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1. INTRODUCCION

1.1. Cromo

1.1.1. Identidad, Produccion y Usos

El cromo (Cr), con numero atdmico 24 y peso atomielativo de 52.0,
pertenece al grupo VIB de la tabla periddica. Binun elemental es un metal gris,
brillante que es extremadamente resistente a Erst@g corrosivos ordinarios. A pesar
de haber sido identificados mas de 40 mineralescgnéenen cromo, y de ser el
séptimo elemento mas abundante en la Tierra, estdatmente presente sélo en
pequefias cantidades (es decir, <1000 pg/g) enrtazeoterrestre. Casi todas las
formas de cromo de la corteza terrestre aparecestado de oxidacion trivalente en
cromita mineral mas importante (FeOx). Aunque el cromo puede existir en nueve
estados de oxidacion diferentes, a partir de (Y& solo el cromo (lll) y (VI) son

comunes en ambientes naturales.

La capacidad mundial de obtencion de mineral denitap asi como la
produccion de ferrocromo, cromo metélico, produaosmicos de cromo y acero
inoxidable, junto con su consumo aparente en 2808nte:Index Mund), se incluye
enla Tabla 1.1.1-1.

Mineral Ferrocromo Metal Quimicos  Aceroinox. Consumo

(miles de nf que contienen cromo)

6.950 4.780 43 272 5.210 6.149

Tabla 1.1.1-1.0btencién y utilizacion mundial de cromo en 2008.

El ferrocromo es una aleacion utilizada en la peothn de acero inoxidable y
resistente al calor, utilizado en ambientes covassicomo el procesamiento de

petroquimicos, entornos de alta temperatura (tagbip calderas) y en bienes de
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consumo tales como los cubiertas y decoracionl{¥ilL988). Aleaciones de cobre-

cromo se utilizan en aplicaciones eléctricas qupiiezen alta resistencia y buena
conductividad, mientras que el cobre-niquel-cromaglica en aleaciones utilizadas
en equipos marinos que requieren alta resistent@acarrosion (Nriagu, 1988). La

industria del automa@vil es un importante usuaridadealeaciones de cromo en forma
de componentes de acero inoxidable, convertidaaaiticos, adornos cromados, y
para el control de otros sistemas de decoracidistdixsuperaleaciones que contienen
cromo, con alta resistencia al calor, y que sézatilen motores de aviones y equipos

aeroespaciales (Nriagu, 1988).

1.1.2. Incorporacion del Cromo en el Medio Ambiente

El cromo se encuentra, relativamente inerte confbl)Cen las fases solidas, y
se libera al el medio acuatico en cantidades lamgapor acciones climaticas y de
erosion. Las emisiones atmosféricas de cromo ar phetfuentes naturales vienen
derivadas del elemento en suspension, ya que wb preinsportado por el viento es la
principal fuente natural de cromo en la atmosfezalad Tierra (Nriagu, 1990). La
erosion eolica de los suelos puede ser una fuetbeah importante de aire con cromo.
Aungue la mayoria de cromo liberado de fuentesralgts es, probablemente, en la
forma trivalente, tanto el Cr(lll) como el Cr(VIupden estar presente en los desechos

antropogeénicos liberados al medio ambiente.

Se estima que cada pais desarrollado puede linkemtedor de 84 toneladas
anuales de cromo (incluyendo tanto las formasrtino hexavalente) a la atmdésfera
provenientes de fuentes antropogénicas. De ellagmxianadamente un 54% son
atribuibles a la combustion de elementos fosiles,28% para diversos procesos
industriales (produccion de hierro y acero, progesato de refractarios y productos
guimicos, etc.), y un 12% a actividades relaciosadm el transporte, tales como la
combustiéon de vehiculos de motor. Las fuentes skxias incluyen el desgaste de los
neumaticos y pastillas de freno, uso de conveeglarataliticos de automoviles
basados en cromo, o la liberacion de polvo cromatiizado en lostoners de
fotocopiadoras (ATSDR, 1988).
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La informacién disponible es insuficiente para pgérmn inventario completo
acerca de la carga de cromo presente en aguadigaf@s. Sin embargo, dado que el
cromo se utiliza en una amplia variedad de productanufacturados, lo mas probable
es que penetre al medio ambiente acuatico a pdetirmuy diversas fuentes
industriales. Segun los datos disponibles en paizeslto consumo de cromo, como
por ejemplo Canadd, por lo menos 27 toneladas alaccise vierten anualmente, en
forma de vertido liquido, a partir de fundicionesfinerias y plantas de acabado de

metales basicos (MacLatchy, 1992).

Debido a la gran cantidad de pequefias industriasutjlizan cantidades de
cromo, resulta importante tener en cuenta queoeh@rtambién puede ser descargado
a las plantas de tratamiento de aguas residuatesnkestudio realizado en Ontario
(Canada), implicando un total de 37 plantas darmanto, las concentraciones medias
geométricas de cromo en las aguas residuales tyad@m en dichas plantas fue de 51
ug/L (MOE, 1988). Niveles similares de cromo se Baoontrado en aguas residuales

de otros municipios (Nielsen y Hrudey, 1983; Radnaraghavan, 1992).

Otras fuentes potencialmente significativas de o@n el medio acuatico
incluyen las descargas de las industrias de cud&l@uero, escorrentias de aguas
pluviales, a partir de efluentes las plantas delash y papel, o los vertidos de

instalaciones térmicas (Ontario Hydro, 1992).

El contenido de cromo de los residuos domésticozpens por lo general estan
en el rango de 50-100 mg/g (Rousseaual, 1989). Segun estos datos, la eliminacién
anual de cromo de por esta via podria ser estimad®0-1.200 Tm. Asumiendo una
eficiencia de remocion de tratamiento de mas d&,88 mayoria del cromo que entra
en las aguas residuales municipales cada afio sa retido al lodo, con el
consiguiente peligro al ser éste utilizado paratpras agricolas (Webber y Shamess,
1987).

Finalmente, la manipulacion y almacenamiento delymtos quimicos para
conservacion de la madera que contienen cromo puedecir a la transferencia de
grandes cantidades de cromo hexavalente a suedos\Byaet al, 1991). El desgaste
de la madera tratada expuesta a la lluvia aciddiéampuede liberar cromo a los

suelos (Warner y Solomon, 1990). Escasa informacédiste acerca de las
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concentraciones de cromo en lixiviados, pero alguestudios indican que las
concentraciones de Cr(VI) en éstos podrian supesar20 mg/L (MOE, 1991)

1.1.3. Destino Medioambiental del Cromo

El destino de cromo vertido en el medio ambienedpwariar dependiendo de
su forma quimica (Murragt al, 1983; Campbell y Yeats, 1984). El cromo trivagent
tiende a estar asociado con fases sélidas relagn@rinertes, y por lo tanto puede
acumularse y persistir en sedimentos y suelos, |patizponibilidad para su absorcion
por la biota puede ser limitada. Los resultado®stadios recientes indican que las
formas labiles de Cr(lll) pueden ser oxidadas fotogcamente a Cr(VI) en aguas
superficiales aerébicas. La mayoria de las fornea@rgVI) son muy solubles y no son
facilmente adsorbidas en la materia particuladar&ino hexavalente puede persistir
en su forma biodisponible en la aguas superfieiglaguas aerdbicas, pero se reduce a

formas menos mdéviles de Cr(lll) cuando se encuamtreondiciones anaerdbicas.

El cromo es liberado a la atmdsfera principalmearieforma de particulas.
Aungue se sabe poco acerca de la forma quimicardelo en el aire, los 6xidos de
Cr(lll) se espera aparezcan fruto de la combust®nombustibles fosiles y plantas de
procesamiento del mineral, mientras que el Cr(\dpatian estar presentes en la
fabricacion de cromato y en plantas de procesami&itbien no se ha identificado la
especiacién de cromo en el aire, se cree que elcchexavalente constituye el 3-8%
del cromo total en aire (California Air ResourcesaRl, 1985). Ya que el cromo en el
aire se asocia principalmente con las fases décplas en suspension (Davidson y
Wu, 1989), se elimina de la atmdsfera principalmerdr medio de las precipitaciones
hamedas. El tiempo de residencia de cromo en lasdéra se estima en menos de 14
dias (NriagLet al,, 1988).

El Cr(lll) forma oOxidos altamente insolubles, hidiclos y fosfatos, y es
adsorbido por las particulas en suspension. Enludisa, el Cr (lll) se elimina
rapidamente de la superficie de las aguas por sadation de las particulas (Cranston
y Murray, 1978). Sin embargo, el Cr(lll) tambiérepe formar complejos estables con
muchos ligandos disueltos o en forma coloidal, s e inorganicos. Estos
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complejos Cr(lll) son relativamente poco afectados la adsorcion y las reacciones
de precipitacion, y por lo tanto pueden permaneeer la columna de agua
(Masscheleyret al, 1992). Estudios realizados por Johnsbal. (1992) indican que,
en el agua anodxica profunda coloidal, el Cr(lll)epa ser la especie dominante de
cromo. Aunque hay algunos oxidantes capaces deedan@r(lll) a Cr(VI), la cinética
de la oxidacion es normalmente muy lenta, si béehassugerido que las forma labiles
(incluyendo disuelta y coloidal) de Cr (lll) se pea convertir en Cr(VI) con relativa
rapidez por medio de potentes oxidantes, talea@bO,, que se producen en las
aguas superficiales fotoquimicamente aerébicasiiBsat Millero, 1990; Pettinet al,
1991 y 1992; Nriaget al, 1993).

Debido a su asociacién con las fases de parti@idasuspension, una gran
proporcion del Cr(lll) presente en aguas supetésiae transfiere a los sedimentos.
Sin embargo, en los sedimentos aerobicos el Cuéde ser oxidado por Oxidos de
manganeso e hidroxidos presentes en la interfaseseglimento (Saleét al, 1989;
Bartlett y James, 1988), y se ha sugerido que aaswdtado de ello, el Cr(VI) puede
ser liberado al medio acuético (Gaillatdal, 1986).

En contraste con el Cr(lll), el Cr(VI) no es facdne absorbido en aguas de
superficie, ya que la mayoria de sus sales somlssluGran parte del Cr(VI) aparece
en las aguas superficiales aerdbicas en formaditednomato o cromato, y en formas
i6bnicas dicromato (Raket al, 1989). Sin embargo, el Cr(VI) disuelto se puede
convertir a Cr (lll) por un grupo de agentes redres tales como?S Fe(ll), &cido
fulvico, compuestos organicos de bajo peso molegulaor proteinas, por lo que es
removido de la solucién, sobre todo en aguas m@sinpas anaerdbicas (Nriagt
al., 1993). La efectividad de estos agentes reductamda con el pH, condiciones
redox, y las concentraciones de cromo total (Nriagual, 1993). Una pequefia
cantidad de Cr(VI) también puede ser absorbido gloplancton y lanzado como
Cr(lll) a mayores profundidades, donde el oxigesta anuy reducido (Beaubien,
1993).

Aunque el cromo natural esta presente como forelaswamente inertes de Cr
(I en la mayoria de los suelos, con el tiempdCellll) puede ser movilizado por
lixiviacion &cida (Bartlett y James, 1988). El cwiill) puede ser oxidado a Cr(IV)

por los 6xidos de manganeso presentes en los spel@ssolo un pequeiio porcentaje
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del Cr(lll) en el suelo suele estar presente emdooxidable (Bartlett y James, 1988).
La oxidacion de Cr(lll) a Cr(VI) se facilita por [@esencia de humedad y pequefas
cantidades de materia organica, y se puede meg@ratos suelos superficiales
mediante elevadas temperaturas, por ejemplo lasl@seen incendios forestales (Cary,
1982).

El cromo (VI) que se aflade o se forma en suelodgyger eliminado de la
solucion mediante la absorcién por organismos vivogviacién, adsorcion, o
reduccion, a formas Cr(lll) relativamente inmovil@artlett y James, 1988). En
general, la reduccion se ve favorecida en suelasrahicos (por ejemplo, anegados o
de gran rigueza organica) o acidos (Bartlett y 3arh@88; Masscheleyet al, 1992).
La adsorcion se espera que sea mas eficaz en au@lg®s a ligeramente acidos,
especialmente aquellos que contienen cantidadeslegade O0xidos de hierro (Reti
al., 1989). La adsorcion de Cr(VI) puede reducirsenluibirse completamente por
reduccion a Cr(lll), o con el aumento del pH deklsu(encalado, adicion de
fertilizantes de fosfato), dando lugar probablememtuna removilizacién de Cr(VI)
adsorbido (Bartlett y James, 1988).

