilibrio de la misma, que sigue las leyes

termodinamicas independientemente de la presencia o ausencia del catalizador. La forma que tiene la
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enzima de realizar su actividad catalitica sera en primer lugar unirse con el sustrato, y en segundo lugar

facilitar la modificaciéon del mismo para su cambio a producto.

3.5. Fitoquelatinas (PCs).

Las fitoquelatinas constituyen uno de los principales mecanismos de defensa frente a metales pesados
(26), son polipéptidos que enlazan metales, de PM entre 10 y 14 Kda, y han sido descritas en todos los
organismos autétrofos. Estos péptidos actuan como agentes quelatantes, formando complejos con

metales pesados en las plantas (27).

El nombre de fitoquelatinas se atribuye a su presencia especifica en las plantas. El término “fito — que
significa plantas” y las propiedades quelantes de metales “Chelatin”. A partir de entonces, muchas
evidencias que han sido presentadas sugieren la importancia de los péptidos de las fitoquelatinas en el

secuestro de los iones toxicos de los metales en las plantas (28).

Desde principios de la década de los 80 se conocia que levaduras y plantas inducfan la sintesis de
moléculas ricas en grupos sulfhidrico al ser cultivadas en medios con una elevada concentracién de
Cadmio, pero no es hasta 1985 que determinan su estructura y las denominan fitoquelatinas. En
investigaciones posteriores se asienta la idea de que las fitoquelatinas son polipéptidos sintetizados en
el citosol para desactivar el efecto fitotdxico de los metales no esenciales. Esta desactivacion se produce
mediante la formacién via tiolatos de complejos metal-fitoquelatina de extraordinaria estabilidad, y su

posterior secuestro en organulos de bajo metabolismo (principalmente vacuolas) donde quedan

aislados (29).

Las PCs han sido detectadas en tejidos y cultivos celulares de plantas expuestas a concentraciones
fisiolégicas de metales esenciales, como el Cu y el Zn, sugiriendo que juegan un papel fundamental en

su homeostasis. Ademads, existen evidencias que muestran que las PCs juegan un importante papel en
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la detoxificacion de metales, puesto que concentraciones elevadas de metales estimulan su sintesis. No
obstante, su importancia en la tolerancia a metales pesados puede variar entre especies vegetales y el

tipo de metal (30).

3.5.1. Estructura.

Las fitoquelatinas (PCs) estan compuestas basicamente por tres aminoacidos: acido glutamico (Glu),
cisteina (Cys) y glicina (Gly). La secuencia de aminoacidos que define su estructura primaria
corresponde a un acido glutamico —que ocupa la posicién amino terminal- unido a una cisteina a través
de un enlace _-carboxilamida; esta unidad _-Glu- Cys se repite n veces hasta finalizar con un residuo
de glicina, que ocupa asi el extremo carboxilo terminal(Figura 03). La férmula general de estos péptidos
se expresa, pues, como (-Glu-Cys)n-Gly, donde n puede llegar a 11 pero suele variar entre 2y 5,y
donde el aminoacido C-terminal puede cambiar dando lugar a cinco variaciones estructurales de
fitoquelatinas. La manera simplificada de nombrar estos ligandos es PC2, PC3, PC4, segun n sea 2, 3,

4 y asf sucesivamente (29).

"0 O

0O

Figura 03: Estructura de una fitoquelatina n = 2. Se indican los angulos que conforman un plano peptidico y

los grupos sulfhidrico.
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Estan estructuralmente relacionados con el glutation (GSH, y-Glu-Cys-Gly) y se supone que son
productos de una via biosintética; numerosos factores fisiologicos, estudios bioquimicos y genéticos

han confirmado que el GSH es el sustrato para la biosintesis de la fitoquelatina (31).

El glutation (GSH), un tripéptido natural de formula _-Glu-Cys-Gly. ILa presencia de grupos
sulthidrilo confiere al GSH y a las PC la propiedad de enlazar fuertemente diferentes iones metalicos.
Aunque esta parece ser su principal funcion, no es la tnica; los grupos tiol son nucleofilos y reductores
por lo que también reaccionan dentro de las células con otras especies toxicas como radicales libres,

especies oxidantes y xenobioticos organicos electrofilos (29).

3.5.2. Regulacion de la biosintesis de PC.

El mecanismo por el cual se activa PC sintasa parece ser relativamente no especifica con respecto a la
activacion de iones de metal, aunque algunos metales son mas eficaces que otros. Un modelo para la

funcién de PC sintasa es que el dominio amino —terminal confiere la actividad catalitica de esta enzima.

La activacién probablemente surge de una interaccion entre los residuos en este dominio y los iones
o complejos de metal — metal libre de GSH. Se ha sugerido que el dominio carboxi-terminal actia
como un sensor local por iones de metales pesados de unién (presumiblemente a través de las multiples

residuos de Cys) y traerlos en contacto con el sitio de activacién en el amino-terminal dominio

catalitico(31).
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Se conoce estructuras primarias de cinco familias de péptidos y-EC (Fitoquelatinas) (32).

Tabla 01: Familias de péptidos y-EC.

Familias de péptidos Estructura Tripéptido Material de
y-EC basica relacionado Referencia
1 (y-Glu-Cys), — y-Glu-Cys-Gly Levaduras , Algas, Monocotiledoneas y
Gly (glutation) Dicotiledéneas
2 (y-Glu-Cys), — B- y-Glu-Cys-B-Ala Legumbre
Ala (homoglutatién)
3 (y-Glu-Cys), ¥-Glu-Cys Levaduras
Maiz
4 (y-Glu-Cys), — Ser y-Glu-Cys- Ser Gramineas
(hidroximetilglutation) Poaceae
5 (v-Glu-Cys), — (y-Glu-Cys), — Glu Maiz

Glu

3.5.3. Fitoquelatina sintasa (PCS).

Para la sintesis de las fitoquelatinas es necesario en primer lugar, que ocurra la sintesis de la cisteina
necesaria para la formacion de glutation (GSH), proceso donde intervienen las enzimas y-glutamil-cys
sintetasa y la glutation sintetasa. Una vez que el metal pesado entra en contacto con la enzima esta se

activa y cataliza la conversion del glutation a la molécula de fitoquelatina (27) .

