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RESUMEN
Efectos del Niquel, Zinc y Cadmio sobre la morfologia y el contenido de pigmentos de Lemna gibba L.

El presente estudio tuvo como objetivo investigar los efectos de los metales pesados Niquel (Ni), Zinc (Zn) y Cadmio (Cd)
sobre diferentes parametros morfométricos y pigmentos de la macrofita acuatica Lemna gibba. El Ni produjo una disminu-
cion del area y de los ejes longitudinal y transversal de las frondes, a partir de 0.37 mg/L y 0.92 mg/L respectivamente. El
Zn produjo una disminucion en estos parametros a partir de concentraciones de exposicion de 4.6 mg/L. El Cd, por su parte,
ejercid efectos sobre el eje transversal a menores concentraciones de exposicion (0.13 mg/L) que aquellas que afectaron el area
(0.26 mg/L) y los ejes longitudinales de las frondes (2.06 mg/L). Tanto el Zn como el Cd tuvieron un efecto de desagregacion de
las colonias. A partir de concentraciones de Zn de 20.1 mg/L la relacion frondes/colonias disminuy6 en funcion del aumento de
las concentraciones de exposicion. En el caso del Cd este efecto se observo a partir de 0.26 mg/L. Se observo una disminucion
del contenido de pigmentos en las frondes expuestas a los tres metales, con excepcion de la clorofila b y total de carotenos para
el Cd. EI Ni fue el metal que mas afectd el contenido de pigmentos. El area total fue el pardmetro que arrojo valores mas bajos
de los indices de toxicidad para evaluar efectos a largo plazo (NOEC y LOEC) de los metales estudiados, representando asi una
buena variable de prediccion de estos efectos. Las curvas de concentracion-respuesta demuestran una mayor toxicidad del Ni,
seguido por el Cd, con una accion menos adversa del Zn sobre L. gibba. Las caracteristicas morfométricas de las frondes junto
con la relacion frondes/colonias de L. gibba podria ser utilizado en la deteccion temprana de efectos de metales sobre este grupo
de macrofitas fundamentales por su funcion en ambientes dulceacuicolas, en particular, los sistemas acuaticos bonaerenses.
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ABSTRACT
Effects of Nickel, Zinc and Cadmium on morphology and pigments of Lemna gibba L.

The present study aimed to study the phytotoxic effects of Nickel (Ni), Zinc (Zn) and Cadmium (Cd) on morphological charac-
teristics and pigments of the macrophyte Lemna gibba. Ni decreased the area and the frond longitudinal and transversal axis
from 0.37 mg/L and 0.92 mg/L respectively. Zn reduced these morphological parameters from concentration of 4.6 mg/L. Cd
exerted effects on frond transversal axis at lower exposure concentrations (0.13 mg/L) than those affecting frond area
(0.26 mg/L) and frond longitudinal axis (2.06 mg/L). Both Zn and Cd caused a disaggregation of colonies. From Zn concentra-
tions of 20.1 mg/L, the fronds/colonies ratio decreased as a function of the increase in exposure concentrations. This effect was
observed from 0.26 mg/L in the case of plants exposed to a gradient of Cd concentrations. A decrease in pigment content was
observed for the three heavy metals, with the exception of chlorophyll b and total carotenoids in the case of plants treated with
Cd. Niwas the metal that most affected the pigment content. The total area was the parameter that yielded the lowest values of
the toxicity indices to evaluate long-term effects (NOEC and LOEC) of the metals studied, thus representing a good predictor
variable of these effects. Concentration-response curves showed a higher toxicity of Ni, followed by Cd with less toxicity exert-
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ed by Zn on plants of L. gibba. The morphometric characteristics of the fronds together with the fronds/colonies relationship of
L. gibba could be used in the early detection of metal effects on this group of fundamental macrophytes due to their function in
freshwater environments, in particular, Buenos Aires aquatic systems.
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INTRODUCCION

Los ecosistemas acuaticos son los receptores tan-
to de materia organica como de diferentes com-
puestos artificiales de origen industrial, agricola
y de desecho, provenientes de los ecosistemas
terrestres. Expresan la presion recibida desde los
ecosistemas terrestres de la cuenca que drenan,
por lo cual el estado de las aguas epicontinentales
de una region refleja también el estado en que se
encuentran los ecosistemas terrestres (Chen et al.,
2014, Rodriguez 2016). Las actividades antropi-
cas generan aguas residuales que contienen sus-
tancias quimicas de diversa naturaleza resultando
en una mezcla compleja de sustancias organicas
e inorganicas, compuestos persistentes y bioacu-
mulables, que son a menudo descargadas al am-
biente sin el apropiado tratamiento (Chorom et
al., 2012, Doganlar, 2013, Verma & Suthar, 2015,
Dogan et al., 2018). Los metales son componen-
tes inorganicos persistentes que forman parte de
las aguas residuales generadas por las distintas
actividades humanas.

La contaminacion por metales pesados es uno
de los problemas ambientales mas significativos
en la actualidad, cuyas tres causas principales son
la industrializacion, agricultura y urbanizacion
(Alvarez et al., 2017, Fernandez et al., 2018).
Debido a la toxicidad de los mismos, ya que son
no degradables y por lo tanto persistentes en la
naturaleza, se acumulan en la cadena alimenticia
donde con el tiempo alcanzan niveles perjudicia-
les en los sistemas vivos. La rapida industriali-
zacion ha incrementado enormemente la tasa de
liberacion de metales, en particular Ni, Zn y Cd,
y su ingreso a los sistemas acuaticos. Entre las
actividades mdas importantes se pueden destacar
las curtiembres, textiles, metalurgicas, fabricas
de galvanizado, refinerias, farmacéuticas y pro-
duccioén de pesticidas y fertilizantes (Hader et al.,
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2020; Seenivasagan et al., 2022). En particular,
la actividad minera, catalogada como actividad
del sector primario, libera al ambiente importan-
tes cantidades de Ni y Zn, entre otros metales, al-
canzando aguas superficiales y subterraneas (Li
et al., 2015, Sanliyuksel Yucel et al., 2016). En
el futuro se espera una mayor demanda de estos
metales, ya que las baterias con catodos de Ni re-
sultan con mayor eficiencia y con una mas alta
densidad energética, combinados con anodos de
Zny Cd (Yang et al., 2021)

Si bien algunos metales pesados como el Ni 'y
Zn cumplen una importante funcion como micro-
nutrientes, cuando se encuentran en altas concen-
traciones producen efectos adversos en los orga-
nismos impactando y afectando el funcionamiento
y estructura de los ecosistemas (Nordberg et al.,
2007, Kumar et al., 2016). Otros metales no tienen
funciones esenciales conocidas, como el caso de
Cd, y producen manifestaciones toxicas cuando
la incorporacion en los tejidos aumenta modera-
damente con respecto a una situacién “normal”.
Ademas, el Cd es un contaminante ambiental am-
pliamente extendido, considerado de extrema sig-
nificancia debido no solo a su alta toxicidad para
los organismos, sino también a su alta solubilidad
en agua, facilitando esto su distribucion en los
ecosistemas acuaticos (Li & Xiong, 2004).