En general, el Cr(VI) se absorbe a nivel celulas ri@éilmente que el Cr(lll)
(Nieboer y Jusys, 1988). El cromo es facilmentenmadado por la biota acuatica
(NAS, 1974; Jackson, 1988; Havas y Hutchinson, )98plicando factores de
correccion entre 100 y 1000 para expresar el rieigdioconcentracion (CCREM,
1987). El cromo no sufre, sin embargo, un fendmeéacbiomagnificacion en las
cadenas troficas, ya sean acuaticas o terrestresncgy 1987; Outridge y
Scheuhammer, 1993). En la mayoria de los organiseh@(VI) se reduce a Cr(lll),
forma que cominmente es encontrada en proteinzsyany nucleotidos (Nieboer y
Jusys, 1988).

1.1.4. Impacto del Cromo en el Medio Acuético

Todos los sectores de nuestra sociedad generaugssindustria, agricultura,
mineria, energia, transporte, construccion, corgomres etc., y éstos contienen

contaminantes que son eliminados en forma de rabgercomo tal, como productos

[ =)



derivados de su traamiento, o directamente comdarstias quimicas. La

contaminacion aparece como consecuencia de laadilder de estos contaminantes
mas alla de la capacidad de asimilacion del medibiente. Los residuos industriales
se generan a partir de diferentes procesos y ladadny toxicidad de los residuos
liberados varia de acuerdo con sus propios prodesiostriales especificos (Shen,
1999).

El cromo, a altas concentraciones, se comporta ctigizo, mutagénico,
teratdgeno y carcinogeénico. El cromo existe enelktados de oxidacion de +2, +3 y
+6. El estado de oxidacion trivalente es la formés rastable de cromo, es esencial
para los mamiferos a concentraciones traza y vatagnte inmévil en los sistemas
acuaticos, debido a su baja solubilidad en aguardeho hexavalente es mucho mas
toxico para la mayoria de las plantas, animalesgctebias que habitan ambientes
acuaticos. La mayoria de los microorganismos sasilses al efecto toxico del
Cr(VI), pero algunos grupos poseen mecanismos disteacia para tolerar altos
niveles de este elemento. En las aguas naturatestea dos estados de oxidacion
estables de cromo (lll y VI), ambos con alta bipdigbilidad y ejerciendo efecto
toxicos, siendo el Cr(VI) mas soluble en agua, cwayor grado de toxicidad, y
actuando como un fuerte agente oxidante que caasg@sgydafios a las membranas
celulares (Marcheset al, 2008).

La contaminacién de cromo en todo el mundo ha dargrincipalmente de la
practica comun de eliminacién de residuos de difese industrias con la forma
dominante de Cr(lll) termodinamicamente establa.enbargo, la reciente deteccion
de niveles téxicos significativos de Cr(VI) en aguiperficiales y subterraneas en
diferentes partes del mundo plantean cuestionescasri relacionadas con la
disposicion actual de los residuos que contienemar A pesar de la estabilidad
termodinamica de Cr(lll), la presencia de ciertdaarales naturales, en especial los
oxidos de MnQ@ puede aumentar la oxidacion de Cr(lll) a Cr(Vih el
medioambiente. Este factor es de interés publiooyye a un pH elevado, Cr(VI) es
biodisponible, siendo esta forma muy mévil y potdato, representa el mayor riesgo

de contaminacion de las aguas (Avudainayagiaat 2003).

Actividades industriales como galvanoplastia, liezai de metales, procesos de

tinciones, cementeras o curtido del cuero son liogEipales sectores que desempeiian
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un importante papel en la liberacién de cromo afliocembiente. Un estudio indicé
gue el efecto toxico de este elemento puede sebley dependiendo de las especies
involucradas, y asi, efluentes industriales pregentun ratio de movilizacion menor a
5 (potencialmente toxico) en determinadas plantaggntras que dicho ratio
sobrepasaba el nivel 5 en otras, catalogadas coabas rhierbas, que presentaban un
excelente aspecto en la etapa de floracion tempeisku et al, 1999). Estos
resultados hicieron que diferentes autores estdiat fenomeno acumulativo del
cromo en la cadena tréfica, y asi, Marchetsal, (2008), estudiando cuatro plantas de
agua dulce, almenas, cangrejos y peces, encontuampreocupantes niveles de de
cromo y demostraron su alto potencial de acumutadisto indicaba claramente un
problema para los seres humanos, que se encuemntianparte superior de la cadena

alimentaria.
1.1.5. Recuperacion y Reciclaje del Cromo

Como norma general, en muchos procesos industriel®s que se utiliza
cromo, solo un 60-70% del total empleado es redknesado, mientras que el resto
permanece en el sistemas y, en el mejor de lascas enviado a una planta para
tratamiento de aguas residuales. Este uso inefcidal cromo y su liberacion al
medio ambiente tiene que ser compensado mediantdisehio de una buena

recuperacion y reciclaje (Cassagtal, 2007).

Varias técnicas de recuperacion, tales como lagtacion quimica, paso de
membrana, adsorcion, redox o intercambio iGnicchae propuesto para este fin.
Distintos estudios han demostrado que la combinacié nanofiltracion (NF) y
6smosis inversa (Ol) puede proporcionar una meaugeracion del cromo que no ha
reaccionado en el proceso tecnologico. Sin embaggt® técnica precisa una alta
demanda biolégica de oxigeno (DBO) que puede agasion fallo, temporal o

permanente, en las siguientes partes del sisteassé@et al, 2007).

En la practica, hay dos metodologias de reciclajecdomo, una de forma
directa y otra de forma indirecta. El reciclajeedio implica la recuperacion sobre el

elemento industrial para ser reutilizado de nuenigntras que el reciclaje indirecto
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lleva consigo la precipitacion y separacion delnwp para posteriormente volver a
disolver en medio &cido para su reutilizacion. fieagia de ambos métodos puede ser
muy alta (mas del 90%), dependiendo de la eficdelgoroceso de recoleccion y la
técnica de reciclaje/reutilizacion. De los dos enfes, la recuperacion del cromo que
se utiliza méas ampliamente es la precipitaciono [g@m embargo, se hace obligatorio
adoptar y practicar las nuevas tecnologias magefis en la recuperacion de este

producto quimico (Ludvik, 2000).

El uso de compuestos quimicos para el tratamieetocrdmo no es un
fendmeno nuevo. Un estudio realizado por Ali-Aweinal. (2003) identificd tres
oxidantes acuosos, peréxido de hidrégeno, hipdolde sodio e hipoclorito de calcio,
de forma independiente en la oxidacion del cronjp@ue contenian aguas residuales
en condiciones alcalinas. Entre ellos, el peroxidchidrogeno era potencialmente el
oxidante adecuado, ya que podria recuperar crorf@t®,”) hasta el 98% (de
solucién sintética Gf), y el 88% si era a partir de los mismos efluentes
recuperacion de cromo podria ayudar a reducir $ébplad de oxidacion de Cr(lll) a
Cr(Vl) y ayudar a rescatar el costo financiero ybantal producido como
consecuencia de ello. Otros elementos, como elgrHperatura y tiempo, deben ser

controlados para una recuperacion mas eficiente.
1.1.6. Tratamientos Utilizados para la Eliminaciorde Cromo

Una amplia gama de procesos fisicos y quimicoseditgponibles para la
eliminacion del Cr(VI) de los efluentes. Un grardnveniente de los sistemas de
tratamiento es la produccion de lodos, ademas sledstos operativos elevados, que
hacen complicado su gestion. En realidad, esto hize la aplicacion de estas
tecnologias se limitara Unicamente a paises ddsdos. En respuesta a ello, se
llevaron a cabo estudios para hacer factible yal®atsu uso mayoritario. Nomanbhay
y Palanisamy (2005) elaboraron un nuevo absorlzehtse de quitosano, el cual tiene
una mayor capacidad de absorcién de distintos im@t8licos, incluyendo el cromo.

Un estudio comparativo llevado a cabo por lixiidag a través de columnas
de vermiculita, ha sido evaluado para remover cral@ocefluentes. El sistema era
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capaz de extraer hasta el 74,6% del cromo, al igu@lotros cationes como Ca, Na,
Mg y K. Por supuesto, el alto grado de intercamibitico ayudaba a hacer mas
eficiente el sistema (Jayabalakrishnan y Aselvase@007).

Diferentes estudios realizados recientemente s esincentrando el uso de
medios combinados bajo control de las condiciorssorhtoriales, que incluyen
tiempo y pH. Tadesset al. (2006) comprobaron la eficiencia de remocion aener
de aguas residuales, que llegd a cubrir un rangb8e@5% para Cr(lll) cuando se

incrementaba el pH, llegando a ser 6ptimo a unr\dE®.

Una cantidad significativa de cromo también ha godser eliminado de
lagunas de acumulacion, teniendo la presencialflg@iun papel fundamental en la
eliminacion total de cromo. El proceso tiene unciefede coagulacion, ademas de
mantener un pH favorable para la formacion de wrcipitado de Cr(OH) Sin
embargo, dado que el cromo no tiene ningun precipiestable con sulfuro, no tiene
ningun efecto en la remocién quimica del cromo.edibargo, con Cr(lll), y mediante
sedimentacion en tanques, se ha llegado a cumgiirla mayoria de los actuales
limites de descarga de Cr(lll). Este estudio eimante en la busqueda de formas de
lograr la maxima eliminacion de cromo y la proddocile un efluente que cumple los

criterios estandar para la descarga al medio acu@iadesset al.,2006).

La preocupacion creciente por el deterioro de lasdiciones ambientales
puede ser una fuerza impulsora para evaluar y nemied procesos contaminantes en
los ecosistemas. En este sentido, el uso de espexetales, especialmente algas, esta
reconocido en la gestibn de la contaminacién cde esetal. Raiet al. (2005)
realizaron un estudio sobre la variacion estaciatelcrecimiento de algas en el
potencial de acumulacion de efluentes para el gmeliminacion de cromo. Estos
autores han observado diferentes especies de etgasromo acumulado en sus
tejidos, lo que podria ser utilizado en el deshrrdé la estrategia de biorremediacion
para reducir la contaminacién. Por supuesto, fastoomo la densidad de poblacion,
el volumen de efluentes, la naturaleza de la meenlse biomasa de algas y el
efluente, deben ser considerados y examinados naies de la promocion de una

amplia aplicacion de estos sistemas @ail, 2005).

La caracterizacion de aguas residuales es un pgsartante en el disefio de
instalaciones de tratamiento eficaces para las sageaiduales industriales. La
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caracterizacion también es necesaria para evaludesempefio de las operaciones
unitarias y procesos individuales. La mayoria declantaminantes en aguas residuales
parecen existir ya sea en forma de particulasrodstn asociados con particulas. Este
conocimiento llevé a la estrategia del tratamiethtoaguas residuales en un primer
paso de eliminacion de particulas y materia colpiddizando coagulantes adecuados.
Entre ellos, el alumbre ha resultado ser el coagelladecuado para aguas residuales
en un rango de dosis de 200-240 mg/L comg(SXD4}, eliminando entre el 98.7-
99.8% del cromo total (Haydar y Aziz, 2007).

1.2. Importancia del Cr(lll) en Toxicidad Acuética

El cromo es un elemento ampliamente utilizado ennthustria (Stoecker,
2004), y al que se le ha prestado especial atepeitamestablecer la toxicidad relativa
en organismos acuaticos en ambas formas redoXetrbeay hexavalente, es decir, en
los estados de oxidacion predominantes en aguasfisigles. La mayor parte de la
literatura publicada (Pawliszt al, 1997; Stoecker, 2004; Muret al, 2005; Shanker
et al, 2005) concluye que el cromo hexavalente es m&Ed y tiene mayor
biodisponibilidad que el cromo trivalente, si bestudios recientes no se ajustan a esta
conclusién (Thompsoet al, 2002; Kaszycket al, 2004; Ksheminskat al, 2005;
Pereiraet al, 2005).

En recientes estudios de toxicidad sobre algasizadas por Vignatiet al.
(2008), se puso de manifiesto que puso de mamfepse el Cr(lll) llegé a disminuir
entre un 60-90% los estandares medios de pruelexmsiciones de 72 horas de
duracién, mientras que estos mismos ensayos seuvienoin aproximadamente al
20% para el Cr(VI).

Datos adicionales, similares a éste, han justificednecesidad de verificar
experimentalmente la exposicion de las concentnasiade los distintos grupos de
contaminantes acuaticos durante las pruebas deidadiy, en el caso de sustancias
poco solubles, las recomendaciones especificasidanpropuestas por organismos
internacionales competentes (OECD, 2000; ISO, 208#) embargo, con excepcion
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del 6xido de dicromo, las sales inorganicas dellGritilizadas en las pruebas de
toxicidad son bastante solubles y por lo tantoa$ido recogidas en estas normas.

El problema con las sales inorganicas de Cr(lljus se someten a hidrdlisis y
forman hidréxidos de cromo en rango de pH circurtmaéSass y Rai, 1987; Rat
al., 1989), que incluye valores de pH estandar pardiasade cultivo de algas. La
formacion de hidréxidos puede reducir la solubdidkel Cr(lll) por debajo de 5 mg/L
(Sass y Rai, 1987; Rai al, 1989), concentracibn mucho menor que los valdees
NOEC y concentracion eficaz media documentadasedileersas revisiones existentes
en la literatura (Pawlisz, 1997; INERIS, 2005; Muenal, 2005). Este limite de
solubilidad es también inferior a los criterios dencentracion maxima (CMC) y
continua (CCC), que han sido establecidas por IBR/S(2006) en 574 y 74 mg/L,
respectivamente, pero muy cercana a la concentrgmiévista sin efecto (PNEC),
establecida en 4,7 mg/L en el informe de evaluad®ra Union Europea sobre los

compuestos de cromo (Mumehal, 2005).