Se inducen rapidamente in vivo por una amplia gama de iones de metales pesados; la enzima
fitoquelatina sintasa se identificé primero por Grill et al. La enzima se describié como un tetramero de
Mr 95.000 con un Km para GSH de 6,7 mM; tiene una vida media a 35 °C de 6 horas, a 220 °C de 34
horas, a 4 °C de 140 horas. No es un requisito absoluto la presencia de iones de metales pesados para

la actividad enzimatica (33).
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Es una Glu — Cys dipeptididyl transpeptidasa (CE 2.3.2.15) que cataliza la transpeptidacion del resto
Glu — Cys de GSH ya sea sobre una segunda molécula de GSH para formar PC (n =2 ) o en una

molécula para producir PC (n + 1) oligdmero (31).

Estudios cinéticos utilizando cultivos celulares de plantas demostraron que la biosintesis de PC ocurre
a minutos de exposiciéon a Cd y es independiente de la sintesis de proteinas. La Enzima parece
expresarse independientemente de la exposicion a metales pesados ha sido detectado en extractos de
cultivos celulares de plantas o tejidos cultivados en presencia de minimos niveles de metales pesados
esenciales. En conjunto, la PC sintasa se regula principalmente por la activacion de la enzima en la
presencia de metales pesados. Ha reaccionado en presencia de una gama de iones metalicos. El mejor

activador probado fue Cd, seguido de cationes Ag, Bi, Pb, Zn, Cu, Hg y Au (34).

33



3.6. Términos basicos.

3.6.1. Contaminacion por Metales pesados.

La contaminacién por metales pesados es considerada como una de las problematicas ambientales mas

serias a nivel global; debido a la toxicidad, persistencia y continua demanda de estos elementos.

3.6.2. Enzimas.

Proteina soluble producida por las células del organismo, que favorece y regula las reacciones quimicas

en los seres vivos. Estan compuestas principalmente por proteinas.

3.6.3. Cofactores
Es una molécula pequefia necesaria para la actividad de muchas enzimas. Son iones metalicos o
moléculas organicas que participan con las enzimas en la realizaciéon de una actividad enzimatica. A los

cofactores de naturaleza organica se le conocen como coenzimas

3.6.4. Actividad catalitica

Conversiéon de una cantidad de sustrato por unidad de tiempo con la cual se induce a la reaccion a

seguir hacia el equilibrio quimico.

3.6.5. Quelantes.

Se denominan quelantes a las sustancias que tienen la propiedad de fijar los iones metalicos de un

determinado complejo molecular.
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3.6.6. La quelacion.

Es un fenémeno fisicoquimico por el cual ciertos iones metalicos son secuestrados de los complejos
de que forman parte sin constituir una unién quimica con la sustancia quelante aunque si una

combinacidn.

3.6.7. Fitoquelatinas.

Uno de los mecanismos de tolerancia a metales pesados en las plantas, esta relacionado con la sintesis

de péptidos tidlicos.

3.7. Antecedentes.

La contaminacién por metales pesados es uno de los problemas ambientales mas graves que enfrenta
hoy en dfa la humanidad. Con el término de metales pesados se pretende indicar a aquellos metales
que, siendo elementos pesados, son “toxicos” para la célula. Esta es la acepcion comuin de los metales
petjudiciales para la naturaleza ya que la toxicidad de un elemento o compuesto quimico es la capacidad
que tiene ese material de afectar adversamente alguna funcién biologica.

Muchos metales pesados son oligoelementos o micronutrientes necesarios en pequefias cantidades
para los organismos y s6lo son toxicos una vez pasado cierto umbral de concentracion. Dentro de los
distintos componentes de un ecosistema, el suelo constituye el principal sumidero de metales donde
pueden acumularse en concentraciones anoémalas debido a factores naturales o por accion humana. La
explotacién y extraccion de metales produce anualmente millones de toneladas de residuos, la mayoria,
cuya oxidacion libera grandes cantidades de metales pesados al ambiente, y en particular a los suelos.
Las plantas estin muy expuestas a distintas adversidades del ambiente. Muchos agentes externos
pueden causarles efectos altamente nocivos y como ellas son un importante eslabén de la cadena

trofica, estos agentes externos pueden causar luego problemas a los animales y seres humanos (35).
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Tres clases de péptidos, glutation (GSH), metalotioneinas y las fitoquelatinas (PCs), han sido

implicados en la desintoxicacion de metales pesados y homeostasis en plantas(306).

Bruns et al. Propusieron el uso de las fitoquelatinas como un marcador fisiolégico de contaminacion
por metales pesados, en especial del Cd, ya que encontraron una correlaciéon positiva entre las
concentraciones de fitoquelatinas y las del metal en plantas. Este resultado coincide con el resefiado
por Ranieri et al. (2005) quienes encontraron que la concentraciéon de fitoquelatinas aumento

proporcionalmente con el tiempo de exposicion al Cd, incrementandose 4,7 veces en un periodo (27).

La enzima denominada “y-glutamilcisteina dipeptidil transpeptidasa” o fitoquelatina sintasa en una
preparacion pura de la enzima de S. auenbalus fue activada mejor por Cd que por Ag, Bi, Pb, Zn, Cu,
Hg y Au (inductores de fitoquelatinas en R. setperiti ). Cuando se genera la cantidad de (y-Glu-Cys4-
Gly necesaria para secuestrar el Cd disponible con una relacién tiol-cadmio de 2:1, cesa la catalisis
enzimatica. La fitoquelatina sintasa aparenta ser una enzima auto regulada, en donde el producto de la
reaccion se asocia al metal activador, dando como resultado el cese de su actividad. La enzima es
constitutiva y su concentracion no es notablemente alterada por exposicion de las células al Cd (37).
Enel 2012 indica que los reportes sobre la concentracion del cobre son ligeramente superiores a las
requetidas por las plantas (30mg/kg-1 de tejido en peso seco), mencionan que produce efectos toxicos
tales como la inhibicién del crecimiento en raices y brotes y que en las raices, la inhibiciéon del
crecimiento por el cobre puede ser resultado de una reduccion en el proceso de division celular y del
dafo estructural o muerte de las células del meristemo apical (38).