En cuanto al comportamiento de los meta-
les en los ecosistemas acuaticos, se encuentran
relacionados a la materia orgéanica disuelta, por
procesos como sorcion o quelacion. Los acidos
htmicos y fulvicos interaccionan con ellos afec-
tando su biodisponibilidad (Zhang et al., 2020).
Una vez en los sistemas, pueden ser tomados por
los organismos residentes, entre ellos las macro-
fitas acuaticas o hidrofitas, siendo de esta forma
buenos centinelas de la presencia de metales pe-
sados (Harguinteguy et al., 2014). Las macrofitas
contribuyen significativamente en la produccion
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primaria de los ambientes acuaticos. Esta comu-
nidad provee la energia basica para las redes ali-
mentarias aun en los sistemas donde la entrada de
energia aldctona es considerable, donde pueden
contribuir significativamente al flujo de energia
del sistema. Las macrofitas cumplen una impor-
tante funcion en la incorporacion de nutrientes al
ciclo energético del sistema, en el mantenimiento
de las caracteristicas fisicas y quimicas del sis-
tema, en la oxigenacion de las aguas, la estabi-
lizacion de los sedimentos y proveen de habitat
para una variedad de organismos acuaticos, tanto
invertebrados como vertebrados (Rodrigues Ca-
pitulo et al., 2004, Thomaz & Cunha, 2010). Es
asi como los cambios en la dinamica de la comu-
nidad de las hidrofitas de un ecosistema afectaran
a las comunidades de micro, macroinvertebrados
y peces, afectando asi a todo el ecosistema (Bel-
gers et al., 2007, Thomaz & Cunha, 2010).

En particular, los sistemas acuaticos lénticos
de la llanura pampeana se caracterizan por ser de
escasa profundidad, de caracter permanente, con
perfil en forma de sartén, con sedimento propio
diferente al suelo circundante, sin ciclo térmico
definido ni estratificacion térmica ni quimica, con
circulacion continua todo el afo y sin diferencia-
cion entre zona litoral y central (Ringuelet, 1972).
Se trata de cuerpos de agua eutréficos naturales
ya que se sittian en zonas fértiles donde el drena-
je natural aporta una carga elevada de nutrientes.
Estos aportes han aumentado en las tltimas déca-
das debido a las distintas actividades antropicas
mencionadas con anterioridad, relacionadas al
uso de la tierra originando aportes de fertilizantes
y plaguicidas, desarrollo urbano, obras de regula-
cion y descarga de efluentes domésticos sin tratar.
De esta manera estos sistemas presentan en la ac-
tualidad una tendencia a la hipertrofia con un de-
terioro de la calidad del agua (Quiroz et al., 2002,
Diovisalvi et al., 2010, Volpedo & Fernandez Ci-
relli, 2013, Romanelli & Massone, 2016). Otra
caracteristica que presentan es el desarrollo de
comunidades de macroéfitas sumergidas y flotan-
tes, siendo las lemnaceas, llamadas comUinmente
“lentejas de agua”, las principales componentes
de estas asociaciones vegetales (pleuston), alber-
gando una importante diversidad de mesofauna
y microfauna (Ronderos et al., 1968, Ringuelet,
1972). Estas asociaciones vegetales invaden par-

cialmente el espejo lagunar, encontrandose prin-
cipalmente en las areas mas tranquilas, entre la
vegetacion emergente o formando cubiertas flo-
tantes en las areas marginales. (Diovisalvi et al.,
2010). Ademas de proveer de microhabitats para
distintos organismos actiian como reservorios re-
teniendo nutrientes, sedimentos y contaminantes
(Volpedo & Fernandez Cirelli, 2013).

Debido a la necesidad de encontrar estrategias
que permitan la deteccion temprana de alteracio-
nes en los ecosistemas acuaticos, el objetivo del
presente trabajo fue estudiar los efectos del Ni, Zn
y Cd sobre caracteres morfométricos y pigmentos
de la especie Lemna gibba. Las determinaciones
incluyeron el nimero de frondes, area total, ejes
longitudinales y transversales de las frondes, rela-
cion frondes/colonias y los contenidos de clorofila
a, b y carotenos totales. Se caracterizo la accion
de estos metales sobre L. gibba mediante la obten-
cion de la relacion entre las concentraciones de los
metales y las respuestas biologicas mencionadas.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos utilizados

Los reactivos utilizados fueron de grado y pureza
analitica. Las soluciones de exposicion fueron
preparadas desde una solucién madre concentrada
de cada uno de los tres metales. El reactivo utiliza-
do para los ensayos con Zn fue el ZnCl, (cloruro
de zinc); para los de Ni fue el NiSO4°6H;0 (sulfa-
to de niquel (II) hexahidratado), ambos de la mar-
ca Biopack®. Mientras que se utilizo CdCl,*H,0
(cloruro de cadmio monohidratado) de la marca
Anedra® para preparacion de la solucion madre
de los ensayos con Cd.