Teniendo en cuenta todas las consideraciones, risufrmente digno de
mencion que los primeros estudios sobre algas (Memen de Jong, 1965; Meisch y
Schmitt-Beckmann, 1979; Turbak al, 1986; Greenet al, 1988; IUCLID, 1999)
fueron los utilizados para obtener las pautas @a®p/ canadienses para Cr(lll)
(Pawliszet al, 1997; INERIS, 2005; Munet al, 2005). En ellos, no se controlaba la
permanencia del cromo en el medio, e incluso hogiarexisten muchos trabajos que
no lo controlan, o sélo lo hacen al inicio de losayos. Pero el hecho es que dichas
concentraciones, segun lo comentado anteriormeatengliendo a las conclusiones de
Vignati et al. (2008), se pueden modificar significativamenteadtg el tiempo de
exposiciéon, por lo que hace posible que la toxitidal Cr(lll) sobre algas de agua
dulce esté subestimado.

En un posterior estudio realizado por Vignetial. (2010), sobre las algas
verdes Pseudokirchneriella subcapitaty Chlorella kessleti concluyeron que el
Cr(lll) resultaba mas toxico que el Cr(VI), sin gestos hallazgos inesperados
pudieran atribuirse, al menos totalmente, a la isondn temporal de las
concentraciones de Cr(lll) en el medio. Un dateret en cuenta era que ensayos
complementarios, practicados por un laboratorioepethdiente sobreChlorella

kesslerj demostraron que estas algas se habian vueltsiexcente sensibles a
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Cr(lll) debido a las condiciones de cultivo, algeegya habia sido descrito por Janssen
y Heijerick (2003).

El cromo (VI) es altamente toxico, ya que atravigglimente las membranas
celulares, pero sus efectos se deben a la formagomolélulas activas durante su
reduccion intracelular a Cr(lll) y/o las interacues posteriores entre el  Cr(lll)
intracelular y el ADN (Standeven y Wetterhahn, 1,9itegaet al, 2005). Warreret
al. (1981) estudiaron el efecto mutagénico del Cr(HHbre Escherichia coliy
Salmonella typhimuriuntoncluyendo que dicho efecto puede ser consideralal
capacidad del Cr(lll) para inducir mutaciones hdosconfirmadain vitro y en

trabajadores profesionalmente expuestos a Crillédeiroset al, 2003).

Otro aspecto que merece consideracion es la piasss&DTA en los medios
estandar de cultivo de algas, del que se conoce ceduce notablemente el grado de
bioacumulacion de Cr(lll) en algas (Meisch y SciwBickmann, 1979). La toxicidad
del Cr(ll) sobreP. subcapitatancubado en medio ISO es mayor que cuando seaulti
en medio AAM/AAP (Greeneet al, 1988; Turbaket al, 1986), que contiene mas
EDTA. Por tanto, en éste ultimo es mas facil quprsduzcan complejos, y por tanto
la toxicidad del Cr(lll) se reduzca. Otras diferascentre medios de cultivo, como
por ejemplo la concentracién de carbonatos o iamdade nitrogeno afadido al medio,
pueden provocar también diferencias en la respuésiaa (Janssen y Heijerick,
2003).

También parece tener mayor influencia en Cr(llle ggn Cr(VI) aspectos
incluidos en los protocolos, como por ejemplo eb uke microplacas en vez de
matraces Erlenmeyer, duracion del ensayo, agitacém Vignati et al. (2008)
confirmaron que, para las soluciones de sales @Bl)Cuna mayor disminucion
temporal de las concentraciones de Cr se produtianieroplacas, y cuando las

soluciones se prepararon en matraces con medio AAP.

Otros informes acerca de la mayor toxicidad y Ispdnibilidad del Cr(lll)
comparado con el Cr(VI) para algas y levadurasgatésentes también en la literatura
reciente. Una inspeccion detallada de estos resteevela que se utilizaron medios
de cultivo con pH relativamente bajo (pH = 6,8)iry EDTA (Pereiraet al, 2005.), o
enriquecidos con extractos organicos (Kaszgtkil, 2004; Ksheminskat al, 2005),
es decir, condiciones que aumentan la biodispadéaildel Cr(Ill) y la creacion de un
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"ligando medioambiental adecuado" para la toxicidatl Cr(lll). Thompsonet al.
(2002) senalan grandes variaciones, del orden deuflidades, en el pH de sus
soluciones para los ensayos con Cr(lll), pero mo@dqVI). Estas fluctuaciones en el
pH claramente fueron responsables de la mayoriti@dcde Cr(lll), en comparacion
con el Cr(VI). Minouflet (2008) indica un mayor gumo de Cr(lll) en rios
contaminados que de Cr(VI) por algas. Dagtyal (2008) informan de efectos

similares relativos a la actividad enziméatica dabgoFontinalis antipyretica

En contraposicion, otros estudios confirman queéréVl) es mas toxico que el
Cr(lll) para el jacinto de agua ( Paieaal, 2009) y varias plantas terrestres (H#n
al., 2004; Vernayet al, 2008; Lépez-Luneat al, 2009). Sin negar el rigor cientifico de
estos estudios, se debe sefialar que utilizgds@nsoluble para probar la toxicidad del
Cr(ll) ( Paivaet al, 2009), o exponen las plantas a través de suelasrinados
siguiendo los procedimientos aceptados, pero sasamexar el comportamiento del Cr
en detalle (Haret al, 2004; Vernayet al, 2008; Lopez-Luneet al, 2009). Estas
consideraciones ponen de manifiesto que las camdiside ensayo (y el seguimiento
de los mismos cuando sea necesario) son criticgasebaesultado final de cualquier

estudio comparativo sobre la toxicidad del Crgg8Cr(VI).

Todas estas consideraciones ponen igualmente iggerejue los protocolos
para el manejo de sustancias poco solubles (pampégge OCDE, 2000) deben ser
utilizados para estudiar la toxicidad de Cr(lll)agas para evitar la subestimacién de
la toxicidad del Cr(lll). Por otra parte, se delstablecer un protocolo de seguimiento
de las concentraciones de Cr(lll) durante todoesadollo de los ensayos, ya que
diversos estudios sugieren una rapida absorci@r@dk) por parte de las algas (Brady
et al, 1994). La admisién de todos estos conceptos @padnidar a comprender la
compleja interaccion quimica del cromo y la resfauede los organismos en la

valoracion de la toxicidad del Cr(lll) en los engayaboratoriales con algas.

A nivel de determinar el riesgo del Cr(lll) en eysmde campo, la disminucion
de sus concentraciones en aguas naturales hacestgusea considerado como bajo, y
por tanto representaria un menor riesgo que eéptado por Cr(VI). Sin embargo, los
valores de toxicidad de Cr(lll) pafd subcapitatay C. kessleriihan sido descritos
como dentro del rango de la concentracion de cremaguas contaminadas por
determinados efluentes (Walsh y O'Halloran, 1998giPa de Abreu, 2006; Dominik
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et al, 2007), e incluso con valores inferiores a ldaldecidos por la EPA, es decir por
debajo de los niveles de proteccion basado emkeyes conP. subcapitata

Por otro lado, la PNEC para Cr(lll) establecida [@otJnién Europea en su
informe de evaluacion de riesgos sobre los compseast cromo (Munet al, 2005)
es de 4,7 mg/L, alrededor de 4 veces inferior lErvde concentracion efectiva media
(17,4+4,8 mg/L) estimada paRa subcapitataSi tenemos en cuenta que al valor de
PNEC se le aplicé un factor de correccion de 1@riesnos en torno a 47 mg/L. Ello
lleva a la conclusion de que, sobre la base desessultados, investigaciones
adicionales sobre la toxicidad del Cr(lll) son resucéas para evaluar su riesgo en

ambientes acuaticos.

Una ultima advertencia en el desarrollo de ensagosampo se referiria a la
aparicion de Cr(lll) por reduccién bacteriana aipde Cr(VI). Bencheikh-Latmaret
al. (2007) demostr6 como esta circunstancia aparecé& medio por la presencia de
ligandos complejantes adecuados, reduciendo el wwix&Eo sobre la cepa MR-4 de
Shewanellasp. En todo caso, estos resultados confirman dueCréll), es
intrinsecamente muy téxico, pero este grado puedanas o menos perjudicial en
funcién de las condiciones reales de campo. Par étld, parece claro que las sales
inorganicas de Cr(lll) no son representativas déliCque se forma en el medio, y ni
tan siquiera de las distintas compuestos a bager(@dé) que estan presentes en los
efluentes (Walsh y O'Halloran, 1996; Pereira deefbr2006). Y, sin embargo, el
concepto clasico de ecotoxicologia se basa enrsayes de toxicidad sobre estos
inorganicos, por lo que la evaluacion del riesgeictmdgico derivado del Cr(lll)

deberia ser revisado de cara a una mejor gespootgccion ambiental.
1.3. Detoxicacion de Metales Pesados en Algas Vesde

Durante el proceso evolutivo, los organismos acastly terrestres han desarrollado
diversas estrategias para mantener una relacioiibeagda con iones de metales

pesados presentes y disponibles en el medio ciact@dLas células se enfrentan a dos
tareas, la primera es seleccionar aquellos metpesados esenciales para el
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crecimiento y excluir a aquellos que no lo son,lysegundo mantener los iones

esenciales en éptimas concentraciones intracetu{@abbett y Goldsbrough, 2002).

Las plantas terrestres, plantas acuaticas y laasaltan atraido una atencién
considerable a la capacidad de eliminar metalesdoss Gran parte del conocimiento
aplicado a las algas estd basado en observaciaies plantas superiores. Sin
embargo, algunas investigaciones han aportado biésgentos relacionados con las
microalgas, por ejemplo, la evidencia de la impui@ ecoldgica de algas obtenida

mediante mecanismos de quelacién en entornos i@diasret al, 1995).

Las microalgas, al igual que otros organismos éatear fotosintéticos y algunos

hongos, han desarrollado la produccion de péptidpaces de inmovilizar los metales
pesados. Estas moléculas, como complejos organiicosiason particionadas en el
interior de las vacuolas para facilitar el contadecuado de la concentracion
citoplasmatica de los iones de metales pesadosr tapto prevenir o neutralizar sus
posibles efectos toxicos (Cobbett y GoldsbroughP220 En contraste a este
mecanismo utilizado por los eucariotas, las célplasariotas utilizan un flujo de

salida de ATP contra estos metales pesados, orahi@anzimatico de especiacion
para lograr la desintoxicacion (Nies, 1999).

Estos péptidos se pueden agrupar en dos categorias:

1. Polipéptidos de cadena corta sintetizados eniciamdente, y Illamados
Fitoquelatinas (metalotioneinas de clase lll), gaeencuentran en plantas superiores,

algas y ciertos hongos.

2. Proteinas geneticamente codificadas, tales cometalotioneinas de clase I
identificadas en cianobacterias, algas y plantpsrsares; y metalotioneinas de clase |
encontradas en la mayoria de los vertebrados perennalgas (Robinson, 1989b;
Rauser, 1990; Steffens, 1990; Thiele, 1992; Gdriaiy 2001).

Los polipéptidos de cadena corta, cuando se ddecnibmpor primera vez, recibieron
el nombre de Fitoquelatinas (PCs), ya que fuersladas de una planta superior (Fito)
y tenian la capacidad de unirse a iones cadmidl @ral, 1985; Steffens, 1990). Mas
tarde, cuando las metalotioneinas de clase Iltegsul ser relevantes en las respuestas
de las plantas al estrés metales pesados, se progambiar el nombre de
Fitoquelatinas a las metalotioneinas de clasé&Bluéer, 1990).
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1.3.1. Caracteristicas generales de las Metalotianas Il (Mtlll)

1.3.1.1. Estructura general de las Mtlll

La estructura general se ha determinado que e§&/Ef3,-Gly donde la longitud de la
cadena "n" fluctia entre 2 y 11 unidades (Rau€90; Steffens, 1990; Cobbett y
Goldsbrough, 2002). El peso molecular varia de€ifi hasta 10000 DA (Steffens,
1990; Gaur y Rai, 2001). Es importante sefalarlggieesiduos de acido glutdmico no
estan vinculados con cisteina por medio de un gruyparboxilo, como en la
transcripcion de aminoacidos, sino con un grupg-darboxilo. Ademas de una serie
de variantes estructurales, por ejempy§KE).-Bala, {CE)-Ser y {CE)-Glu, se han
identificado en otras especies vegetales (Gauriy 2881; Cobbett y Goldsbrough,
2002).