La expresion genética y el perfil de proteinas que muestran ante el estrés por cobre, muchos procesos
fisiolégicos y bioquimicos son alterados y que la respuesta de las plantas es un proceso complejo. En

hojas de plantas de Oriza sativa hay un incremento en la expresion de 146 genes en respuesta al Cobre.
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LLa mayoria son genes de defensa, respuesta a estrés, transduccion de la sefial y metabolismo. Dentro
de los genes relacionados con la defensa estan los que codifican para proteinas tipo Metalotioneinas
(MTs) y peroxidasa. La expresion de genes que codifican para enzimas involucradas en la sintesis de
flavonoides, fitoalexinas y lignina también aumenta por la exposicioén a exceso de cobre (39).
Estudios de las metalotioneinas de Tetrahymena concluyen que se pueden dividir en dos subfamilias, 7*
(Cd-MTs) y 7b (Cu-MTs), distinguibles principalmente por las caracteristicas estructurales de sus
secuencias aminoacidicas y el grado de induccion de los genes que las codifican por Cd o Cu. Asi
mismo analisis filogenético reportan once MTs descritas en Tetrahymena y comparten una marcada
estructura modular que podria contribuir al inusual tamafio de estas MTs, superior respecto a las MT's
del resto de organismos. También indican que la expresion de los genes MT de T. thermophila y T.
rostrata son inducibles en presencia de metales como de otros agentes estresantes (pH acido, alta
temperatura, estrés oxidativo e inanicion ), y confirma el caracter multiestrés de las MT's de Tetrahymena,
como sucede también en otros organismos, y que las tres isoformas génicas de Cd-MT's de T. thermophila
(MTT1, MTT3 y MTT5) presentan patrones de induccion y niveles de expresion diferentes (40).
Resultados obtenidos en estudios sobre elementos potencialmente téxicos en las plantas de manglar
sugieren que la exposicion de plantas de Avicennia germinans y A. marina a diferentes dosis subletales de
Cd y Cu son capaces de inducir la expresion diferencial de los genes de metalotioneina y fitoquelatina
sintasa. En este contexto, la induccion de transcriptos de los genes de las MT en diferentes tejidos de
estas plantas de manglar coincide con las observaciones de Roosens et al. (2003) en las plantas acuaticas
Typha latifoliay Thlaspi caernlescens cuando eran sometidas a bajas concentraciones de Cu y Cd. Lo mismo
reportan Zhang et al. (2005) con respecto a la expresion del gen de la fitoquelatina sintasa en plantas
de Triticum spp. Y Alliwm sativum, expuestas a metales. Esto indica que ambos genes en las plantas de

manglar podrian tener una funcién en la desintoxicacion de metales esenciales y no esenciales (41).
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En el analisis comparativo de raices y hojas sugiere que la raiz, a pesar de acumular Cd en mayor
concentraciéon que las hojas, presenta menos dafios oxidativos. Este hecho, podria deberse a la
capacidad de la raiz para acumular el metal de forma no activa, en la pared celular, vacuola o formando

complejos con fitoquelatina(42).
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CAPITULO IV

MATERIAL Y METODOS

4.1. Lugar y desarrollo de la investigacion.

El presente trabajo se desarrollé en la Unidad Especializada de Biotecnologia del Centro de
Investigacion de Recursos Naturales de la Amazonia Peruana (CIRNA — UNAP). Ubicado en la Av.
José Abelardo Quifiones km 2,0 distrito de San Juan Bautista, pasaje Los Paujiles s/n. AA.HH Nuevo

San Lorenzo.

4.2. Recursos Utilizados.

4.2.1. Materiales de Laboratorio.

Cubeta de cuarzo.

Frascos tapa rosca de 50, 100, 500 y 1000 ml
gorro

guantes

mandil

marcadores

mascarilla

Micropipetas 0.2 — 2.0; 0.5 a 10; 20 — 200; 100 — 1000 pl
Microtubos de 250 — 500 ul y 1.5 ml
Mortero y pilones

Parafina

papel aluminio

Pipetas de vidrio graduadas de 10 ml
Probetas de 10, 500 y 1000 ml

Separador de tubos raps

Tips 1-10ul, 20 — 2001, 100 -1000ul

Tubos falcon de 15 y 50 ml

NN N N N N N N N N N N N N RN
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4.2.2.

SR N N N N N Y W N N N

4.2.3.

NS N N N N N SR NN

4.2.4.

Reactivos.

Acetado de Plomo — Pb (C2H302)2
Albumina Sérica Bovina — BSA

Bradford (Azul de coomassie G-250, etanol absoluto 5% y acido ortofosférico 10 %)

Buffer Fosfato pH 7.2 — K2ZHPO4 — KH2PO4
Cisteina

Cloruro de Mercurio — HgCl,

Desoxiadenosina trifosfato — dATP

Glicina

Glutamato

Glutatiéon reducido — GSH

Hidroxido de sodio — NaOH

Equipos.

Autoclave — Yamato SM510

Balanza analitica — Sartorius EID1245

Bafio Marfa — Thermo Scientific 18007-1CE
Centrifuga — Hettich EBBA 20

Destilador de agua — Thermo Scientific A-56210-857
Espectrofotometro - ROCHESTER Genesys 6
Deshionizador de agua — Thermo Scientific 013321
Potenciémetro — Comming, PR 15

Vértex — Scientific Industries

Programas.

Excel de Microsoft Office
GraphPad Prism 5

40



4.3. Disefio de investigacion.

El estudio se realiz6 con muestras de hojas y raices de plantulas crecidas bajo condiciones de: muestras
control, sin contaminacioén aparente.

Baterias con plantas sometidas a diferentes concentraciones y en diferentes tiempos 06, 12 y 24 horas
con cloruro de Mercurio y acetato de Plomo, todas han sido procesadas por triplicado con la finalidad
de obtener resultados estadisticamente representativos y significativos. De las cuales se procedi6 a la
extraccién de PROTEINAS TOTALES y la verificacién de la actividad catalitica de la fitoquelatina

sintasa bajo condiciones experimentales de laboratorio.