Determinaciones analiticas

Se realizaron las mediciones analiticas de cada
metal mediante espectroscopia de absorcion
atomica utilizando llama aire-acetileno u horno
de grafito, (Método #3111; APHA 1998, Método
#3112B; APHA, 1998). El limite de deteccion
para estos metales fue de 0.05 mg/L. Se utilizd
un espectrometro de absorcion atémica marca
PerkinElmer modelo Aanalyst 200. Las solu-
ciones de metales se filtraron al vacio con papel
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de filtro, se acidificaron a pH < 2 y se guardaron
a 4 °C hasta el momento de ser analizadas. Todos
los valores de concentraciones iniciales de ex-
posicion indicados en este trabajo son valores de-
terminados analiticamente. Las diferencias entre
concentraciones medidas y nominales variaron
entre el 1-9 % (Martinez, 2019)

Condiciones de cultivo y ensayos de toxicidad

Se emplearon plantas de la especie Lemna gibba,
angiospermas monocotiledoneas pertenecientes a
la Familia Araceae, Subfamilia Lemnoidae (APG
IV, 2016). Las plantas fueron recolectadas de un
estanque natural libre de contaminacidn antropica
en el campo de la Universidad Nacional de Lu-
jan y mantenidas en condiciones de laboratorio
por al menos dos semanas previo a su utilizacion.
Las condiciones de cultivo y evaluacion fueron
seguidas de acuerdo con la norma OECD (2006).
El medio de cultivo 20X AAP (Algal Assay Pro-
cedure) fue utilizado tanto para aclimatacion de
las plantas como para los ensayos. Los ensayos
fueron realizados en Erlenmeyer de 250-ml que
contenian 100 ml de medio de cultivo con el
agregado de las distintas concentraciones de los
metales. Los cultivos controles correspondieron
a la incubacion de las plantas en el mismo medio
sin la adicion de los metales. Los ensayos se ini-
ciaron agregando un numero inicial de 12 frondes
por recipiente. La duracion de los mismos fue de 7
dias, bajo luz blanca fluorescente fria continua, de
una intensidad promedio de 6000 lux a 24 +2 °C.
(OECD, 2006, Martinez, 2019)

Las concentraciones de exposicion fueron se-
leccionadas teniendo en cuenta ensayos prelimi-
nares de cada metal. Los ensayos preliminares o
“Range Finding Test” consisten en ensayar un ran-
go amplio de concentraciones de cada metal me-
diante una escala logaritmica, con el fin de conocer
el rango de accidn toxica. Es asi como el intervalo
de concentraciones para los ensayos definitivos
estard comprendido entre la mayor concentra-
cion que no produjo efectos (0 %) y la menor que
caus6 100 % de efecto sobre la variable respuesta
estudiada de los ensayos preliminares (Di Marzio
& Saenz 2013). Asi, estas concentraciones para
el Zn fueron: 2.3 - 4.6 - 9.2 - 20.1 - 36.7 - 74.6
- 183 - 284 - 587 mg Zn/L. Las concentraciones
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evaluadas de Ni fueron: 0.18 - 0.37 - 0.92 - 1.46
-3.61 - 6 - 11.82 - 23.97 mg Ni/L. Mientras que
las concentraciones de Cd fueron de 0.13 - 0.26
-0.52-1.03-2.06-4.13-8.26-16.51 - 33.02 mg
Cd/L. Se utilizaron tres réplicas por cada una de
las concentraciones mencionadas para cada metal.

Parametros evaluados

Al cabo de los 7 dias de exposicion a cada uno
de los metales, se determinaron los caracteres
morfométricos, la relacion frondes-colonias y el
contenido de pigmentos en las plantas tratadas
y controles. Debido a que durante ese tiempo de
exposicion se obtienen varias generaciones de in-
dividuos, estos ensayos permiten tanto la deter-
minacion de efectos a corto plazo (agudos) como
a largo plazo (croénicos).

Caracteres morfométricos

Los caracteres morfométricos determinados
fueron el area, la longitud del eje longitudinal
y la longitud del eje transversal de cada una de
las frondes individuales de las plantas. Tanto el
area como los ejes fueron medidos mediante la
utilizacion del software de analisis de imagenes
Image]J version 1.48v, desarrollado por el Na-
tional Institutes of Health (USA). A tal fin, las
plantas fueron retiradas del medio de exposicion
mediante la utilizacién de un pincel con cerdas de
Marta y colocadas en un cristalizador de 7 cm de
diametro para la captura de las imagenes digitales
que servirian luego para la medicion del area y
ejes. La camara empleada fue una Olympus Dig-
ital modelo SP80OUZ y se obtuvieron imagenes
con una resolucion horizontal y vertical de 72
pixeles por pulgada (Martinez, 2019).

Relacion frondes-colonias

Se determin6 el nimero de frondes madres e hijas
y el nimero de colonias en los cultivos tratados
y controles, al cabo del tiempo de exposicion. Se
retiraron las plantas de las soluciones de prueba
y los controles utilizando un pincel de cerdas de
Marta. Posteriormente se las colocaron en cajas de
Petri conteniendo medio de cultivo y se procedid
a realizar el conteo de frondes madres ¢ hijas, con
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la ayuda de un microscopio estereoscopico mar-
ca Nikon SMZ-2T utilizando un aumento de 5X.
Se consideraron frondes madres a aquellas bien
desarrolladas que poseian una fronde hija unida a
ella, mientras que una fronde hija fue considerada
aquella fronde desarrollada, aunque mas pequena,
que ha emergido completamente del bolsillo lat-
eral de la fronde que la origind, pero permanece
unida a ella y no posee yemas o frondes hijas
unidas. Las frondes nuevas o hijas permanecen
conectadas a la fronde progenitora formando gru-
pos clonales o colonias. Una colonia, que se la
individualiza como una planta, se define como un
agregado de frondes madre e hijas (generalmente
2 a 4) que se mantienen unidas entre si, por me-
dio de una estructura llamada estipite. General-
mente, las frondes hijas son liberadas luego de la
madurez. Se calcul6 la relacion frondes/colonias.
Esta proporcion sirve como parametro de evalu-
acion del nivel de desagregacion de las plantas
(Landolt & Zarzycki, 1994, Martinez, 2019)

Pigmentos fotosintéticos

Se evalud el contenido de clorofila a, clorofila b y
contenido total de carotenos. La determinacion de
contenido en clorofila a, b y el total de carotenos
se realizo segliin Lichtenthaler (1987). Al finalizar
el periodo de exposicion de 7 dias, las plantas
fueron retiradas del medio de cultivo, secadas con
papel absorbente y se determind el peso fresco fi-
nal. Luego, las plantas se colocaron en mortero y
se maceraron con acetona 90 %. El homogenato
obtenido fue centrifugado. El sobrenadante (ex-
tracto) se retird y fue utilizado para medicion en
espectrofotometro UV 1800 marca Shimadzu a las
longitudes de onda: 450, 630, 645, 663 y 750 nm.
Los valores de dichas absorbancias fueron utiliza-
dos para calcular las concentraciones de las clorofi-
las y carotenos, expresadas en mg/gr de peso fresco.