La estructura principal del ciomplejo Mtlll con iemde metales pesados ha sido dificil
de obtener debido a fallos en la cristalizaciontoXpnaciones llevan a proponer una
coordinacion Cd(3) donde los tiolatos cisteina resultan ser losnliga principales
(Rauser, 1990; Strasdeit al,, 1991).

El vinculo gamma entre Glu y Cys, el cual no puselerealizado por los ribosomas,
conduce a la busqueda de un camino, mediado enzamgnte, para la produccién de
Mtlll. Grill et al. (1989) demostraron que las Mtlll son sintetizagas la enzima
fitoquelatina sintasa (PCS), que es uynglutamilcisteina dipeptidil transpeptidasa
(Vatamaniuket al, 2004). Esta cataliza la transpeptidacion dedacfony-Glu-Cys
del glutation {ECG) sobre una segunda molécyizZCG, para formar MtIl, o en una
molécula de Mtlll para producir un oligdbmero n+k &nzima fue descrita como un
tetramero con un peso molecular de 95.000, y cenKgnpara glutation de 6,7 mM

(Steffens, 1990; Cobbett y Goldsbrough, 2002). &tamismo general involucrado es:

[YyGlu-Cys}, - Gly + [yGlu-Cys] —Gly—-> [yGLU-Cys}, + 1 — Gly + Gly
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1.3.1.2. Identificacion Génica de la Fitoquelati®antasa

Tres grupos de investigacion han aislado simultaeete los genes que codifican la
actividad de la fitoquelatina sintasa (PCS)Sahizosaccharomyces pomibta et al,
1999), Arabidopsis thaliangVatamaniuket al, 1999) yTriticum aestivun{Clemens
et al, 1999). Los productos génicos esperados, esta@des al peso molecular de
enzimas PCS, caracterizado previamente. La PCSiseque era una enzima

constitutiva, sin aparente actividad reguladoréodeyenes.

Otro trabajo indica que el genoma Aethalianaposee una PCS adicionaA#PCS1,
denominada com@&tPCS2, y cuando esta nueva enzima fue clonada \esaqh,
mostrd actividad catalitica, siendo su mRNA detdzten la planta (Cazale y Clemens,
2001). Por otra parte, las mutaciones descritarianhente, que carecen 4&2CS1,
resultaron sensibles a €dHowdenet al, 1995b), por lo que la presencia de una
segunda transcripcion, que no puede sustitUltRCS1, es ciertamente intrigante.
Cazale y Clemens (2001) han propuesto que difesesampartimentaciones de esta

enzima se producen cuando se traducerAt®SS.

1.3.1.3. Biosintesis y Regulacion de las Mtlll

Se ha demostrado que la sintesis de Mtlll podriangiarse con sales de diversos
metales, siendo el el activador mas potente, seguido generalment®gdy Zn*,
CU?* y otros metales pesados. Algunos metaloides, odsng Se, también aumentan
la produccion de Mtlll, pero con menor actividackdos metales pesados (Gstlal,
1987). Los tratamientos con calor, radiacion ftig, ultravioleta (UV), hormonas,
anoxia o estrés oxidativo no inducen la sintesisltie (Steffens, 1990).

Se ha demostrado que la actividad HESitro tiende a mantener iones de metales
pesados en el medio cuando ésta se retira, asintégsamicionin vivo de una amplia
variedad de iones de metales pesados activa kssirde Mtlll, lo que conduce a la
propuesta de que PCS fuese una enzima activadagqiales pesados (Loefflet al,
1989).
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Sin embargo, Vatamaniuk al. (2000) pusieron a prueba la afinidad de los PC8.de
thaliana (AtPCS) frente a diferentes sustratos tales comautdtgin, y glutationes con

el grupo S bloqueado quimicamente. Las constamteginidad obtenidas indican que
las glutation S, bloqueadas con grupos organiaos,us ligando mejor para PCS, y
curiosamente el mejor ligando era un glutation @bkado con Cd. Ademas, se
encontr6 que en ausencia de iones de metales gesB@S podria inducir la
formacion de S-metil-Mtlll a partir de S-PCS maiilitation lo que indica que es una
enzima que no necesariamente depende de la adtivdeimetales pesados, aunque la

activacion por metales pesados sigue siendo mugriamte, alrededor del 50%.

Los estudios sobre la regulacién Mtlll han puestoewidencia que las enzimas
implicadas en la sintesis de glutatiggtutamilcisteina sintetasgECS) y glutation
sintetasa (GS), cuando se producen en exceso @onetdBrassicaspp., produce un
fenotipo tolerante o sensible a los metales pesadad medio (Zhet al, 1999a, b).
Cuando las plantas d&. thaliana estan genéticamente modificadas con sentido o
antisentidoyECS, éstas producen altos o bajos niveles de igintatspectivamente.
Asi, las plantas bajas en glutatién son sensibl€sfa (Xiang et al, 2001). Estos
resultados estan de acuerdo con la hipétesis delglatation es el péptido principal
implicado en la unién con metales pesados (Howeeychant, 1992; Vatamaniui
al., 2000) y el sustrato para la sintesis de Mtlllil{Get al, 1989; Howden et al.,
1995a).

1.3.1.4. lones Sulfuro y Funcion en Mtlll

La cisteina es parte del nucleo quelante de lal Mittivador de PCS (Hornet al,
2002), por lo que su sintesis también parece iraptatpara la produccion de Mtlll y,
quizés, el factor limitante para la construccionndevos fenotipos adecuados para
fitorremediacion. Dominguez-Solé al. (2001) expresaron l@-acetilserina(tiol)liasa
en A. thaliana Esta enzima es responsable de la sintesis fadh disteina. Ellos
encontraron que la planta puede crecer en concanmes muy altas de &d

acumulaban mas metal en las hojas.
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Los lones sulfuro (5 también estan presentes en los complejos de Mgl
(Steffens, 1990). Estos iones mejoran la establlida los compuestos metal-Mtlli
(Kneer y Zenk, 1997), y en consecuencia, la detmxn también es mejorada
(Damerornet al, 1989). La inclusion de iones sulfuro en Mtllllasase de la division
de los complejos Mtlll en dos categorias: formadae peso molecular (LMW), en
los que el metal se une a los grupos tiol, y foraeslto peso molecular (HMW), en
las que los iones sulfuro inorganico$)Se han incorporado a estos complejos para
formar particulas de tamafio nanométrico (Kneer ykZd997; Scarano y Morelli,
2003). La formaciébn de particulas parece ser uncgs® matricial por
biomineralizacion, en el que la unién del metaléptglosy-glutamil proporciona la

matriz necesaria (Scarano y Morelli, 2003).

El origen de estos iones inorganicos de azufreviadao esta claro. Los resultados
obtenidos en un mutante & pombesensible a Cd, sugieren que una proteina
sulfuro oxidorreductasa se encargaria de mantenadacuado equilibrio del sulfuro

producido durante un estrés por metales pesadosl@4aOw, 1999).

1.3.1.5. Secuestro y compartimentacién vacuolar

El complejo metal-Mtlll termina acumulado la vacuaklular. Esto ya fue observado
hace mas de 15 afos en la microddgaaliella bioculata(Heuilletet al, 1986), pero

solo se ha caracterizado en detalle en la leve®lupambgOrtiz et al, 1995).

Se ha demostrado que el gen hmtl complementa autanteS. pombaleficiente en
la produccion de complejos metalicos de alto peskeecalar-Mtlll, y que su producto
(proteina HMT1) es un transportador vacuolar cajginteriorizar complejos de bajo

peso molecular-Mtlll (LMW) en las vacuolas de eségamduras (Ortiet al, 1992).

En avena Avena sativa se ha demostrado la existencia de un transpertado
dependiente de ATP, del complejo de bajo peso miaec€d-Mtlll (Salt y Rauser,
1995), lo que indica que la internalizacion medipdaATP de los complejos Mtlll es
un mecanismo de desintoxicacion comun. De todo, el puede proponer un

mecanismo de accion como el presentado en la Fig8rh.5-1.
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Figura 1.3.1.5-1. Esquema del mecanismo de detoxicacion de metasadps
mediado por las metalotioneinas de clase Il eanigas. (MeL): complejo metalico
en solucion; (M&): ién metal pesado libre; (X): ligando extracetutéotico; (E): Ac.
glutamico; (C): cisteina; (G): glicinayEC): y-glutamilcisteina; fECG): glutation;
([YECLLG): metalotieoneina n=2yECS): y-glutamilcisteina sintetasa; (GS): glutatién
sintetasa; (PCS): fitoquelatin sintetasa; (HMTfAgnsportador vacuolar.
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1.4. Metalotioneinas tipo (Mtlll) en Algas

1.4.1. Sintesis

Stokeset al (1977) descubridé por primera vez la sintesisadehplejo Mtlll en la
microalga Scenedesmus acutiformigste hecho fue confirmado posteriormente en
otras 11 algas pertenecientes a seis génerosrddsrelemostrando que el complejo
Mtlll n=2 era el predominante en todos los péptidostetizados por estas algas
(Gekeleret al, 1988). Posteriormente, Gaur y Rai (2001) hiciewonlistado de las

diez divisiones y 24 géneros de algas en las qaeep la presencia de Mtlll.

La biosintesis de Mtlll puede estar inducida paredios metales pesados, como el
cd*, Ag', Bi**, P, zr**, CU#*, Hg' o AP, tantoin vivo comoin vitro (Robinson,
1989a). Pawlik-Skowronskat al. (2004) encontraron una acumulacion de Mtlll en

Stichococcus bacillariexpuesto a A%,

Concentraciones de €dPE*, Ni**, zn**, Cd*, Ag' y HF** pueden aparecer en aguas
naturales no contaminadas, y sin embargo en ellakién se produce la induccion a la
sintesis de Mtlll en algunos organismos, comadl kalassiosira weissflogi{Ahner y
Morel, 1995). Knaueet al. (1998) encontraron el mismo patrén en el microaga

agua dulc&cenedesmus subspicatus

1.4.2. Funcién Fisioldgica e Importancia Ecolégica

Algunas de las especies y ecotipos de algas puewlen en presencia de
concentraciones de metales toxicos que son lgtalesotras especies o poblaciones.
La Mtlll claramente puede tener un papel importamda desintoxicacion de metales.
Howe y Merchant (1992) detectaron el secuestropdexanadamente el 70% de €d
citosélico por Mtlll enChlamydomonas reinhardtiSe ha encontrado que la sintesis
de Mtlll se relaciona con el grado de contamina&drel medio acuatico. Ahnet al.
(1994) detectaron un gradiente de produccion dél ki el fitoplancton en una bahia

gue recibia fuertes descargas de metales pesadwgde antropogénico, con mayor

[ =)



produccion Mtlll en zonas cercanas a la costa, dogr@d probable que contuviera

mayor concentracion metales.

Torricelli et al. (2004), trabajando con dos cepasS#enedesmus acut(isna de tipo
salvaje y otra tolerante a ¥y observaron que la concentracion constitutivaiskeina
fue mayor en la cepa tolerante. Cuando las céfula®n expuestas a €dla cepa
tolerante mostraba mayores niveles de glutatiénaidd y Mtlll en comparacion con

la cepa salvaje.

Tsuji et al. (2002) sugirieron que las Mtlll en algas podri@sempefar un papel no
sélo en la desintoxicacion de metales pesados,también en la reduccion del estrés
oxidativo. Por ejemplo, Morelli y Scarano (2004jabiajando corPhaeodactylum
tricornutumy Cu* encontraron algunas Mtlll sin acoplamiento a nest@iresentes en
los extractos celulares. A partie de esto, planteda hipotesis de que podrian
representar una forma oxidada de Mtlll recogida ggpecies reactivas de oxigeno.
Por lo demas, las Mtlll pueden desempefiar un pag®Ertante en la homeostasis de
iones metalicos esenciales y el metabolismo der@zri microalgas, asi como en
plantas superiores (Robinson, 1989b; Rauser, X08Bhett y Goldsbrough, 2002).

1.4.3. lones Sulfuro

El papel de los iones sulfuro en los cultivos dmalha sido menos investigado que en
cultivos de levaduras, pero la evidencia experialed¢ un mal funcionamiento en
algas marinasSkeletonema costatugn Tetraselmis suecig¢aen el metabolismo de
sulfuro a concentraciones toxicas de metales ha sibervado. Estos metales se
almacenan en las algas como complejos metalicosanpge lo mas probable como
Mtlll, y también como sales insolubles en el ciagpha (Perrein-Ettajaet al, 1999).
Procesos similares se han observado en mutantésvadura, que carecen de un
control del sulfuro intracelular adecuado, cuanda sxpuestas a concentraciones

toxicas de cadmio (Vande y Ow, 2001).