4.4. Poblacién y muestra.
4.4.1. Poblacioén.
Se contd con una poblacion de 550 plantulas y luego sometidas soluciones con metales pesados y bajo

condiciones normales (control) en el laboratorio de la Unidad Especializada de Biotecnologia del

Centro de Investigaciones de los Recursos Naturales (CIRNA — UNAP).

4.4.2. Muestra.

Se trabajé con tres plantulas por condicion de cada grupo de las que se extrajeron las proteinas totales

y se procedi6 de acuerdo a lo planteado en la metodologfa.

4.5.  Técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccion de datos.
4.5.1. Técnicas y Procedimientos

45.1.1. Obtencion de plantulas a partir de semillas de frutos maduros.

Se retird totalmente la pulpa de las semillas de los frutos maduros, luego cuando estén ligeramente

secas se retirara la cascarilla de la zona embrionaria y se colocaron en bandejas conteniendo gasa
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embebidas en agua, cantidad suficiente para cubrir las semillas, las que se dejaron hasta el crecimiento

de las plantulas para luego someterlas a contaminacién bajo las diferentes concentraciones de metales.

45.1.2. Preparacion de Metales pesados a emplearse.
Las concentraciones experimentales que se aplicaron se considerd los valores de Estandares de Calidad

Ambiental (ECA)(43).

Tabla 02: Concentraciones de las soluciones metalicas empleadas en las pruebas de resistencia a metales

pesados por plantulas de M dubia.

Valor ECA 1ra 2da 3ra
mg/L Control Concent. Concent. Concent.
MERCURIO 0,0001 0,0 0,0001 0,0008 0,0016
PLOMO 0,001 0,0 0,001 0,008 0,016

45.1.3. Extraccion de proteinas totales. (Segin Holloway y Arundel. 1988)(44).

200 mg del tejido vegetal de M. dubia (hoja y raicillas), se tritur6 en un mortero sumergido en un
envase conteniendo hielo adicionando 2000 pL. de Buffer fosfato, el homogenizado se transfiri6 a
viales de 1.5 mL y se agité con vortex por 5 minutos luego se centrifugé a 12000 rpm por 20 minutos.
El sobrenadante se transfirié a nuevos viales y se guardd en refrigeracién hasta la realizaciéon de

actividad catalitica previa cuantificacion de proteinas.

45.14.  Cuantificacion de proteinas - Método de Bradford (45).

Se prepararo soluciones estandares de albimina sérica bovina (BSA) entre 0,156 a 25 mg/mlL., en un
espectrofotémetro ROCHESTER Genesys 6 UV/Vis a 595 nm, se realizaron las lecturas del estandar
a diferentes concentraciones de la cual se ha obtenido una recta con una ecuacion

(Y=0,3197x+0,4729) cuyo R* = 0,9615, la reaccién consistié6 en adicionar 930 pl. del reactivo de
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Bradford (azul de coomassie G-250, etanol absoluto 5% y acido ortofostérico 10%) 50 ul. de NaOH

1 N y 20 pLL de cada estandar. Las absorbancias de las muestra se cotejaron en la ecuacién obtenida

con el estandar.
45.15. Actividad catalitica de la fitoquelatina sintasa.

Se utiliz6 una fracciéon del sobrenadante; para la reaccién de actividad catalitica se usé cisteina,
glutamato, glicina, como sustratos principales complementado dATP y Glutatién reducido, se empleo
Buffer Fosfato pH 7.2 y se incub6 la mezcla de reaccion a 37°C x 20 minutos, se desarrollé una prueba
catalitica exploratoria para verificar las condiciones de pH, Temperatura concentracién molar de
sustrato y otras condiciones experimentales. Y se evalud la actividad de la enzima por la presencia de
glutation, el cual presenta una mayor densidad optica a 356 nm. Y un coeficiente de extincién molar

de 17400 + 4%. Siguiendo la ecuacion catalitica sugerida por (37) :

PCS
y-Glu-Cys-Gly + (y-Glu-Cys)n — X =—=—p (y-Glu-Cys)n+1 —X + Gly

ATP ADP+Pi

Para la induccion de la actividad de la enzima se utilizé 20 pl. de sobrenadante (extracto), sustrato
principal (Cisteina, Glycina y Glutamato 0,002 mM) 20 uL, dATP 40 mM 1uL, glutatién reducido 10
mM 0,2ul y 959 uLl. de buffer Fosfato pH 7.2. Para la lectura cinética de la enzima se utiliz6 el
espectrofotémetro ROCHESTER Genesys 6 UV/Vis a 356 nm a 10 minutos y los datos se tegistraron

con intervalos de 10 segundos.
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El calculo de la concentracién glutatién se
realiz6 empleando la siguiente ecuacion:

Que considera la ley empirica de Lambert y
Beer

Abs =KX CXL

Doénde:

Abs: absorbancia.

K: coeficiente de extincién molar (GSH 17400 M-! cm-T)

C: concentracion

L: distancia que viaja la luz a través de la muestra.
(Normalmente es de 1 cm).

Ecuacién de la ley empirica de Lambert

I
A=—log1—=s*C*l
0

Doédnde:

A : absorbancia.

To: intensidad del haz incidente.

I :intensidad del haz transmitido.
C:
(M) ; 1 : distancia 6ptica a través de la muestra(cm).

e (M) es el coeficiente de extincién molar de la especie dada.

concentracion de la especie responsable de la absorcion

4.6.

Flujograma metodolégico.

e oy \Y 1 ¢
Obtencion de plantulas a partir de semillas de frutos maduros.

Cuantificacion de proteinas y actividad enzimatica de la Fitoquelatina sintasa.

2y
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CAPITULOV

RESULTADOS

5.2.  Cuantificacion espectrofotométrica.

La cuantificacién espectrofotométrica de proteinas empleando para la curva estandar de Albumina
Sérica Bovina (BSA), proporciono mejores concentraciones promedio de proteinas con 0,96 mg/gr de
muestra con D.S. £0,01 y 1,11 mg/gr de muestra con D.S £0,08 en hojas y raices respectivamente de
las plantulas sometidas a stress con MERCURIO. Y concentraciones promedio de proteinas de
0,94 mg/gr de muestra con D.S. £0,05 y 0,98 mg/gr de muestra con DS £ 0,01 en hojas y raices

respectivamente de las plantulas sometidas a stress con PLOMO. (Tablas siguientes).