Analisis estadistico y estimacion de los indices
de toxicidad

Los resultados obtenidos en los diferentes ensay-
os fueron analizados respecto al cumplimiento
de normalidad mediante el test de Bartlett y de
homogeneidad de varianzas mediante el test de
Shapiro-Wilks. El analisis de las diferencias ob-

servadas entre los grupos tratados y los controles
fue realizado mediante analisis de la varianza
(ANOVA) de un factor combinado con el test
de Dunnet. Para tal fin se utilizo el programa de
computacion TOXSTAT V 3.5 (West Inc and Gul-
ley, 1996). Los ensayos de toxicidad con Lemna
sp. son denominados ensayos de inhibicion de
crecimiento, pudiendo estimarse tanto indices de
toxicidad agudos como cronicos al cabo del tiem-
po de exposicion de 7 dias, ya que en ese periodo
de tiempo se realiza la evaluacion de los efectos
sobre varias generaciones de individuos (OECD
2006). Se estimaron los indices de toxicidad IC50
(Inhibition Concentration 50 - Concentracion In-
hibitoria 50) (concentracion de una sustancia que
causa un 50 % de reduccion o inhibicion en un
determinado parametro evaluado después de un
periodo de exposicion especifico), NOEC (No
Observed Effect Concentration - Concentracion
de no efecto) (concentracion maxima evaluada en
la cual no se registran efectos significativamente
diferentes respecto de los organismos controles)
y LOEC (Lowest Observed Effects Concentra-
tion — concentracion de efecto mas baja) (concen-
tracion minima evaluada en la cual se registran
efectos significativamente diferentes respecto
de los organismos control) a los 7 dias de ex-
posicion basandose en el numero de frondes y en
el area total, mediante la funcion analitica Solv-
er de Microsoft Excel version 2010. Las curvas
concentracion-respuesta fueron realizadas con el
software TRAP (Toxicity Relationship Analysis
Program) Version 1.30a (US EPA, 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION
Niquel

Los resultados obtenidos de la accion del Ni so-
bre el area y ejes longitudinal y transversal de las
frondes se observan en la Tabla 1. El 4rea de las
frondes resultd significativamente disminuida a
concentraciones de exposicion de 0.37 mg/L y
superiores (ANOVA y test de Dunnett p < 0.05),
mientras que la menor concentracion de exposi-
cion de Nide 0.18 mg/L no ejercid efectos signifi-
cativos sobre el area total respecto a los controles.
Se observo una respuesta dependiente de la con-
centracion donde el valor del area total disminuyo
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Figura 1. Efecto del Ni (a) Zn (b) y Cd (c) sobre pigmentos
fotosintéticos de L. gibba. * Diferencias significativas respecto
al control, ANOVA vy test de Dunnett (p < 0.05). Effects of Ni
(a), Zn (b) and Cd (c) on photosynthetic pigments of L. gibba.
* Significant difference from the control, ANOVA y test de Dun-
nett (p < 0.05).
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con el aumento de las concentraciones de exposi-
cion. Respecto a la accion sobre los ejes longitu-
dinal y transversal de las frondes, se observd una
disminucion significativa de los mismos a partir
de 0.92 mg/L, respecto a las longitudes de las
frondes consideradas controles (ANOVA y test de
Dunnett p < 0.05). Como en el caso del area de
las frondes, se observo una respuesta dependiente
de las concentraciones de Ni. Entre los caracteres
morfométricos evaluados, el area de la fronde fue
el que evidencio efectos adversos a una menor
concentracion de exposicion al Ni.

Se realizo una evaluacion de la modificacion
del nimero de frondes por colonia mediante la
relacion frondes/colonias. No se observo una dis-
minucién significativa de esta proporcion, sino
que este valor permaneci6 similar al control y
ninguna de las concentraciones difirio significa-
tivamente del mismo (ANOVA vy test de Dunnett
p > 0.05) (Tabla 1). En concordancia, se observo
al finalizar el ensayo que las colonias no estaban
desagregadas, sino que las frondes se mantuvie-
ron unidas atin en las concentraciones mayores.

En cuanto a la observacion macroscopica con
el fin de detectar efectos visibles, las plantas ex-
puestas a Ni mantuvieron un verde intenso simi-
lar al color de las del control, independientemente
de la concentracion de exposicion.

Analizando la accién de este metal sobre el
contenido de pigmentos, se observd una dismi-
nucion, tanto para las clorofilas @ y b como para
los carotenoides respecto del control (Fig. 1a). El
contenido de clorofila a de las plantas expuestas
a partir de 0.92 mg Ni/L en adelante difirio sig-
nificativamente del control (ANOVA vy test de
Dunnett p < 0.05). El contenido de clorofila b fue
significativamente menor en los tratados con 3.61
y 6 mg Ni/L. En el caso del contenido total de
carotenoides, se observo una disminucion signifi-
cativa en aquellas plantas expuestas a la concen-
tracion mas alta, 6 mg Ni/L.

Este fenomeno se ha observado en las especies
de Spirodela polyrhiza y Lemna minor expuestas
a un rango de concentraciones de Ni similares,
ya que presentaron una disminucion en el conte-
nido de los pigmentos fotosintéticos, resultando
especialmente sensible el contenido de clorofila a
(Appenroth et al., 2010). Estos autores informan
que el sistema tilacoidal resulté muy afectado por
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el tratamiento con este metal, sobre todo por la
presencia de granulos de almidon en los cloro-
plastos. Mencionan que no hay registros de que
un tratamiento con Ni genere una estimulacion en
el proceso de fotosintesis, y que, por lo tanto, la
acumulacion de almidon seria una consecuencia
de una inhibiciéon del crecimiento debido a una
menor demanda de carbohidratos. Estos autores
observaron que el contenido de almidon dismi-
nuye a concentraciones elevadas del metal como
las empleadas aqui, lo cual podria deberse a una
inhibicion importante en la produccion fotosinté-
tica lo que llevaria a una menor acumulacion de
almidon. Por lo tanto, la acumulacion de granu-
los de almidon seria una consecuencia inicial de
la accion del nickel, para luego, observarse una
disminucién de su acumulacion, por acciones ne-
gativas sobre la fotosintesis frente a concentracio-
nes mas elevadas de este metal.