Torricelli et al. (2004), trabajando con dos cepasSdacutuson tolerancia diferente a
Cd?* encontraron que, en respuesta a diferentes coacimes de metales, las dos

cepas producian mayores cantidades de GO, en comparacion con las algas no
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expuestas. Scarano y Morelli (2003) indican queslde la especiB. tricornutum
expuestas a Gtforman complejos Cd-Mtlll donde los iones de suf¢S") pueden
ser incorporados para estabilizar las Mtlll rectb®e de nanocristales de CdS.
Dominguezet al. (2003), trabajando co@. reinhardtii pusieron en evidencia que la
presencia de Gtlen el medio de cultivo aumenta la tasa de absodidsulfato y los
componentes del complejo cisteina sintasa en etigntde la célula, tales como la

actividad serina acetiltransferasa, @kacetil-L-serina(tiol)liasa.

1.4.4. Secuestro Vacuolar

La inclusion de los complejos metal-Mtlll en lascualas ha generado la hipétesis
bioquimica que intenta explicar la tolerancia yasiomulacion de iones metalicos en

organismos fotosintéticos y hongos.

Aunque el transporte de estos complejos unidoslk $dlo ha sido bien caracterizado
en levaduras, en las algas hay varios analisisostépicos y de rayos X que
demuestran que este mecanismo de desintoxicagcithiéa esta ocurriendo en ellas.
En el alga verd®unaliella bioculatase han detectado materiales electrodensos en el
interior de las vacuolas, los cuales estaban ¢aitkis por cadmio y azufre en una
proporcién entre 2 y 2.4, cuando estas algas senéxp a concentraciones de’Cde

100 mg/L (Heuilletet al, 1986). Células d&. suecicaexpuestas a Gtimostraron la
acumulacion del metal en la pared celular y enr@iges intracelulares, ademas de en
vacuolas como precipitados de ?Caon calcio y azufre (Ballan-Dufrancait al,
1991).

En las diatomea$. costatunfue detectada la acumulacion vacuolar dé*GdCL?”
cuando se cultivaban en presencia de estos metdles.vez mas un elemento
predominante en el contenido las inclusiones erazefre en una proporcién de
azufre/metal de 1.5 (Nassei al, 1997).
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1.4.5. Secuestro en Cloroplastos y Mitocondrias

El organismo conocido comdtuglena gracilis protista fotosintético con alta
tolerancia a Cd, tiene una alta capacidad de acumulacién d&.Gih embargo, este
organismo no posee un organulo reservorio espemildi similar a la vacuola
(Mendoza-Cozatét al, 2004). Mendoza-Cozatl y Moreno-Sanchez (200®ajemndo
conE. gracilis observaron que mas del 60% defCatumulado se encontraba dentro
de los cloroplastos. Este hecho se correlacionauwtomaumento de 4.4 veces mas
compuestos tiol y sulfuro, comparado con un clasi@ control. En esencia, un
cloroplasto expuesto a €dposeia una cantidad significativamente mayor dif,Mt
los valores de glutation yCE representaron el 66% del contenido total desgiol

organicos.

Avilés et al. (2003), trabajando con células heterotroficak dgracilis pretratadas con
Hg?*, pudieron ver que el 79% del total del metal adadm se encontraba en
mitocondrias. También encontraron un notable aumentla concentraciéon de Cys y
de glutatién en las células tratadas coA"Cdh cantidad de Mtlll en mitocondrias era
alrededor del 17% de la Mtlll total que se encdrydran las células tratadas.

Mendoza-Cézatlet al (2004) concluyeron que la presencia de Mtlll y?*'Cdn
cloroplastos y mitocondrias deuglena gracilispodria ser el resultado de cualquiera

de los siguientes procesos:

1. Las Mtlll se sintetizan en el citosol, dondeusstran CH, y los complejos Cd-

Mtlll posteriormente son transportados a los clasips y mitocondrias.

2. Las Mtlll se sintetizan en el interior de la amgla donde se unen al Cdse

transportan en forma de iones libres y forman cejoplde alto peso molecular.

3. Ambos procesos coexisten, y las Mtlll se simggtien los tres compartimentos

celulares.

Curiosamente, cDNAs codificando fitoquelatinas, Witagion sintetasa, se han
localizado en mitocondrias de la parte radicularBdassica juncegSchéaferet al,
1988). Similares resultados han sido observadds. eainhardtii donde el 60% de la
acumulacién de Cd se localizé6 dentro de los cloroplastos, y los dejop Mtlll

aparecieron en esta organela (Nagjehl, 1996). Soldcet al. (2005) observaron que
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Oocystis nephrocytioidesxpuestos a altas concentraciones do€,Gaducian a un alto
grado de acumulacién del metal en tilacoides ynpide, llegando a la conclusién de
que esta localizacién de €wsugiere una interaccion de éste con ligandositaaiis

en el cloroplasto. Por otra parte, eCpodria haber sido transportado desde el citosol

hacia el cloroplasto como un complejo?Gligando.
1.4.6. Tamafo de la cadena de las Mtlll

Ha sido demostrado mediante ensaiyositro que las Mtlll de cadena larga pueden

unirse a los metales pesados y formar un compstablke (Mehrat al, 1995).

En diatomea$. tricornutumCd* tolerantes (E§ = 22,3 mg Cd/L), se encontré que
el tamafo de la cadena de Mtlll estaba entre ry9 %Torreset al, 1997). Complejos
Mtlll-Pb?* en las mismas algas estaban inducidos igualmentegrlenas largas de
Mtlll. Sin embargo, los mismos estudios erfO@orelli y Scarano, 2001) y en €u
(Rijstenbil y Wijnholds, 1996) solo presentaron &fios de Mtlll del orden de n = 2.
En Dunaliella tertiolecta un alga verde marina, un valor de n = 5 eraiacypal tipo
de Mtlll producido con exposiciones aZifHirataet al, 2001).

Torreset al. (1997) sugieren que una alta tolerancia a loslesetP. tricornutumno
s6lo se debe a un aumento en la produccion de,Mitib también a un aumento en la
longitud de los péptidos tiol de las Mtlll, en coangcion con otras especies tales
comoChlorella fuscay Stichococcus bacillarisPérez-Ramat al. (2001) llegaron a la
conclusién de qué. suecicaseria una de las microalgas mas tolerantes’ @aque

es capaz de sintetizar Mtlll con cadenas mas lajga®tras especies.

1.4.7. Mtllls y otros Mecanismos Relacionados comIDesintoxicacion de Metales
Pesados

Ademas de los mecanismos Mtlll en el interior @uke debe tener en cuenta que
mecanismos de exclusion pueden ser también unaatlt&a que poseen algas con el

fin de estar en equilibrio con los metales pesautosl medio. Por ejemplo, Pistocchi
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et al. (2000) observaron en grupos de diatomeas y dmelfidos que las algas mas
resistentes al estrés por metales pesados erallaaqc&paces de producir Mtlll y
polisacéaridos exocelulares, macromoléculas quetitoia®n una barrera eficaz contra
la adsorcion de metales pesados. Este mecanisne@ctiesion es una caracteristica
general de las microalgas, no sélo al estrés pdalesepesados, sino también para
otras sustancias toxicas como el diclorofenol (Miaisy Rojickova, 1996).

Lee et al. (1996) describieron en la diatom€&halassiosira weissflogiin sistema de
exportacion que implica a las Mtlll. Otros autofesn encontrado pruebas de la
expulsion o degradacion de complejos Mtlll-metadesP. tricornutum (Morelli y
Scarano, 2001).

Rijstenbil et al. (1994) observaron como @itylum brightwellii (marino) o la
Thalassiosira pseudonar{aontinental) respondian al estrés pof'CAn’* o Cd* con
un aumento de la actividad de especies oxigendivaadimpiadoras de moléculas
SH. LaT. pseudonanauna de las diatomeas mas tolerantes, mantienertampes
niveles de actividad antioxidante, ademas de lalyoton de Mtlll y de agentes

guelantes exocelulares, pero no lo hace asi, pormyp, elDitylum brightwellii

La reproduccién sexual es promovida bajo el estoé<Cf*, y puede servir como otro
mecanismo de proteccién (Rijstenbil y Gerringa,20Qa reproduccion sexual, como
una respuesta a estrés por metales pesados taseblém observado é8cenedesmus
spp. (Abd-el-Monenet al, 1998). En el caso de Edy CU#*, se ha observado que el
Scenedesmus incrassatulypsiede responder al estrés de metales mediante una
expresion de la plasticidad fenotipica que permite estas células sobrevivan en un
entorno hostil (Pefia-Casteb al,, 2004).

En el alga verd€. reinhardtiise encontré que el Agno era quelado por Mtlll pero
si por glutation, proporcionando la evidencia de glglutation puede actuar no solo
como donante deyGlu-Cys para Mtlll, sino también como una molécula
desintoxicacion por si misma, mediante un fenénmimauelacion directa (Howe y
Merchant, 1992).

Es conocido como las especies del génketraselmisson productoras de Mtlll
(Ahneret al, 1995; Perrein-Ettajamt al, 1999), pero la especietraselmis tetrathele

mostré un comportamiento interesante en procesesti®s por Hg, ya que no
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produce Mtlll a pesar de vaciar los niveles deatiah, sino que utiliza un tripéptido,
Arg-Arg-Glu, lo que abre una posible nueva en lgsirdexicacion de este metal (Satoh
et al, 1999).

Pawlik-Skowronska (2003) trabajando cBtigeoclonium tenyeencontré que sélo el

ecotipo Zn-adaptado, expuesto a altas concentexide Zn y Pb, fue capaz de
producir grandes cantidades de péptidos relacianada Mtlll, que contenian un

adicional grupo-SH mas que las Mtlll.

Otro mecanismo por el que muchas plantas y alga®nelen a los metales pesados es
la produccioén de prolina (Pro) (el-Enany e Issd@)12@ackoret al, 2004; Raiet al,
2004; Tripathiet al, 2006). Siripornadulsit al. (2002), trabajando co@. reinhardtii
observaron que prolina libre actuaba como antiow&laen células estresadas con

cadmio.
1.4.8. Gendmica funcional del estrés por metalesgalos en algas

Hoy en dia sélo se poseen conocimientos basicasaade la genética y bioquimica
involucrada en este proceso. Por ejemplo, la acoi@r de prolina en respuesta a un
estrés por CU, observado eChlorella (Wu et al, 1998) es una caracteristica muy
interesante que no se ha estudiado a este nivels @jemplos son la alta y baja
afinidad de transportadores-metales pesados gbarsearacterizado en algas verdes
(Knaueret al, 1997; Sunda y Huntsman, 1998). Sin embargo, \edleas ya se han
descrito a nivel molecular. Ademas, hay otros misoams que se han descrito en otros
organismos eucariotas, pero siguen siendo desaw®oen las algas. Un ejemplo es la
actividad de proteinas chaperonas (ayudan al pleg&nde otras proteinas recién
formadas), descrito en células animales estregafanetales pesados.

Con el avance de los proyectos de gendmica en ahj@a®, una forma de reunir
informacion biolégica basica de obtener respuesitastrés con metales pesados en
microalgas, es el empleo de herramientas de geadmcional de plantas, tales como
la seleccion de alto rendimiento de la expresioniogédiferencial. Existen varias
metodologias disponibles para lograr este Ultimbawy sido revisadas por diferentes
autores (Holtoret al, 2002; Shragest al, 2003).
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Rubinelli et al. (2002), mediante visualizacion de ARNm diferenciaéron capaces
de obtener 13 secuencias de cDNA expresado. eeinhardtiibajo estrés con cadmio.
Algunos de ellos se relacionan con el mantenimiedetdos fotosistemas 1y Il, otros
con la biosintesis de cisteina o con la deficiedeide. Y lo mas importante, algunas

secuencias no tenian similitud con cualquier aotctuida en las bases de datos.

1.4.8.1. Genes que Codifican Metalotioneinas emAlg

Los animales estan provistos de péptidos genétimnmmdificados, que se pueden
unir metales pesados, y cuya produccion esta fuerite regulada (Thiele, 1992). La
identificacion de las secuencias en plantas y hgngen relacion con las
metalotioneinas de clase Il (Mtll) en los animaesplia el espectro de mecanismos
disponibles para mantener equilibradas las coreantres de iones metélicos en estos
organismos (de Mirandet al, 1990), pero las zonas de competencia de Mtllit)f M
en las plantas todavia no estan claras, y se semqado pruebas en el sentido de que
la preferencia para seleccionar uno de estos nsuanrise relaciona con la edad de la
planta, la sensibilidad de las enzimas implicasaks esintesis de glutation a cierto tipo
de metales pesados que impiden una adecuada resplils y el caracter esencial o

no esencial de los metales pesados (Scleafdr 1997).