Tabla 03: Concentracién de proteina en hojas y raices de M. dubia tratados con Mercurio.

Concentracion de proteinas

T.Exp Muestra [ mg/grm] X[ mg/grm] D.S.
0,86

06 horas hoja 0,94 0,92 10,04
0.94
0,94

12 horas hoja 0,79 0,88 10,07
0,89
0,97

24 horas hoja 0,97 0,96 10,01
0,94
1,18

06 horas raiz 1,02 1,11 10,08
1,14
0,90

12 horas rafz 1,02 0,94 10,06
0,90
0,79

24 horas raiz 0,89 0,84 10,05
0,83

‘mg/gr m: miligramos /gramos muestra
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Tabla 04: Concentracion de proteina en hojas y raices de M. dubia tratados con Plomo.

Concentracion de proteinas

T.Exp Muestra [ mg/grm] X[ mg/grm] D.S.

0,88

6 horas hoja 0,96 0,94 10,05
0,98
0,48

12 horas hoja 0,43 0,62 + 0,27
0,94
0,55

24 horas hoja 0,51 0,51 * 0,04
0,46
1,00

6 horas rafz 0,97 0,98 + 0,01
0,97
0,93

12 horas raiz 0,80 0,89 + 0,07
0,93
0,50

24 horas raiz 0,53 0,47 + 0,06
0,39

‘mg/gr m: miligramos/gramos muestra

5.3. Actividad catalitica de la fitoquelatina sintasa.

En esta etapa se tiene que las curvas de actividad catalitica de la Fitoquelatina sintasa presentan
valores variables de Coeficiente de dispersion (R?), asi tenemos a tiempo de exposicién de 6 horas a
una concentraciéon de 0,0001 mg/L de la plantula sometidas al stress con solucién de Mercurio; en
las hojas la actividad de la Fitoquelatina sintasa presenta un R* de 0,9755 y a 12 horas a la misma
concentracion la actividad de la enzima presenta un R* de 0,9874, mientras que en las raices expuesta
a 6 horas al stress con mercurio la actividad de esta enzima presenta R* de 0,9739, 0,9935 y 0,9941 para
las tres concentraciones empleadas, también se tiene que el coeficiente de dispersion de la actividad de

la enzima de R* de 0,9568 a las 12 horas bajo la concentracién de 0,0008 mg/I.. Respecto a las
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plantulas sometidas a stress con solucion de Plomo, la actividad de la enzima en las hojas presenta un
R? de 0,9050 y 0,9890 a 6 horas y 24 horas de stress respectivamente a concentracién de 0,008mg/L,
mientras que en la rafz la actividad de la enzima presenta un R* de 1,0 a una concentraciéon de
0,008mg/1.y 06 horas de exposicion, y un R* de 0,9568 a una concentraciéon de 0,001 mg/T.a 12 horas
de exposicion a stress. El coeficiente de dispersion de la actividad de la Fitoquelatina sintasa de las
plantulas expuestas a stress por 12 horas son mas notables como se puede observar en las tablas
(anexo 05, 06, 07, 08) a concentraciones de 0,0001 mg/L y 0,001 mg/L tanto en hoja y en raices de M.

dubia.

5.4. Velocidad promedio de actividad de la PC sintasa.

Respecto a la velocidades promedio de actividad de la Fitoquelatina sintasa; en las HOJAS de plantulas
sometidas a solucién de MERCURIO concentracién de 0,0001 mg/L a 06 horas de exposicién
presenta velocidad promedio de actividad de 2,05x10° mM/s D.S + 2,35x10” disminuyendo esta
velocidad a 12 horas de exposicion con 1,72x10° mM/s D.S. & 1,95x107, a 24 horas una disminucién
de la velocidad de actividad a 5,38x107 mM/s D.S. + 2,51x10®, mientras que a concentracién de
0,0008 mg/L a 6 horas de exposicion, presenta velocidad promedio de actividad de 1,75x10° mM/s
D.S *+ 2,05x107 disminuyendo esta velocidad a 12 horas de exposiciéon a 6,04x107 mM/s
D.S + 2,49x10°® para luego a 24 horas de exposiciéon incrementar la velocidad a 2,1x10° mM/s
D.S + 1,53x10®. Asi mismo a la concentracién de 0,0016 mg/1. a las 6 horas de exposicién presenta
velocidad promedio de actividad de 2,61x10° mM/s D.S * 1,10x10” disminuyendo esta velocidad a
12 horas de exposicién a 3,6x107 mM/s D.S. + 2,56x10® para luego a 24 horas de exposicion

incrementar la velocidad a 1,38x10° mM/s D.S * 2,78x10®. (Figura 04 y anexo 09)
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Figura 04: Velocidad promedio de la actividad enzimatica de la PCS en hojas tratadas con Mercurio.

En las RAICES de plantulas sometidas a solucién de MERCURIO concentracién de 0,0001 mg/L a
06 horas de exposicion presenta velocidad promedio de actividad de 5,59x107" mM/s D.S # 2,05x10°®
incrementando la velocidad a las 12 y 24 horas de exposicion a 8,34x107 mM/s D.S + 2,52x10% y
1,27x10° mM/s D.S * 2,0x107 respectivamente, mientras que a concentraciéon de 0,0008 mg/L a 6
horas de exposicion, presenta velocidad promedio de actividad de 5,8x10" mM/s D.S # 1,75x10®
disminuyendo esta velocidad a 12 horas de exposicién a 2,8x107 mM/s D.S + 1,5x10® para luego a 24
horas de exposiciéon incrementar la velocidad a 1,15x10° mM/s D.S + 1,47x107, Asi también a la
concentracién de 0,0016 mg/L a las 06 horas de exposicién presenta velocidad promedio de actividad
de 5,72x107 mM/s D.S * 1,97x10° disminuyendo esta velocidad a 12 horas de exposicién a
2,41x10" mM/s D.S. * 2,0x10® para luego a 24 horas de exposicién incrementar la velocidad a

8,13x10" mM/s D.S £ 1,47x10°. (Figura 05 y anexo 09)
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Figura 05: Velocidad promedio de la actividad enzimatica de la PCS en raices tratadas con Mercurio.