Zinc

Los efectos del Zn sobre los parametros morfo-
métricos analizados se observan en la Tabla 1.
Al analizar el area total, se observo que todas las
concentraciones de exposicion, excepto la menor,
provocaron una disminucion significativa respec-
to al control (ANOVA y test de Dunnett p < 0.05).
A partir de la concentracion 4.6 mg/L se vio una
respuesta dependiente de la concentracion donde
el valor del area total disminuy6 en funcion del
aumento de la concentracion de exposicion. Al
analizar el eje longitudinal total, se observd que
su valor disminuy6 a medida que incrementd la
concentracion de exposicion a partir de la con-
centracion 4.6 mg/L, siendo esta disminucion
significativa a partir de 9.2 mg/L (ANOVA y test
de Dunnett p < 0.05). En la menor concentracion
de exposicion de 2.3 mg/L, dicho valor fue lig-
eramente mayor pero no estadisticamente sig-
nificativa respecto al control (Tabla 1). Los ejes
transversales disminuyeron significativamente a
medida que se increment6 la concentracion de
exposicion a partir de la concentracion 4.6 mg/L.
Este parametro morfométrico fue mas afectado
que el eje longitudinal, ya que la menor concen-
tracion a la cual se detectaron efectos significa-
tivos fue 4.6 mg/L, es decir menor a la observada
para el eje longitudinal.

Con respecto a la evaluacion de la desintegra-
cion de las colonias, se observd un aumento no
significativo en la relacion frondes/colonias en
las tres menores concentraciones estudiadas con
respecto al control (Tabla 1). A partir de la con-
centracion 20.1 mg/L, esta relacion disminuy6 a
medida que aumentaron las concentraciones de
exposicion, siendo un indicador de la tendencia
hacia colonias con menos frondes como respuesta
a mayor contenido de Zn en el medio. Esta dismi-
nucion fue significativa a partir de concentracio-
nes de exposicion igual y mayores a 74.6 mg/L
(ANOVA y test de Dunnett p < 0.05).

Con respecto a la evaluacion macroscopica de
las plantas expuestas a Zn, se observo una cloro-
sis importante en las plantas expuestas a las dos
mayores concentraciones, ya que presentaron un
color blanquecino.

En cuanto al contenido de pigmentos, se
observo una disminucion significativa de las
clorofilas a y los carotenoides, en las plantas
expuestas a concentraciones igual y mayores a
74.6 mg/L respecto al control. Para la clorofila
b esta disminucion fue significativa a partir de
36.7 mg/L (ANOVA y test de Dunnett p < 0.05)
(Fig. 1b). Ha sido propuesto que el Zn se acumu-
la preferentemente en cloroplastos, donde pue-
de interactuar directamente con las membranas
tilacoides (Upadhyay et al., 2017). La marcada
disminucion observada de los pigmentos foto-
sintéticos en las plantas expuestas a Zn, el cual
fue mayor que para el caso de los demas metales
evaluados, respalda esta hipotesis. Parlak & Yil-
maz (2012), observaron para la especie L. gibba
que el contenido de clorofila a, b y carotenoi-
des fue disminuido significativamente respecto
al control por un tratamiento con 1.5 mg Zn/L
durante 7 dias. Los autores plantean que esta dis-
minucion podria estar atribuida a la inhibicion
inducida por este metal de la biosintesis de clo-
rofila a nivel de los cloroplastos.

Cadmio

El andlisis de los resultados permitié concluir que
los caracteres morfométricos fueron afectados en
funcion del aumento de las concentraciones de ex-
posicion del Cd (Tabla 1). Al analizar el area total,
se observo para todas las concentraciones, con ex-
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Tabla 1. Accién de los metales estudiados sobre caracteristicas morfologicas de L. gibba. Valores expresados en mm?2. Media de tres
réplicas. Desviacion tipica entre paréntesis. Effects of metals on morphological characteristics of L. gibba. Values in mm?2. Mean of

three replicates. Standard deviation in brackets.

Conc. (mg/L) Area Eje Long. Eje Trans. Fronlzleelsz}(c:g;gnias
Ni
Cnt 232.4 (+40.4) 122 (+15) 105.5 (£9.78) 38
0.18 196.7 (£18.7) 109.5 (£9.22) 101.8 (£6.64) 3.6
0.37 165.2* (+£0.05) 95.04 (+£0.42) 85.85 (+3.57) 2.7
0.92 133.5% (+3.4) 70.68%* (£6.53) 55.91%* (£5.16) 38
1.46 121.6* (+£35.5) 61.78% (x15.1) 49.67* (£13.33) 4
3.61 93.93%* (+1.29) 48.73% (+0.14) 39.15% (+0.58) 4.5
6 90.84* (+8.76) 46.17* (£5.99) 36.68* (+5.86) 4
11.82 78.02% (£1.5) 40.14* (+0.4) 30.56* (+0.23) 3
Zn
Cnt 218.9 (425.1) 122.1 (£14) 110.7 (£13.4) 37
23 234.7 (£12) 136.5 (+4.3) 122.1 (+4.6) 42
46 152.6* (£16.8) 94.23 (£11.5) 82.2% (£10.7) 4.7
9.2 152.2* (x£10) 88.01* (&5) 77.01%* (£3) 43
20.1 139.2% (£21) 77.92* (+8) 69.4% (+10.4) 24
36.7 148.4% (20.8) 78.44% (+2.3) 68.1% (+1) 2.6
74.6 129.1% (+4.3) 69.18* (£3.6) 60.7*% (+7.1) 2.3%
183 104.7* (£19.8) 48.28* (+10) 44.01* (+6.4) 1.3*%
284 88.43* (+4.9) 42.57* (+0.8) 35.1% (x1) 1.5%
587 72.23% (+£14.2) 35.98* (£3.4) 29.3*% (£3.9) 1.1*
Cd
Cnt 201 (£22.5) 119 (£13.8) 104 (+12) 4.6
0.13 171 (+6.4) 104 (+4) 84.8% (+8.09) 38
0.26 163* (+17.4) 110 (£6.2) 85.8* (+3.42) 3.0*
0.52 152% (£6.8) 107 (+2.3) 86.2% (+3.48) 2.6%
1.03 157* (43.5) 111 (+2.3) 92.4% (+0.75) 1.8%
2.06 130* (+0.03) 95% (£5.2) 76.78* (+4.49) 1.4%
4.13 114* (+4.9) 75% (£1.5) 59.9% (+0.39) 1.3%
8.26 123% (+4.1) 76* (+£3.2) 59.4% (+2.3) 1.2%
16.5 92* (£9.5) 61% (£5.1) 46.9% (£3.9) 1.1*
33 65% (£9.9) 38%* (£5) 28.7*% (+3.91) 1*

* diferencia significativa respecto al control ANOVA y test de Dunnett (p < 0.05)

cepcion de la menor (0.13 mg/L), que las plantas
presentaron una disminucion estadisticamente sig-
nificativa en el area total con respecto al control
(ANOVA vy test de Dunnett p < 0.05). Al analizar
el eje longitudinal total, se observo que el valor
del eje longitudinal total disminuy¢ significativa-
mente a partir de concentraciones igual y mayores
a2.06 mg/L. En cuanto al analisis del eje transver-
sal total de las plantas expuestas 7 dias a distintas
concentraciones de Cd, se observd que hubo una
disminucidn significativa en esta media ya desde la
concentracion menor de exposicion de 0.13 mg/L.