Solo una secuencia relacionada con Mtll se ha iittatto en el macroalga marina
Fucus vesiculosusSu transcripcion regula el fenémeno de estrés Quéf, pero
aunque la proteina se una al cobre, también sésttque lo hace con iones cadmio
(Morris et al, 1999). Como en esta macroalga se ha descritoeebmsmo de
respuesta de Mtlll frente a €dpero no frente a Gli(Jerviset al, 1997), se abre una
interesante discusion sobre la competencia de &sanismos de Mtlll y Mtll en un

organismo capaz de responder con ambos metales.
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1.5. Eliminacion de Metales Pesados por Microalgas

La contaminacion del medio acuatico, por descamanetales pesados en aguas
residuales de origen antropogénico, ha sido mate/preocupacion en todo el mundo
durante varias décadas (Nriagu y Pacyna, 1988)daba lugar al establecimiento de
una regulacion mas estricta del medio ambientetivalaa la liberacion de estos
contaminantes. Las normas han sido propuestas tolir@se de toxicidad humana,
impacto ambiental, viabilidad técnica para la rettut de las concentraciones en los
efluentes, y aplicacion rentable de las tecnolodisigonibles (Fan, 1996). La mayoria
de las tecnologias utilizadas actualmente se bagameacciones fisico-quimicas,
principalmente precipitacion y adsorcion por resimge intercambio ionico. Estos
procesos se enfrentan a diversos problemas, comfalta de selectividad, la
intolerancia a las especies organicas, la bajaierfim en la eliminacion de
concentraciones trazas y la generacion de graneldups secundarios, con los

consiguientes altos costos puestos a disposiciéridg 1999).
1.5.1. Biotecnologias Basadas en Algas para la Retiaeion de Metales Pesados

El tratamiento bioldégico con microorganismos mésdiado se basa en la utilizacion
bacterias sulfato reductoras (SRB), que eliminaralee pesados a través de la
produccion de precipitados sulfuro con el metalandista tecnologia ha tenido un
éxito relativo en aplicaciones a gran escala, pEs@roblemas principales son largos
tiempos de residencia (semanas), la necesidad méistro continuo de sustrato

organico y grandes biorreactores de acero (\Whigd, 1997).

Biotecnologias basadas en algas, para el contr@odtaminacion acuatica, se han
utilizado para la extraccion de nutrientes inorgasi (Hoffmann, 1998). Los
elementos mas comunes son estanques con alta ¢asdgas nocivas (HRAP)
(Oswald, 1988) y el sistema patentado de al@asf“Scrubber’(ATS) (Cragg<et al,
1996), que emplea la biomasa en suspension de adgdes comunesChlorella,
ScenedesmusCladophorg, cianobacterias Spiruling Oscillatoria, Anabaeny o

consorcios de ambos.
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Los sistemas antes mencionados de algas han sibadws para la eliminacion de
metales pesados. Toumi al. (2000) compararon las tasas de eliminacién deleseta
pesados de las tradicionales lagunas de estabiliz@®/SP) y un HRAP donde ambos
estaban recibiendo agua contaminada con conceorieaciraza de origen urbano de
Zn**, C#* y P*. Sus resultados demostraron que HRAP tuvo unad@sxtraccion
superior por unidad de volumen y dia, con valoefabsta 10 veces mas eficiente en
el caso de Ci. Los valores obtenidos podrian ser consecuentipHi@lto logrado
como resultado de la fotosintesis de las algas, ayueentaba la precipitacion de

metales.

Roseet al. (1998) informaron de un proceso hibrido patentaypes combinaba las
ventajas de HRAP y SRB. La precipitacién de metpessados se lograba mediante la
entrada directa del drenaje acido de una mina edRAP con valores de pH altos y
biomasa viva con propiedades de adsorcion. La ldande este HRAP se recupera
para ser utilizado como fuente de carbono para $RBremocion de sulfuro (a través

de la oxidacién con oxigeno fotosintéticamente pewb) se realizaba en otro HRAP.

Sistemas de ATS con suspensiones de consorciodgds aerdes filamentosas y
cianobacterias han sido probados para el tratamidet las aguas subterraneas
contaminadas (Adewt al, 1996). Este estudio ha demostrado la utilidadiode
sistemas ATS para la eliminacidn eficiente de restplesados en niveles permitidos,
asi como la eliminacion de cloro y compuestos doggnaromaticos. Los autores
plantearon la hip6tesis de que las bacterias potidher ayudado a la biodegradacion
de compuestos aromaticos. La degradacion de esidagbos quimicos por las algas,
por tanto, quedd demostrada, y supuso un crecieatepo de investigacion en

microbiologia ambiental (Sempét al, 1999).

Tecnologias basadas en la construccion de humepiatada atenuacion de residuos
metélicos procedentes de minas pueden tener diirg8 con la extraccion de
manganeso y la neutralizacion del pH acido (MitgcWise, 1998). En otro orden,
Phillips et al. (1995) demostraron que los consorcios de alga@nplbacterias podrian
reducir eficazmente las concentraciones de mangahasta niveles ecoldgicos y

seguros, mediante biomasa de adsorcion, precifitacinmovilizacion.
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1.5.2. Capacidad de Diferentes Especies de Microaky para Eliminar Metales
Pesados

Varias cepas de algas han demostrado propiedadesaaths para la eliminacién de
metales pesados, pero la mayoria de los estudidsasan en el crecimiento de

poblaciones de microalgas.

Matsunageet al. (1999) disefiaron un protocolo donde fueron capdeesaracterizar
una cepaChlorella capaz de sostener un crecimiento poblacional g ihg Cd*/ L,
con un 65% de remocién del metal cuando se exp@nf62 mg Cd/ L. Traviesoet
al. (1999), trabajando con cepas@elorellay Scenedesmusn cultivos discontinuos
de 20 mg C¥/L se encontraron porcentajes de remocion del 4898196,
respectivamente. Una cepa Eetricornutum cadmio-tolerante (Gig = 22.3 mg/L),
que fue caracterizada con respecto a patronesodeqmion Mtlll (Torreset al, 1997)
también ha demostrado tener la capacidad de elimmae este metal (Torres al,
1998).

Las microalgas del génerScenedesmuban sido comunmente utilizadas en los
experimentos de extraccion de metales pesados.def@ostrado tener capacidad de
eliminacién para & (Zhanget al, 1997), Ca", Cd* (Terry y Stone, 2002) y Zh
(Aksuet al, 1998; Travieset al, 1999; Cafizares-Villanuew al, 2001).

1.6. Protedmica

1.6.1. Secuenciacion de novo de Péptidos y Protesnpor Espectrometria de
Masas

La aparicion de la secuenciacién gendmica a grealabfa simplificado enormemente
la tarea de determinar las estructuras primariapépagidos y proteinas en muchos
organismos, debido a elementos de lectura abiarta secuencia de nucleotidos que

pueden servir de modelo para la construccion d@raieinas correspondientes. Las
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masas de los péptidos producidos por digestioneglitita de una proteina

desconocida se puede comparar con los previstosugja® de cada proteina mediante
el uso de base de datos, lo quanalpeado por masass a menudo suficiente para
identificar las proteinas cuya secuencia contigidann, 2001; Aebersold and Mann,

2003).

Sin embargo, las secuencias del genoma de la maagerlos organismos aln no se
conocen. Incluso para aquellos que se sabe, lafficactbnes post-traduccionales

puede impedir la identificacion de todas o partéadgecuencia proteica, o al menos la
definicion de las modificaciones. Por lo tanto, daracterizacion completa de la
estructura primaria de proteinas a menudo requéedeterminacion de la secuencia
proteica con una ayuda minima de datos gendmiooslacsecuenciacion de proteinas
de novo En un principio, la secuenciacion de proteidasnovoestuvo basado en el

modelo de degradacion de Edman (Simpson, 2003), lpeespectrometria de masas
(MS) ha reducido la necesidad de esta técnica,ugaeg mas sensible y ofrece un
mayor rendimiento de la muestra. También se pudide ejor con mezclas proteicas

y con modificaciones de la proteina N terminal.

La secuenciacion de proteirdes novopor MS se remonta a mas de 30 afios (Biemann
and Martin, 1987; Papayannopoulos, 1995; Bieman®Q2f al principio en
combinacion con la degradacion de Edman y luego ghbomisma. Las primeras
mediciones se realizaron sobre todseator MSo triple cuadrupolo, y con ionizacién
electrénica, lo que casi en su totalidad fragmentis proteinas casi en toda su
totalidad (compuestos normalmente no volatiles estables), a menos que fueran
modificadas quimicamente (Ro¢h al, 1998). Sin embargo, las determinaciones mas
recientes se han conseguido en gran medida poresaécnicos posteriores. En
primer lugar, técnicas de ionizacibn menos agresivamo la ionizacién por
electrospray (ESI), y laser asistido por matrizdgsorcion ionizacion (MALDI) ha
sido desarrolladas, las cuales producen iones (&dps y proteinas con una
fragmentacion mucho menor. En segundo lugar, aberdispone de otros tipos de
espectrometros de masas (atrapadores de masas, FITGER, etc.), que aportan
ventajas en el estudio de secuenciacion. En téugar, derivaciones mas eficientes
han sido desarrolladas. Y finalmente el gran deBardel software sobre todo en
automatizacion, ha permitido descifrar mas eficagmdos espectros de masas,
reduciendo la demanda de interpretacion manuaatiesd
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1.6.2. Secuenciaciéon Peptidica

La medicion directa del espectro de masas del gdg@eéptidos resultantes de la
digestion proteolitica enzimatica de una proteiescdnocida, es a menudo suficiente
para la identificacion proteica. Junto con una wiédi de masa proteica (MALDI)
general, es un paso inicial habitual en la secaem@ide novode la proteina, a traves

de las respectivas masas de los péptidos indiadual

El siguiente paso es determinar las secuenciaddpgs. La medicion MS puede
proporcionar informacion importante sobre la conipés aminoacidica de péptidos,
especialmente cuando se incluye mediciones predgesames de baja masa, como los
iones imonio (Nielseret al, 2002; Schlosser y Lehmann, 2002). Sin embargo,
mediante esta técnica no se puede determinar ehale los residuos aminoacidicos.
En consecuencia, la secuenciacoim novode péptidos requiere espectrometria de
masas en tandem, por lo general MS/MS (Kinter yri8he, 2000). Mediante esta
técnica, a partir del precursor el ion es sele@dona partir de las colisiones, y los
valores del resultante aparecen en el segundo MSkifL y Futrell, 2003). En
condiciones favorables, este procedimiento puedwerge una serie de iones que
contienen informacién suficiente para determinars&tuencia peptidica. Mayor
informacion se puede obtener con determinadosumsintos, como las trampas de
iones por ejemplo, mediante la ruptura de los iooletenidos, para producir un

espectro de otros grupos iodnicos.

Para los péptidos derivados y sin etiqueta, metksicecuenciacidte novo ESI se
han llevado a cabo tras disociacion inducida pésiéa (CID) en analizador de masas
de triple cuadrupolo (Wilnet al. 1996; Shevchenket al, 2000; Shevchenket al,
2002), por cuadrupolo/TOF (QqTOF) (Mores al, 1996; Morriset al, 1997; Van
Der Wel, 2001), por resonancia de excitacion empa de iones cuadrupolo
(Vandenberghet al, 2001). La secuenciacid@e novoMALDI se ha llevado a cabo
utilizando la descomposicion CID metaestable enaata (Schillinget al, 1999) o en
dos etapas (Medzihradszkyal, 2000), utilizando TOF y CID en dispositivos QqTOF
(Wattenberget al. 2002; Sheet al., 2001).
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Los mecanismos de fragmentacién CID han sido diédmt@mpliamente (Wysockit
al., 2000; Breciet al, 2003). La extraccion de la secuencia peptidickbsi@spectros
depende de la integridad de la serie observaddetitud con que las diferencias de
masa entre los picos de iones relevantes y el gedaue el espectro de la
fragmentacion puede ser interpretado correctamddite.péptido resultante de la
digestion triptica normalmente tiene un residuadod&rginina o lisina) en su extremo
C terminal y se produce un pico prominente con elat@rga de iones cuando es
ionizado por ESI. Si este ion es elegido como rlimicial para realizar una medicion
de MS/MS, la produccién de una serie de iones plertes de él (iones resultantes de
la escision en los enlaces amida y que contiengéérmino C) se ve favorecida y el
espectro resultante es probable que sea mas f@@blket al, 2000). Por esta razon, ESI

ha sido una opcion popular para la secuenciacigepggdosde novo

Por otro lado, el CID de iones MALDI (en su mayot@n una sola carga) tiende a
producir espectros de iones que incluyen idneg, este ultimo correspondiente a la
divisién en el enlace peptidico y que contieneeghinal N (Cramer y Corless, 2001,
Zhang et al, 2003). La sensibilidad y precision del instruncentilizado para el

analisis masico son particularmente importantes.