Respecto a la velocidades promedio de actividad de la Fitoquelatina sintasa; en las HOJAS de plantulas
sometidas a solucién de PLOMO concentracién de 0,001 mg/L a 06 horas de exposicion presenta
velocidad promedio de actividad de 2,2x107 mM/s D.S + 2,02x10® aumentando esta velocidad a 12
horas de exposicién a 4,89x107 mM/s D.S. £ 1,8x10%, luego una disminucién a de la velocidad de
actividad a 24 horas con 2,68x107 mM/s D.S. + 2,0x10° mientras que a concentraciéon de
0,008 mg/1. a 06 horas de exposicion, presenta velocidad promedio de actividad de 6,72x107 mM/s
D.S+2,0x10°® incrementiandose ligeramente esta velocidad a 12 horas de exposicién 2 6.91x107 mM/s
D.S. £ 2,06x10°® para luego continuar el incremento de la velocidad a 24 horas de exposicion a
1,26x10° mM/s D.S £ 2,1x107, asi mismo a la concentracién de 0,016 mg/L. a las 06 horas de
exposicion presenta velocidad promedio de actividad de 2,2x107 mM/s D.S + 2,04x10®
incrementandose muy significativamente esta velocidad a 12 horas de exposicion a 2,18x10° mM/s
D.S. £ 1,07x107 para luego a 24 horas de exposicion decrecer vertiginosamente la velocidad a

2,72x10" mM/s D.S +2,01x10°® (Figura 06 y anexo 10).
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Figura 06: Velocidad promedio de la actividad enzimatica de la PCS en hojas tratadas con Plomo.

En las RAICES de plantulas sometidas a solucién de PLOMO a concentracién de 0,001 mg/I a 6
horas de exposicion presenta velocidad promedio de actividad de 1,99x10°mM/s D.S * 1,44x10™,
incrementandose significativamente a las 12 horas de exposicion a una velocidad de 1,31x10 *mM/s
D.S * 2,0x107 para luego decrecer a las 24 horas de exposicion a una velocidad de 1,62x10"mM/s
DS + 2,0x10®% a concentraciéon de 0,008 mg/I. a 6 horas de exposicién 5,72x10'mM/s
D.S + 1,95x10°®, incrementindose la velocidad a 1,29x10 *mM/s D.S + 2,00x107 para luego decrecer
hasta 6,23x107 D.S + 2,0 x 10® alas 24 horas de exposicién a la concentracién 0,016 mg/L la actividad
fue de 2,24 x 10" mM/s D.S * 3,05 x 10° el cual se incrementa a las 12 horas de exposicién a
9,83x10'mM/s D.S * 1,15x10"%, decreciendo esta velocidad a las 24 horas de exposicion a

1,78x107 D.S + 2,0 x 10°. ( Figura 07 y tabla del anexo 10)
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Figura 07: Velocidad promedio de la actividad enzimatica de la PCS en raices tratadas con Plomo.
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CAPITULO VI

DISCUSION

Los metales pesados considerados toxicos son solamente unos cuantos que podrian contaminar los
ambientes terrestres y acudticos amazonicos. Muchos metales pesados son oligoelementos o
micronutrientes necesarios en pequefias cantidades para los organismos y sélo son toxicos una vez
pasado cierto umbral de concentraciéon. Aqui se incluyen Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Se y Zn. S6lo un
grupo pequeno de metales no tiene funcién biolégica conocida y son altamente téxicos, incluso a dosis

bajas. Entre ellos se encuentran el As, Cd, Hg, Pb, Sb y Bi (3,40).

Los metales pesados empleados en este trabajo, tanto en la prueba de seleccion y el desarrollo definitivo
de las pruebas de toxicidad fueron el Mercurio (Hg), El Plomo (Pb), La Plata (Ag), y Cobre (Cu). El
Mercurio y el Plomo fueron los metales que pasaron la prueba de seleccion. Ensayos realizados en
Medicago sativa “alfalfa” en un sistema hidropénico a microescala con distintas dosis de metal (0, 3,
10 y 30 uM) y tiempos de exposicion de (3, 6 y 24 horas) fueron empleados para determinar el umbral
de toxicidad y analizar respuestas especificas y tempranas del estrés por Hg o Cd (35). Concentraciones
y tiempo de exposicion diferente a lo empleado en el presente trabajo. En otro estudio realizado en
Salvinia minima hiperacumulador de plomo, el contenido de proteina se midié segun el método de
Bradford (1976) con BSA como estandar (47), procedimiento similar a lo realizado en este estudio, ya
que las plantulas de M Dubia “camu camu”, crecidas en baterfas de vasos descartables y sometidas a
stress con metales pesados, experimentaron cambios externos notandose el deterioro gradual de las
hojas en el tiempo y funcionalmente como se puede notar con la presencia de proteinas con
concentraciones muy aceptables y suficientes para las pruebas de actividad tanto para hojas y raices

de este vegetal.
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La actividad de la fitoquelatina sintasa (PCS) presenta coeficientes de dispersion que permite
entender la actividad creciente de esta enzima en muchas de las muestras analizadas, lo que nos indica
una actividad creciente respecto de la sintesis de fitoquelatina (PC), donde se detecta diferentes

caracteristica de actividad habiendo sido sometidas a stress a diferentes tiempos de exposicion.