El calculo de la relacion frondes/colonias de
las plantas expuestas a Cd se observa en la Tabla
1. La evaluacion de la modificacion del niimero
de frondes por colonia mostré una fuerte tenden-
cia de desagregacion de las plantas ya que este
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indice disminuyé a medida que increment6 la
concentracion del metal en solucion, dando como
resultado colonias con un numero cada vez menor
de frondes. Para este parametro, todas las concen-
traciones a excepcion de la menor de 0.13 mg/L
difirieron significativamente del control (ANOVA
y test de Dunnett p < 0.05). En concordancia, se
observo al finalizar el ensayo que, en la concen-
tracion mas alta, las colonias estaban formadas
Unicamente por frondes aisladas. Los trabajos
que incluyen mediciones de este parametro son
escasos; Li & Xiong (2004) trabajando con L.
paucicostata expuesta a Cd, encontraron que este
metal inducia el desprendimiento temprano de
las colonias hijas en un proceso que podria estar
desencadenado por una produccién de cantidades
anormales de etileno en la planta.
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Como complemento al analisis recién descrip-
to, se llevo a cabo una evaluacion macroscopica
de las plantas del ensayo. A partir de la concen-
tracion de 2.06 mg/L, se observd una importante
cantidad de frondes con clorosis y una disminu-
cion general del color verde intenso. Las plantas
expuestas a la maxima concentracion presentaron
en su totalidad un color marrén amarillento. Se
observo una modificacion de la gibosidad de al-
gunas frondes y disminucion de la longitud de
las raices incluso en bajas concentraciones. Una
posible razon de este efecto podria deberse a un
desbalance de 6xido nitrico (NO), ya que se ha es-
tablecido que esta molécula actua como mensaje-
ro en las plantas debido a su relativa estabilidad y
facilidad para traspasar las membranas bioldgicas
(Griffiths, 2005), la cual en respuesta al Cd puede
actuar como una molécula deletérea que media en
los efectos toxicos del Cd como por ejemplo en la
inhibicion del crecimiento de las raices como fue
observado en Arabidopsis (Besson-Bard et al.,
2009) y en trigo (Groppa et al., 2008).

El Cd produjo una alteracion en el contenido
de pigmentos. Se observd una disminucion sig-
nificativa en el contenido de clorofila a en todas
las plantas tratadas con concentraciones iguales y
mayores a 4.13 mg/L. (ANOVA y test de Dunnett
p <0.05). (Fig. 1¢). Respecto al contenido de clo-
rofila b, estas diferencias no fueron significativas
(ANOVA y test de Dunnett p > 0.05). La misma
tendencia, pero incluso mas marcada, pudo obser-
varse para el contenido de carotenoides totales,
con diferencias estadisticamente no significativas
(ANOVA y test de Dunnett p > 0.05). El aumento
en el contenido de este pigmento que se ha detec-
tado en otros estudios, podria ser una respuesta
frente al estrés oxidativo generado por parte del
metal, ya que existe evidencia de la accion pro-
tectiva de los mismos contra las especies reactivas
del oxigeno (EROs) (Swapnil et al., 2021). Exis-
ten evidencias que el Cd tiene un efecto inhibito-
rio en la asimilacion de Nitrogeno (Gallego et al.,
2012). La disminucion observada en el contenido
de clorofila a en los distintos tratamientos con Cd
podria deberse a un déficit nutricional de nitroge-
no, el cual es un componente importante en el ani-
llo de porfirina constituyente de estos pigmentos.
La pérdida de pigmentacion observada también
podria explicarse por la alta movilidad del Cd en

Tabla 2. indices de toxicidad (mg/L) a los 7 dias de exposicion
estimados en base a nimero de frondes (NF) y area (A). Toxicity
threshold values (mg/L) at 7 days of exposure based on frond
number (NF) and area (A).

Ni Zn cd
NF AT NF AT NF AT
50 2.54 239 76.73 137 17.8 109
(139-4.69)  (2.21-2.79)  (54.32-111)  (66-295) (14.8-22.3)  (10.19-11.78)
NOEC 037 0.18 92 23 1.03 0.13
LOEC 092 037 20.1 46 2.06 0.26

() Intervalo de confianza 95%

el floema, por lo que este metal podria acumular-
se en cualquier parte de la planta causando creci-
miento reducido y clorosis (Gallego et al., 2012).
Ademads, hay evidencias que este metal altera la
ultraestructura de los cloroplastos y reduce la tasa
neta fotosintética (Souza et al., 2011).

Indices de toxicidad

Con el fin de analizar la accion de los tres metales
estudiados sobre Lemna gibba se estimaron dis-
tintos indices de toxicidad en base al numero de
frondes y al area total (Tabla 2). En el caso del
Ni se observo que el valor de IC50 fue 2.39 mg/L
(2.21-2.79) para el area total, con un valor similar
de IC50 = 2.54 mg/L (1.39-4.69) cuando se cal-
cul6 a partir del efecto sobre el numero de frondes.
Los indices NOEC y LOEC estimados basandose
en el area total resultaron menores a los estima-
dos usando el numero de frondes, indicando una
mayor sensibilidad del parametro area total para
identificar efectos a largo plazo (Tabla 2).

Existen antecedentes bibliograficos relacio-
nados a la variacion de las concentraciones de
este metal toleradas por dicha especie. Khellaf
& Zerdaoui (2010) observaron una reduccion de
50 % del area foliar de las frondes de plantas
de la misma especie expuestas durante 4 dias a
0.75 mg Ni/L. En tanto, que Parnian et al. (2016)
demostraron que L. gibba podia no solo sobrevi-
vir sino también retirar el 50 % del Ni en el me-
dio tras 14 dias de exposicion a 6 mg/L. Por otro
lado, Yilmaz & Parlak (2011) observaron que L.
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gibba es capaz de acumular y tolerar el Ni en un
rango de concentraciones de 0.05 a 20 mg/L, en
parte por un proceso de detoxificacion de las es-
pecies reactivas del oxigeno mediante un sistema
antioxidante eficiente.