El proceso de ionizacion MALDI tiene varias progdds atractivas para el analisis de
péptidos. En particular, tiene una tolerancia natente alta a impurezas y aditivos
comunes, lo que reduce las exigencias en materidedaracion de la muestra en
comparacion con el ESI. Ademas, la muestra MALDpgede utilizar hasta que se
acaba, por lo que los datos se pueden obtener deasespecies diferentes de iones
producidos a partir de una mezcla de péptidos imdates, y con una calidad
aceptable. Estas cualidades han estimulado ultimiznet interés por la secuenciacion
MALDI, sobre todo después del pretratamiento dal@stra por derivacién o marcaje

isotopico.
1.6.3. Derivacion y Etiquetado

Como se menciond anteriormente, el uso de ioninaei@ctronica requiere una

modificacion quimica (derivacion) de los péptid@sgpproducir un espectro de masa.
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Aungue esto ya no es un requisito absoluto, elguliotiento aun puede producir
mejoria de la calidad espectral de masas. Difesetéienicas se han desarrollado
recientemente para tal efecto (Shetral, 1999; Lindhet al, 2000; Muenchbaclet
al.,2000). Un ejemplo notable es la sulfonacién deitidé N terminal, obtenido por
Keoughet al. (2003). Esta modificacion suele conducir a la poaibn de una serie de
iones C-terminales, por separado de los originariper lo tanto con gran ventaja en
las transferencias de MALDI. Por otra parte, loactwos necesarios se pueden
obtener convenientemente como un kit disponible ezormlmente. La principal
desventaja del método es la reduccién de la sédaihi por un factor de
aproximadamente 10.

Una técnica alternativa es la llamaper etiquetado de is6topd€agney y Emili,
2002; Guet al, 2002; Guet al, 2003), la cual ayuda a distinguir los iones @qiaal
del N-terminal, y también puede proporcionar infacn sobre su cuantificacion.
Una gran ventaja de esta técnica es que el praotaeotigestion normal se realiza sin
perder la sensibilidad. Ademas de las posibles gimbiades derivadas de la
incorporacion de uno o dos atomos [69], la prinicgesventaja es el alto costo del

H,'® necesario para ello.
1.6.4. Precision de Masa

La precision con la que se determinan los valorés tiene un efecto pronunciado
sobre la fiabilidad de las asignaciones de secad@auseret al, 1999). Los veinte
residuos aminoacidicos comunes tienen composiciele@sentales especificas, y por
lo tanto tienen masas especificas, a excepciépatdl/l. Sin embargo, una medicién
de baja precision puede ser incapaz de discriménae D y N, o entre E y Q/K (I
casos en los quem ~ 1 Da), por lo que una precision mucho mayarezesaria para
distinguir Q de K, dondam = 36 mDa. Ademas, hay combinaciones de residaos d
aminoacidos que producen el mismo numero de masaayBnnopoulos, 1995) o
incluso la misma composicion elemental, por ejeni@or G) = N = GHgN.O;; (G +

A) = Q = GHsgN20,, que pueden crear ambigiiedades si los iones iet#os1no se
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ven. Cuando los péptidos modificados son considstaday muchas posibilidades
adicionales de que lleguen a ser reconocidos.

Sin embargo, hay varios tipos de instrumentacid@ spn lo suficientemente precisos
como para resolver algunas de estas incertidumBjesplos recientes de éxito con
QQTOF incluyen K frente a Q, y VV contra PT (amlvosi Am = 36 mDa) (Zhangt
al., 2003), asi como de R-G en funcién deAm(= 11,2 mDa) (Shet al, 2001). La
fosforilacion de sulfatacién también se ha puest@wédencia Am = 9,5 mDa) por
FTICR (Marshallet al, 2002; Bossio and Marshall, 2002).

1.6.5. Diferenciacion Proteica a partir de la Secueia Peptidica

Las secuencias de péptidos proporcionan la maidre para la determinacion de la
secuencia de la proteina total. ElI problema esnesto ordenar las secuencias de
péptidos individuales. Un método puramente MS eddaqueda de fragmentos
proteoliticos que abarcan las iniciales. Estas @ueslirgir en la digestion inicial
(generalmente por tripsina), debido a las divissoperdidas, o pueden ser producidas
por la digestidén con otras proteasas.

La secuencia proteica completa sélo se puede obpeneste método si la cobertura
del péptido también estd completa. Esto es difieilobtener en una sola digestion,
pero la digestion de varias proteasas diferentpsatmble que mejore la cobertura. Un
eficaz control sobre la integridad de la cobertaa proporcionada por la medicién de
la masa MALDI de las proteinas en general.

Una combinacion de técnicas puede proporcionagdaencia de la proteina completa,
incluso si sélo esta disponible una informaciorcigdde la secuencia del péptido, ya
gue una secuencia de péptidos sélo permite larcaogin de un oligonucledtido corto

de utilidad para el aislamiento del gen que codlificproteina de interés. Sin embargo,
este tipo de clonacién es mas eficaz si se lles@ba una secuencia larga del péptido,
es decir, si contiene aminoacidos codificados ptiptete base de un solo (Met, Trp)

o dos (Phe, Tyr, GIn, Glu, Asn, Asp, Cys). Estguisitos no siempre son faciles de

cumplir.
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1.6.6. Secuenciacion “Top-Down”

El método desarrollado recientemente que evitanalgule las dificultades es el
denominado comdsecuenciacion “Top-Down” desarrollado por primera vez por
McLafferty et al. (2001). La técnica ha sido mas frecuentementecagdi a la
medicion con espectrometros de masas FTICR, ya mgroporcionan una alta
resolucién y precision de la masa. En este métadaroteina ionizada si se introduce
en la celda de ICR. Las mediciones m/z se llevaroabo en el mismo espectrémetro,
tanto con la proteina intacta como en los produd&su disociacion, evitando asi la
necesidad de unir los productos de la secuenciad®npéptidos. Ademas, las
mediciones FTICR son capaces de hacer uso de vaétsdos para manipular los
iones en la celda de ICR, incluyendo disociaciéntifotonica CID y IR. Lo mas
importante es que los iones se pueden dividirgpétédnica ECD (captura de electrones
por disociacion) (Geet al, 2003). La ECD induce a divisiones de mejor quesot
meétodos, brindando una informacidon mas extensaadesécuencias proteicas de

tamafo aproximado a 40 kDa.

Sin embargo, a pesar de la exactitud de masa drealcaportada por FTICR, las

mediciones se hacen en iones de gran tamafo, gaelta masa de precision absoluta,
lo que determina la capacidad de distinguir enste adlternativas de secuencias
diferentes, es algo limitada. Este es un argumenitzado para el uso de una

combinacion deBottom-upy Top-down como método de secuenciacion habitual
(VerBerkmoest al, 2002).

1.6.7. Andlisis e Interpretacion de los Datos

Varios algoritmos informaticos se han ideado peaatat de deducir la secuenda
novoa partir de los datos de MS/MS (Taylor y John2@01; Johnson y Taylor, 2002;
Liska y Shevchenko, 2003) Resulta evidente questedtas técnicas tienen un gran
potencial para mejorar la secuenciacida novo de péptidos y proteinas por

espectrometria de masas.
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1.7. Estrés medioambiental y ProteGmica

Miles de sustancias quimicas artificiales son @nstmente liberadas en el medio
ambiente por la agricultura, el transporte, lasugtdas y otras actividades humanas
(Depledge y Galloway, 2005). Ello provoca fendmeuestoxicidad aguda como
primera oleada de escorrentia 0 de accidentes essegnario de exposicion. Sin
embargo, los efectos causados por la exposicidnioaréa mezclas subletales de
sustancias quimicas de origen antropogénico y ®iabwmlitos, en combinacién con
temas globales como el aumento de las temperatrés radiacion UV, son
situaciones de estrés para los organismos acua@jiimson mucho mas dificiles de
evaluar (Eggeret al, 2004; Eggen y Suter, 2007). Ademas, las sustarngidmicas
antropogénicas pueden acumularse en suelo y ongasisferiores, y desembocar en
una bioacumulacion importante en los mayores préadde la cadena alimentaria
(Lalondeet al, 2001; Van Lipziget al, 2005).

En general, para evaluar el estado quimico de asisgema especifico, es necesario
realizar un andlisis quimico de muestras ambientalececedentes de diversos
compartimentos, tales como suelo, agua, sedimentbmta (Kolpin et al, 2002;
Dowling y Sheehan, 2006). Sin embargo, una evadnasignificativa de la calidad
guimica de un ecosistema en particular, mediantanalisis quimico, solo se ve
obstaculizada por la complejidad de las mezclasigas, y en algunos casos por los
umbrales de toxicidad muy bajos de las sustanai&micas presentes (Dowling y
Sheehan, 2006). Ademas, el andlisis quimico séexg@uroporcionar informacion
sobre la amenaza que plantean los contaminantésxamddgicos, si va acompafnada

de una accion biologica (Eggen y Segner, 2003).

En un enfoque complementario, el nimero y la nadadlfisioldgica de cada especie
se utilizan como indicadores de contaminacion cgangronica en los ecosistemas
(Peakall, 1994; Chévret al, 2006), que conducen a la identificacion de biaadores
de toxicidad (Kolpiret al, 2002). Al mismo tiempo, hay una creciente camui en
gue la investigacion de los efectos toxicologicesttb de un ecosistema se define en
gran medida en el hecho de si se beneficiarian adeitilizacion de multiples
biomarcadores (Depledge y Galloway, 2005). En eséid®, un enfoque proteémico

derivaria en su capacidad para detectar cambidgssen la expresion proteica y
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aminoacidica a través de las modificaciones se@lesc como respuesta a un
ambiente alterado (Unwigt al, 2006), y si tiene aplicaciones obvias en el cadgla

ecotoxicologia. Asi, no solo permite la identificec de biomarcadores de proteinas
nuevas de toxicidad sino, mas importante aun, ajada aclarar los mecanismos

subyacentes de toxicidad.

El uso de la protedbmica en toxicologia ambientasida promovida por una serie de
grupos (Witzmanrmet al,, 1995; Shepardt al, 2000; Vidoet al, 2001), y el nUmero de

publicaciones dedicadas al tema es cada vez m®awvlihg y Sheehan, 2006).

Aplicaciones de la proteémica aparecen en un ragge abarque desde
microrganismos (bacterias, hongos) y plantas, haggstebrados (almejas, mejillones,
gusanos, insectos) y vertebrados (peces de agea ylabarinos) (Dowling y Sheehan,
2006; Zhao y Poh, 2008). Sin embargo, la mayoridodenformes en este campo
siguen utilizando técnicas tradicionales (Sargbsal, 2004), dejando de lado los
progresos de los ultimos afios a nivel protedbmiealizados con espectrometria de

masas.
1.7.1. Observaciones Generales sobre ProteémicaMpdio Ambiente

La investigacion de los proteomas, que se defilmemocel conjunto total de proteinas
expresadas por el genoma de una célula, tejidogan@mo (Wilkinset al, 1996;
Wasingeret al, 1995), permite asociar las proteinas individualgsupos de proteinas
con una enfermedad o exposicion a toxicos. Estagipas posteriormente pueden ser
utilizadas como biomarcadores para enfermedadegifisps, o frente a la exposicion
a compuestos toxicos. La comparacion de los patrgmeteicos obtenidos bajo
condiciones de estrés frente a los controles pefanieteccion de cambios especificos
en la expresion de la proteina (Blackstock y WE#99) y una comprension de los
modos de accidon subyacentes. Este enfoque reppasermambio de paradigma en la
biologia molecular. En lugar de fijar una deterrdmdamilia de proteinas, trata de
proporcionar puntos de vista cualitativos y cuatitibs sobre el proteoma completo,
gue es esencial para la vida y funcionalidad dgamismo. Combinado con los datos

de transcriptomica y metaboldmica, la informacidobgl de proteinas proporciona un
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enfoque verdaderamente integral para la comprendiinciclo de vida de un

organismo. Los andlisis de protedmica convencienple lo general se centran en
proteinas con masa molecular >10 kDa. El andlisipéptidos y pequefias proteinas
con un peso molecular entre 0,5 y 15 kDa es olgetauna disciplina relacionada

denominada peptidomica (Schulz-Knagpal, 2001).

En general, el enfoque de la protedmica ofreceasarentajas practicas, como mayor
rapidez de deteccion de efectos tdxicos y la pladaol de detectar los efectos tdxicos
en dosis significativamente mas bajas cuando §eauntinuevas técnicas analiticas de
alta sensibilidad (Domon y Aebersold 2006a), en manacion con los métodos
establecidos, tales como la histologia y la biodguanclinica (Kennedy, 2002).
Ademas, cuando se combina con los métodos conveles de quimica clinica e
histopatologia, la protedmica permite obtener nsewonocimientos sobre los
mecanismos de toxicidad y ofrece distinguir entsedfectos especificos intraespecie,

proporcionando asi una evaluacion mas exactaatgai(Kennedy, 2002).