La actividad de la enzima es notable en las raices de las plantulas sometidas a MERCURIO donde se
nota el incremento de velocidad en el tiempo, hecho similar a lo que se encontré en el estudio en
Salvinia minima hiperacumulador de plomo donde la actividad de la fitoquelatina sintasa en hojas
y raices tratadas con Pb*" y siguiendo de cerca el patrén de acumulacion, la actividad en las raices
aument6 rapidamente en las plantas expuestas 3 horas después de la exposiciéon y permaneciendo
constante durante un corto tiempo y luego exhibiendo un segundo ascenso en el periodo de 6 a 12
horas, alcanzando valores tres veces mas altas que las plantas control (47). En el presente trabajo la
conducta de la actividad de la fitoquelatina sintasa en raices de M dubia respecto al Mercurio se puede
asumir que es un inductor de la expresion y actividad de la enzima. Ranieri et al. (2005) quienes
encontraron que la concentraciéon de fitoquelatina aumento proporcionalmente con el tiempo de
exposicion al Cd, incrementandose 4,7 veces en un periodo corto de 10 horas, comportandose como
inductor (27). Por otro lado en nuestro trabajo podemos asumir que el Mercurio presente mecanismos
de induccion y represion a nivel genético que estén afectando la expresion de los genes y la velocidad
de actividad la enzima, ya que la induccién de la expresion del gen PCS es poco probable que
desempefie un papel significativo en la regulacién de la biosintesis de la PC. Es respaldado por el
estudio de andlisis de la expresién de AtPCS1/CAD1 que muestra que los niveles de expresion de
ARNm no fueron influenciados por la exposicion de plantas a Cd y otros metales, lo que sugiere una
ausencia de regulacion en el nivel de transcripcion. En contraste, el analisis de AtPCS1 la expresion en

las raices indicé mayores niveles de ARNm en la exposicion a Cd. Esto sugiere que, en algunas especies,
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la actividad de PC sintasa puede ser regulada tanto a nivel transcripcional como Postraduccionales.
Poco se sabe sobre la especificidad de tejido de PCS, la expresion y / o biosintesis de PC. En un

estudio en tomate, la actividad se detecto en las raices y tallos de las plantas, pero no en hojas o frutos

(27).
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

Existe induccién de la actividad catalitica de la enzima fitoquelatina sintasa en hojas y raices de

Myrciaria dubia expuestas a metales pesados.

Se encontraron proteinas en concentraciones muy aceptables tanto en hojas y rafces de las

plantulas sometidas a stress con MERCURIO y PLOMO.

En la actividad catalitica de la fitoquelatina sintasa se confirma con los valores de coeficiente

de dispersion R* por encima de 0,9.

La mejor velocidad promedio de actividad de la Fitoquelatina sintasa se detect6 en las hojas

tratadas con plomo a 12 horas de exposicion a stress.

El mercurio se comporta como inductor de la actividad de la fitoquelatina sintasa en las raices

de M dubia.
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CAPITULO VIII

RECOMENDACIONES

Desarrollar trabajos similares con la adiciéon de mayor nimero de factores para la evaluacion

de la fitoquelatina sintasa.

En los cultivos de plantulas considerar tiempos de exposicion en mayor nimero y mas
proximos entre si para una mejor evaluacion.

Evaluar la actividad de la fitoquelatina sintasa con repeticiones de las mismas condiciones
buscando que sea reproducible.

Considerar estudios de la actividad enzimatica de la fitoquelatina sintasa en diferentes tejidos

de plantas adultas de M. dubia de poblaciones naturales.
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ANEXOS

Tabla 05: Coeficiente de dispersion de la actividad de la PCS en hojas de M. dubia tratadas con Mercurio.

Coeficiente de dispersion R*- Hojas

Concentracién mg/L Tiempo de exposicién R’
0.0001 06 0,0538
0,0008 06 0,9050
0,0016 06 0,0739
0,0001 12 0,1261
0,0008 12 0,6171
0,0016 12 0,7102
0,0001 24 03818
0.0008 24 0,989
0,0016 24 0,6171

Tabla 06: Coeficiente de dispersion de la actividad de la PCS en raices de M. dubia tratadas con Mercurio.

Coeficiente de dispersion R* - Raices

Concentraciéon mg/L Tiempo de exposicion R®

0,0001 06 0,3857
0,0008 06 1

0,0016 06 0,3572
0,0001 12 0,9568
0,0008 12 0,2225
0,0016 12 0,7441
0,0001 24 0’7547
0,0008 24 0,8409
0,0016 24 0,0043

Tabla 07: Coeficiente de dispersion de la actividad de la PCS en raices de M. dubia tratadas con Plomo.

Coeficiente de dispersion R*— Hojas

Concentracion mg/L Tiempo de exposicion R’
0,001 06 0,0538
0,008 06 0,9050
0,016 06 0,0739
0,001 12 0,1261
0,008 12 0,6171
0,016 12 0,7102
0,001 24 0,3818
0,008 24 0,989

0,016 24 0,6171




Tabla 08: Coeficiente de dispersion de la actividad de la PCS en raices de M. dubia tratadas con Plomo.

Coeficiente de dispersion R*"Raices

Concentraciéon mg/L Tiempo de exposicion R’

0,001 06 0,3857
0,008 06 1

0,016 06 0,3572
0,001 12 0,9568
0,008 12 0,2225
0,016 12 0,7441
0,001 24 0,7547
0,008 24 0,8409
0,016 24 0,0043

Tabla 09: Velocidad promedio de actividad de la Fitoquelatina sintasa en hojas y raices tratadas con Mercurio.

Hojas
Tiempo de expo. 06 12 24
Concentracion X mg/ml D.S. X mg/ml D.S. X mg/ml D.S.
Control 1.33x107 + 2.00x108 1.75x107 + 1.80x108 2.68x107 +1.95x108
0.0001 2.05x10¢ + 2.35x107 1.72x10-6 + 1.95x108 5.38x107 + 2.51x108
0,0008 1.75x10-6 + 2.05x107 6.04x107 + 2.49x108 2.11x107 + 1.53x108
0,0016 2.61x10°¢ + 1.10x107 3.36x107 + 2.56x108 1.38x10¢ + 2.78x108
Raices
Control 5.20x107 + 2.00x108 5.32x107 + 2.57x108 5.44 x107 + 2.05x108
0.0001 5.59x107 +2.05x10-8 8.34x107 +2.52x108 1.27x10¢ + 2.00x107
0,0008 5.80x107 +1.75x108 2.81x107 +1.52x108 1.15 x10¢ + 1.47x107
0,0016 5.72x107 +1.97x108 2.41x107 +2.00 x108 8.13 x107 + 1.47x108
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Tabla 10: Velocidad promedio de actividad de la Fitoquelatina sintasa en hojas y raices tratadas con Mercurio.