Analizando los indices de toxicidad para el Zn,
las concentraciones efectivas 50 estimadas basan-
dose en ambos parametros fueron muy diferentes,
resultando menor el indice estimado usando el
numero de frondes por lo tanto mas sensible en la
valuacion de la ecotoxicidad de este metal a corto
plazo (Tabla 2). En forma similar a lo observado
para el Ni, los indices NOEC y LOEC estimados
basandose en el area total resultaron ser los mas
bajos, resultando un buen indicador en la detec-
cion de efectos a largo plazo (Tabla 2).

Respecto a los intervalos de tolerancia a este
metal por parte de L. gibba registrado en la biblio-
grafia, Megateli et al. (2009) evaluaron el nimero
de colonias de esta especie en plantas expuestas
a4y 50 mg Zn/L, observando una inhibicion del
crecimiento de las plantas expuestas de 50y 79 %
respectivamente. De igual manera, existen ante-
cedentes bibliograficos que documentan el poten-
cial de esta especie en la remocion de este metal,
ya que se verifico una efectiva bioacumulacion de
Zn en concentraciones de 18 mg/L, a pesar de ob-
servarse una reduccion en la biomasa respecto a
los controles (Khellaf & Zerdaoui, 2009).

Los indices de toxicidad estimados para el Cd
permitieron determinar que la IC50 en basandose
en el area total fue menor que la estimada utili-
zando el nimero de frondes (10.9 y 17.8 mg/L,
respectivamente) (Tabla 2). Los indices NOEC
y LOEC estimados basandose en el al area total
resultaron menores a los estimados basandose en
el nimero de frondes. De esta manera, como se
ha mencionado para el Niy Zn, el area total tam-
bién resulté ser un buen indicador de los efectos a
largo plazo, siendo, ademas, en el caso del Cd, un
indicador de efectos a corto plazo (Tabla 2).

El rango de accién fue similar a los hallados
en trabajos de retirada, como en Kaoud et al.
(2011) donde se utilizaron plantas de la espe-
cie L. gibba, para retirar el metal del medio en
un medio de cultivo con una concentracion de
10 mg Cd/L. También Verma & Suthar (2015) ob-
servaron a la misma concentracion, una retirada
del 61.5 % de la carga inicial de metal por parte
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de L. gibba en medio de cultivo con pH 7 luego
de 7 dias de exposicion y un crecimiento (medido
como ganancia de biomasa) de 44.4 % respecto al

Area (%)

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12
Log Ni (mg/L)

b)

Area (%)

0 5 1.0 15 20 25 3.0
Log Zn (mg/L)

Area (%)
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Figura 2. Accion de los gradientes de concentraciones de Ni
(a) Zn (b) y Cd (c) sobre la disminucion del area total de las
frondes (% respecto al control) de L. gibba luego de 7 dias de
exposicion. Frond total area (% respect to the control) of L.
gibba as a function of the concentrations of Ni (a), Zn (b) and
Cd (c) after seven days of exposure.
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tiempo inicial, bajo las mismas condiciones.

El area total fue el parametro que arrojo va-
lores mas bajos de los indices de toxicidad para
evaluar efectos a largo plazo (NOEC y LOEC)
para los tres metales estudiados, representando asi
un buen indicador de prediccion de estos efectos.
Este caracter morfométrico resulto el mas sensible
en la deteccion de efectos sobre L. gibba. Por tal
motivo, se construyeron curvas de concentracion
respuesta con este parametro a fin de contar con el
espectro de accion toxica para cada metal. Asi, se
observa que el area total disminuyo con el aumen-
to del gradiente de las concentraciones para los
tres metales, siendo mas marcada esta accion para
el Ni (Fig. 2a) en comparacion con el Cd (Fig. 2¢)
y menos adversa para el caso del Zn (Fig. 2b).

Analisis integrado de los parametros evaluados

Los ensayos realizados permitieron evidenciar un
efecto fitotoxico por parte del Ni, Zn y Cd. Los
procesos bioquimicos responsables de estos efec-
tos estarian vinculados, por un lado, con la inter-
accion directa de los metales con proteinas por
su afinidad con distintos grupos funcionales, por
otro lado, por la estimulacion de generacion de
especies reactivas del oxigeno provocando estrés
oxidativo (Sharma & Dietz, 2009). Por otra parte,
se ha dicho que los metales pesados tienden a un-
irse a los grupos sulfidrilos de distintas enzimas
y de esta manera suprimirian el funcionamiento
de componentes bioldgicos esenciales, lo cual
se evidencia en la toxicidad observada; mientras
que ademas pueden provocar un desbalance 16ni-
co como resultado de una translocacion alterada
de iones como Fe2t, Mn2+, Cu2t y Zn2t (Yilmaz
& Parlak, 2011). Como fue mencionado con an-
terioridad, la toxicidad observada también puede
deberse a especies reactivas del oxigeno (EROs)
que pueden ser producidas por estrés por metales.
Dicha toxicidad podria ser causada por una pro-
teolisis desmedida que ha sido asociada al estrés
oxidativo promovido por EROs (Palma et al.,
2002). También, se ha reconocido ultimamente
que los EROs en las plantas realizan funciones es-
enciales en diversos procesos como el crecimien-
to, desarrollo aclimatacion al ambiente y establec-
imiento de resistencia ante patdogenos (Mullineaux
et al., 2008). Un desbalance en la produccion o