Hojas
Tiempo de expo. 06 12 24
Concentracién X mg/ml D.S. X mg/ml D.S. X mg/ml D.S.
Control 1.33 x107 +2.00 x108 1.75 x107 +1.80 x108 2.68 x107 +1.95x108
0.0001 2.20x107 +2.02x108 4.89 x107 +1.80 x108 2.68 x107 +2.00 x108
0,0008 6.72 x107 +2.00 x108 6.91 x107 +2.06 x108 1.26 x10° +2.10 x107
0,0016 2.20 x107 + 2.04 x108 2.18 x107 +1.07 x108 2.72 x107 +2.01 x108
Raices
Control 5.20 x107 +2.00 x108 5.32x107 +2.57x108 5.44 x107 +2.05x108
0.0001 9.99 x108 +1.44 x10° 1.31 x10¢ +2.00 x107 1.62 x107 +2.00 x108
0,0008 5.72 x107 + 1.95x108 1.29 x10° + 2.00 x107 6.23 x107 +2.00 x108
0,0016 2.24 x107 + 3.05x108 9.83 x107 + 1.15x108 1.78 x107 +2.00 x108
Curva estandar BSA
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1000
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Figura 08: Curva de la desviacion estandar del BSA.
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Figura 09: Prueba de resistencia al stress con metales pesados.

Alas 03 horas de
exposicion con Ag.

24 Cuy Ag presentan
la mayoria de su hojas
marchitadas

- |

Figura 10: Prueba de resistencia con Plata y Cobre a 03 y 24 horas de exposicién.

Figura 11: Efectos sobre las plantas sometidas a stress con Plata.
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Figura 12: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 6 horas con Mercurio a
una concentracién de H1 (0.0001 mg/L).
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Figura 13: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 6 horas con Mercurio a
una concentracién de H2 (0.0008 mg/L).
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Figura 14: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 6 horas con Mercurio a
una concentracion de H3 (0.0016 mg/L).
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Figura 15: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 6 horas con Mercurio a
una concentracion de R1 (0.0001 mg/L).
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Figura 16: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 6 horas con Mercurio a
una concentracion de R2 (0.0008 mg/L).
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Figura 17: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 6 horas con Mercurio a
una concentracion de R3 (0.0016 mg/L).
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Figura 18: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en Figura 21: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 12 horas con Mercurio a raices sometidas a stress por 12 horas con Mercurio
una concentracion de H1 (0.0001 mg/L). a una concentracion de R1 (0.0001 mg/L).
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Figura 19: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en Figura 22: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 12 horas con Mercurio a raices sometidas a stress por 12 horas con Mercurio
una concentracion de H2 (0.0008 mg/L). a una concentracion de R2 (0.0008 mg/L).
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Figura 20: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en Figura 23: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 12 horas con Mercurio a raices sometidas a stress por 12 horas con Mercurio
una concentracion de H3 (0.0016 mg/L). a una concentracion de R3 (0.0016 mg/L)
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Figura 24: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 24 horas con Mercurio
a una concentracién de H1 (0.0001 mg/L).
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Figura 25: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 24 horas con Mercurio a
una concentracién de H2 (0.0008 mg/L).
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Figura 26: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 24 horas con Mercurio a
una concentracion de H3 (0.0016 mg/L).

R1-Hg

0.225
0224 @
0.223
0222 |
i e A S L S
0.221 * !
0.220 ¢
0.219

1 2 3 y ’ ’

y = -0.0002x + 0.2223
R? = 0.0551

Figura 27: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 24 horas con Mercurio
a una concentraciéon de R1 (0.0001 mg/L).
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Figura 28: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 24 horas con Mercurio
a una concentracion de R2 (0.0008 mg/L).
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Figura 29: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 24 horas con Mercurio
a una concentracion de R3 (0.0016 mg/L).
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Figura 30: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 6 horas con Plomo a una
concentracion de H1 (0.001 mg/L).
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Figura 31: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 6 horas con Plomo a una
concentracion de H2 (0.008 mg/L).
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Figura 32: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 6 horas con Plomo a una
concentraciéon de H3 (0.016 mg/L).
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Figura 33: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 6 horas con Plomo a una
concentracién de R1 (0.001 mg/L).
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Figura 34: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 6 horas con Plomo a una
concentracién de R2 (0.008 mg/L).

y =-0.0011x + 0.2381
R?=0.3572

Figura 35: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 6 horas con Plomo a una
concentracion de R3 (0.016 mg/L)
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Figura 36: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 12 horas con Plomo a
una concentraciéon de H1 (0.001 mg/L).
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Figura 37: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 12 horas con Plomo a
una concentracion de H2 (0.008 mg/L).

: . ..‘ ceo® best ......... ................ .ot
ceet® .

2.230
2.210

3 4
y =0.0138x + 2.2226
R?=0.7102
Figura 38: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 12 horas con Plomo a
una concentracion de H3 (0.016 mg/L).
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Figura 39: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 12 horas con Plomo a
una concentracion de R1 (0.001 mg/L).
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Figura 40: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 12 horas con Plomo a
una concentracion de R2 (0.008 mg/L).
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Figura 41: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 12 horas con Plomo a
una concentracion de R3 (0.016 mg/L).
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Figura 42: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 24 horas con Plomo a
una concentraciéon de H1 (0.001 mg/L).
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Figura 43: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 24 horas con Plomo a
una concentracion de H2 (0.008 mg/L).
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Figura 44: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
hojas sometidas a stress por 24 horas con Plomo a
una concentracion de H3 (0.016 mg/L).

R1-Pb

0.172
0.171 °
0170 | e o
0.169 e °
0.168 PO o
0.167
0 2 4 6 8
y =-0.0005x +0.1711

R?=0.7547

Figura 45: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 24 horas con Plomo a
una concentracién de R1 (0.001 mg/L).
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Figura 46: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 24 horas con Plomo a
una concentracién de R2 (0.008 mg/L).
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Figura 47: Velocidad de reaccion de la PC sintasa en
raices sometidas a stress por 24 horas con Plomo a
una concentracion de R3 (0.016 mg/L).
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