regulacion de estas especies quimicas es factible
que conlleve a trastornos en los procesos recién
mencionados. Al representar hasta mas del 50 %
del peso seco de las células, las proteinas son bio-
moléculas con muchas posibilidades de reaccionar
con estos EROs, de manera que pueden sufrir dafio
oxidativo (Pena et al., 2012). Se ha mencionado
en este sentido que los aminoacidos mas suscep-
tibles de ser atacados por oxidantes son aquellos
que contienen cadenas laterales aromaticas, cicli-
cas o con tioles, donde el sulfuro incrementa su
valencia para estabilizar el radical intermedio. In-
cluso hasta los aminoacidos menos reactivos son
capaces de reaccionar frente a algunos radicales
como el hidroxilo, resultando en una oxidacion
de la mayoria de sus cadenas laterales (Griffiths,
2005). Entre los efectos de oxidacion de las pro-
teinas causados por radicales puede ocurrir fre-
cuentemente la introduccion de nuevos grupos
funcionales en las cadenas laterales de los ami-
noacidos. Esto contribuye en la alteracion de las
funciones y el recambio de las mismas, formarse
oxoacidos y aldehidos (Griffiths, 2005, Pena et al.,
2012). Distintos factores de estrés abidtico, como
metales, son causantes de cierre estomatico provo-
cando una limitacion en el suministro de CO, para
la fotosintesis. Bajo estas condiciones, los cloro-
plastos pueden volverse una fuente principal de
EROs por un lado por fotorespiracion mediante
el proceso de reciclado de fosfoglicolato forma-
do por la reaccion de oxigenacion de la Rubisco,
la cual lleva a una produccion sustancial de HyO»
por una glicolato oxidasa localizada en el peroxi-
soma y por otro lado por el proceso que involucra
la reaccion de Mehler, la cual implica la reduccion
del oxigeno molecular, hasta superoxido y perox-
ido de hidrogeno, por los electrones de la cadena
de trasporte electronico fotosintético en el fotosis-
tema [ (Mullineaux et al., 2008).

La disminucion en los valores de los parame-
tros morfométricos observadas bajo el estrés por
los metales podria estar explicado por lo observa-
do por Pena et al. (2012). Estos autores estudiaron
el efecto del Cd y HyO; sobre el trigo sugiriendo
que el estrés primero bloquea rapidamente la pro-
gresion del ciclo celular, presumiblemente para
prevenir que las células entren en estadios donde
son particularmente vulnerables al dafio, y permite
que el sistema de defensa celular se mantenga ac-
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tivado. Dicho bloqueo decreceria la proliferacion
celular mediante la regulacion negativa de estimu-
ladores de la division celular, como una pérdida
de funcionalidad de un complejo ciclina D-CDK
(Pena et al., 2012). Por otro lado, Chaoui et al.
(1997) plantearon que las peroxidasas podrian es-
tar involucradas en la lignificacion de las paredes
celulares como una adaptacion mecanica a condi-
ciones de estrés, proceso que afectaria la plastici-
dad celular limitando la elongacion correcta de las
células y por lo tanto afectando el tamafio de las
frondes; en dicho trabajo relacionan una actividad
exacerbada de la enzima GPOX con una limitacién
en el crecimiento de Phaseolus vulgaris bajo tra-
tamientos con 0.6 mg Cd/L 0 6.5 mg Zn/L. En li-
neamiento con lo mencionado, este estudio podria
arrojar un efecto similar, dado que en las concen-
traciones donde se observé disminucion en el area
total no hubo reduccion en el numero de frondes.
De esta manera, podria suponerse que las frondes
hijas pudieron nacer, pero se vieron limitadas en
el crecimiento posterior. Ademas, ha sido mencio-
nado que las propiedades elasticas de las paredes
celulares pueden verse afectadas en diferente gra-
do por diferentes metales, donde un incremento de
la rigidez de la pared celular puede ser causa de
trastornos enzimaticos en la biosintesis de consti-
tuyentes de la pared, cambios en el ensamblaje de
los polimeros de la pared, cambios de disposicion
de los microtiibulos o a un aumento de la adhesion
celular de la lamina media (Barceld & Poschen-
rieder, 1992). Por otra parte, se observo un efecto
estimulatorio de los caracteres morfométricos en
las plantas expuestas a la menor concentracion de
Zn de 2.3 mg/L. Esta respuesta podria explicarse
por al aumento de la biodisponibilidad de este mi-
cronutriente esencial, lo que ayudaria al correcto
funcionamiento de la fisiologia cuando estos no
alcanzan valores toxicos. Ademas, un incremento
en la actividad de las enzimas antioxidantes podria
ser suficiente para contrarrestar el poder oxidante
inducido por estrés en este caso (Martinez, 2019).

Tanto el Cd como el Zn tuvieron un efecto de
desagregacion de las colonias. Se ha propues-
to que el proceso de abscision de las frondes en
Lemna es un proceso activo facilitado por células
secretoras en los estipites que conectan las frondes
hijos de los parentales (Topp et al., 2011). Se de-
mostr6 en ese mismo trabajo que iones Ag* acele-
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raban el proceso sin modificar el mecanismo. En
el presente trabajo, los cationes presentes de Cd y
Zn podrian afectar de manera similar el proceso
de liberacion. Por otro lado, el Ni no mostro este
efecto sobre las plantas expuestas, probablemente
por no causar algun efecto sobre las células que
participan en la separacion de las células hijas.

La accion sobre la desagregacion de las colo-
nias también se ha observado en estudios reali-
zado con plantas expuestas a los plaguicidas Gli-
fosato y Togar (Saenz et al., 2007, Saenz et al.,
2011, Saenz et al., 2013). De esta manera, esta
respuesta podria ser utilizada ambientalmente
como un indicador de estrés de las plantas frente
a la presencia de contaminantes, no siendo exclu-
siva de la accion de metales.

En cuanto a la evaluacion de los pigmentos,
en general, se observo una disminucion del con-
tenido de pigmentos para los tres metales con ex-
cepcion de la clorofila b y total de carotenos para
el Cd. Se ha mencionado que la destruccion de
los pigmentos fotosintéticos por metales puede
deberse a un deterioro en la cadena trasportadora
de electrones, reemplazo de los iones Mg2+ aso-
ciados al anillo tetra pirrolico de las moléculas de
clorofila, inhibicion de enzimas importantes aso-
ciadas a la biosintesis de clorofila o a procesos
de peroxidacion de los lipidos de la membrana de
los cloroplastos por especies reactivas de oxigeno
(Upadhyay et al., 2017). A pesar de que algunos
estudios han reportado que concentraciones ele-
vadas de metales pesados como el niquel pueden
causar efectos de clorosis o necrosis, estos efectos
no se observaron en las plantas expuestas a las
mayores concentraciones de este metal (Ashraf &
Mehmood, 2013; Hassan et al., 2019).

Sobre la base de los resultados obtenidos po-
demos concluir que las caracteristicas morfomé-
tricas de las frondes junto con la relacion frondes/
colonias de L. gibba podria ser utilizado en la de-
teccion temprana de efectos de metales pesados
sobre este grupo de macrofitas fundamentales por
su funcioén en ambientes dulceacuicolas, en parti-
cular, los sistemas acuaticos bonaerenses.
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