Las aplicaciones toxicolégicas de la proteOmicapseden dividir en dos clases
(Kennedy, 2002). En la primera clase aparecerigedtudios de investigacion, que se
utiliza para identificar nuevas dianas moleculadeslas sustancias toxicas, y para

proporcionar informacion sobre sus mecanismos démc

La segunda clase, relativa a la toxicologia pradicb de deteccion, utiliza los
cambios en los patrones de expresion de proteispecidéicas para identificar los
biomarcadores toxicoldgicos y los compuestos queresponsables de su aparicion.
También se puede utilizar para estudiar relaci@s¢sictura-actividad (SAR) dentro
de un grupo de compuestos quimicos (Kennedy, 2@)Zampo de la proteGmica va
dirigido al analisis global o dirigido de las proigzs. En el analisis global, los
investigadores pretenden identificar un nUmero maxile proteinas, mientras que el
modo dirigido ofrece la oportunidad de ver subpotas, por ejemplo, las proteinas
en organelas y nucleo, o de las proteinas que fopade de las vias de sefalizacion.

Uno de los atributos importantes y mensurablesndepuoteina es su cantidad dentro
de un volumen limitado de células. La diferenciacdecentracion entre las proteinas
de mayor a menor abundancia y, a menudo definidwocal rango dinamico, puede

llegar a 10 6rdenes de magnitud (Lip&tral, 2002). Asi, el disefio y la ejecucion de

cualquier experimento protedmico debe tener entaurango dinamico necesario, y
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ajustar el protocolo experimental en consecuemee lograr una separacion éptima
de las proteinas y por lo tanto aumentar las dakibies de su identificacion (Wu y

Han, 2006). Ademas de la amplia gama dinamicasagpectos contribuyen a las
dificultades en el analisis del proteoma. Por ejemlps aminoacidos, bloques de
construccion de las proteinas, pueden ser sometidmsa serie de modificaciones
post-traduccionales (PTM), tales como la fosforilagy la glicosilacién, que afectan a
la polaridad de la proteina, hidrofobicidad, pkr@stura tridimensional proteica, y su

afinidad a los ligandos.

Por otra parte, las proteinas se sintetizan y degraonstantemente, afiadiendo el
tiempo como otra dimensién al problema de la congiéa de las vias de sefializacion
en una célula u organismo. Los retos antes mersisnaencontrados al tratar de
caracterizar mezclas de proteinas muy complejagnsentraron con importantes

mejoras en las técnicas de separacion, la espegttiarde masas y la bioinformatica.
1.7.2. Estrategias para la Identificacion de Proteas en el Medio Ambiente

El andlisis de un proteoma implica el aislamiegitda separacion de proteinas,
adquisicion de datos e identificacion sobre basedalos de secuencias disponibles.
La informacion sobre las proteinas puede ser diaivke los andlisis de la proteina
intacta (op-down) o0 sus péptidos bpttom-up). Estos dos métodos son
complementarios y no pueden proporcionar la infaiGracompleta de una proteina

de interés.

En la protedmica bottom-up, las proteinas de éstese digieren y los péptidos
resultantes son analizados por espectrometria demasméMS). Es especialmente
adecuado para la identificacion de proteinas, arpisque solo en una fraccion de los
péptidos detectados se produce una fragmentatiié8it embargo, por lo general, la
secuencia proteica sufre de una cobertura incompletposiblemente se pierda
informacion sobre PTMs o degradacion, como resolt@el la digestion proteolitica.
Esto limita el potencial del enfoque bottom-up paek analisis de PTMs vy
especificamente los puntos de mutacion de lasipestendividuales, cuestiones que
son importantes para su funcion biolégica. Con eélisis de bottom-up, la
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espectrometria de masas proporciona informacioreslpeso molecular (MW) de la
proteina intacta y sus fragmentos. Este enfoquaifgededucir la estructura primaria
completa de la proteina y revela la mayoria densgificaciones, asi como cualquier
combinacion de PTM que posiblemente exista enntiéstipartes de la secuencia de la
proteina (Chait, 2006). Sin embargo, el éxito adbgue bottom-up esté limitado por
el hecho de que la activacion de colision no eszae transferir la energia necesaria
para producir la fragmentacion, como proceso quelilcre a proteinas de mas de 50
kDa.

Las protedmicas top-down y bottom-up se basan garhentas bioinformaticas para
cotejar los datos producidos experimentalmente améeliespectrometria de masas,
con las proteinas y todo el genoma recogido endii@sentes bases de datos de

secuencias.

Un enfoque tradicional de buttom-up se inicia apséparacion de mezclas complejas
de proteinas mediante electroforesis en gel (G893; Jungbluet al, 1996), donde
las proteinas solubles se separan en funcion dmrga neta (punto isoeléctrico) y
peso molecular. Las proteinas se visualizan porsaria de procedimientos de tincién
(Patton, 2002), escindiéndolas del gel y analizadas MS. La identificacion de
proteinas se logra ya sea por los perfiles dedpsigins, por derivados de la digestion
de las proteinas por proteasas especificas, o gsorsécuencias de los péptidos
obtenidas por MS/MS y una busqueda en base de pagtarior. Las metodologias de
gel estan bien establecidas, relativamente faciinggdementar, y siguen siendo un

incondicional para la investigacion proteémica.

1.7.2.1. Bioinforméatica: Herramientas de Ildentifcdédn de Proteinas

La protedmica, para ser una herramienta eficame ticna fuerte dependencia de la
ayuda y los avances en bioinformatica, que a sumpalsa un mayor desarrollo en la
instrumentacion de MS y los meétodos experimentaless herramientas

bioinforméaticas son indispensables en el analigisryparacion de geles y de analisis

LC-MS, identificacion de proteinas, caracterizagidmantificacion y validacion. Por
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ejemplo, el andlisis cuantitativo y el andlisis @eoteémica comparativa por

electroforesis en gel 2D se basa en la comparaedos patrones de gel.

La identificacion por separacion proteica, ya sea geles o por cromatografia
multidimensional, es una de las principales apiaees de la moderna bioinforméatica.
La identificacion de proteinas se basa en la comgpar de MS experimental y/o
MS/MS de datos con los espectros tedricos generadpartir de secuencias de
proteinas almacenadas en bases de datos. Laichmifih de proteinas basadas en los
espectros de masas en tandem compara los datosnexmeles y tedricos de la
secuencia peptidica (Mann y Wilms, 1994; Wiletsal, 1996). Por ejemplo, para
identificar el péptido mas probable que se ajudtes dragmentos de iones observados
en un espectro de masas en tandem, los programas $&QUEST y MASCOT
hacen coincidir los datos experimentales con elodepatrones de fragmentacion
producidos y obtenidos a partir de las secuen@gzateinas disponibles en las bases
de datos; aunque hoy en dia la mayoria de la protedde datos se genera a través de

analisis MS/MS basados en la identificacion.

Sin embargo, en la mayoria de las técnicas disfamibo es posible su uso para
identificar proteinas de genomas desconocidos. Adertos espectros de buena
calidad quedan muy a menudo sin explicacion despeiégiscar en las bases de datos,
debido a modificaciones inesperadas de proteimasoces de secuencia en la base de
datos. En todos estos casos, la Unica opcion vebla de extraer la secuencia del
péptido de los espectros de masas en tandem exgpgainpor si mismos, un enfoque
conocido como secuenciacide novg donde las masas de los fragmentos de péptidos
experimentales se utilizan para descifrar las sexag de péptidos sin hacer referencia
a las bases de datos. A partir de los algoritmosedeenciaciémle novose buscan
todas las combinaciones posibles de secuenciaspgddan explicar los iones
observados experimentalmente en un espectro. Hajisese utiliza principalmente
como herramienta de validacion independiente derdssitados obtenidos en las
bases, para la eliminacion de falsos positivosa yidentificacion de homologias
(Grossmanret al, 2005).
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1.7.3. Resultados obtenidos con la Proteémica a Mi\Medioambiental

El cambio de enfoque desde proteinas individuales analisis del proteoma tiene una
serie de profundas implicaciones para el disefieraxental, procesamiento de datos,
almacenamiento y recuperacion, visualizacion y ipablon de datos proteGmicos
(Kremeret al, 2005; Lisacelet al,, 2006).

Se esperaba que la capacidad de la proteOmicagstudiar un gran numero de
proteinas acelerara significativamente el descuenta de biomarcadores v,
eventualmente, daria lugar a su uso rutinario emviestigacion médica y en el medio
ambiente. Sin embargo, a pesar de los enormesslogatizados en el campo durante
los ultimos 6 afos, una serie de factores haceagraelel seguir avanzando. Hasta
ahora, solo unas pocas técnicas de cuantificaciédepser consideradas afianzadas, a
menudo con equipos Yy reactivos bastante carosplieaeion de nuevas técnicas a
menudo se mantiene confinada a los laboratoriosuserespectivos inventores y
colaboradores cercanos. Ademas, los resultadosnidbte sélo pueden ser
considerados como pruebas iniciales, o que pu&gécar una cierta reticencia a
aplicarlas por no estar validadas para importgmtegectos académicos e industriales
(Leitner y Lindner, 2006).

La complejidad y el amplio rango de concentraciodeslos componentes de un
proteoma dificultan los esfuerzos para identifiearun nimero aun modesto de
marcadores de proteinas. Esto, naturalmente, didxaecesidad de una subdivision de
la muestra y su fraccionamiento (Anderson, 2008jorines sobre los analisis
proteémicos de decenas (Piepel, 2003), cientos e incluso miles de fracciones de
plasma ya se han publicado (Reseal, 2004). Sin embargo, el costo de la mano de
obra y la intensidad de tales métodos de fracciaram limita su aplicacion a la
investigacion orientada a los laboratorios (Ander&905). Ademas, es poco probable
gue las técnicas antes mencionadas pueden cazactexdas las isoformas posibles de

la proteina, una tarea que requiere estrategiasddis al respecto (Anderson, 2005).

A pesar de los recientes avances en instrumentdei®mctuales técnicas basadas en
MS no pueden cubrir por completo el proteoma deaéhaa o un organismo con mas

de 1.000 proteinas (de Godet al, 2006). Un examen en profundidad de los datos
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experimentales mostraron que el rango dinamicaiefede aproximadamente 1.000,
y el tiempo de ciclo del espectrometro de masdablese el limite de sensibilidad de
la espectrometria de masas para proteOmica a amdamente 500 femtomoles de
muestra proteica (de Godey al 2006). Este limite de deteccion es varios érdeees
magnitud mayor que la sensibilidad subfemtomol redehles con las proteinas

individuales en los espectrometros de masas astuale

Un aumento de la cobertura proteémica parece stblis aumentando el tiempo de
ciclo y el rango dinamico efectivo de los especetios de masas (de Godeyal,
2006). El namero limitado de péptidos detectado yorespectrometro de masas de
ionizacion y posteriorelectrospraysigue siendo uno de los principales desafios y
podria ser otro factor que impida una mayor cob&ntuotedmica. Se ha demostrado
gue la respuesta del MS a un péptido determinadour&s mezcla de péptidos
complejos, rara vez se correlaciona con la quimd&das soluciones (Chakrabory

al., 2007).

Ademas de la identificacion de proteinas incompleta falta de reproductibilidad es
un problema grave. Un analisis de los resultadésnidos mediante protedmica sobre
diferentes plataformas (Andersenal, 2004; Omenn, 2004) reveld una superposicion
limitada entre los conjuntos de proteinas. Cad&afolana presentaba un conjunto
diferente de proteinas y biomarcadores candidkiagje llevo a la conclusion de que
la plataforma definitiva para la identificacion dmoteinas todavia no se ha
desarrollado. Ademas, el analisis, incluso repetiddizando la misma plataforma
para la identificacion de proteinas, no garantiza lbuena superposicion (Dt al.,
2004). Las dificultades para comparar los resulfaddtenidos en diferentes
laboratorios y en diferentes plataformas se debencipalmente a la falta de
estandares para los formatos de datos, procesantieqtarametros y evaluacion de la
calidad (Domon y Aebersold, 2006b).

La disparidad en los formatos de almacenamientalates fue reconocida por la
Organizacion del Proteoma Humano (HUPO), lo qualigficialmente al lanzamiento
de la Iniciativa de Estandares de ProteOmica 2Q@R2 tiene como objetivadéfinir los
estandares de la comunidad para la representaciénddtos en proteGmica, para
facilitar la comparacion de datos, el intercambidayverificaciéri (Hermjakobet al,
2004). La necesidad de directrices (Bradskaal, 2006) también fue impulsado por
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la falta de validacion y verificacion de los readlbs obtenidos a través de los
espectros experimentales de masas en tandem diptidopen una base de datos, que
casi siempre es efectivo, pero no necesariamentectn. Una busqueda exitosa en la
base de datos puede llevar a sobrestimar el naderimformes de identificacion
proteica, debido a que un numero significativo g&a identificaciones es probable
gue sean falsos positivos (Catral, 2004).

La identificacion de las proteinas presentes emumestra es soélo el primer paso en el
largo proceso de la comprension de su funcionugaadpora es generalmente aceptado
gue la diversidad de los procesos bioldgicos s py interacciones moleculares en
las células (Alberts, 1998). Por lo tanto, un modetitoso para la funcion proteica y
la regulacion requiere un amplio conocimiento yc&n exhaustiva de la interaccion
molecular de una proteina con otras proteinasandigs. Las redes de interacciones
moleculares se pueden utilizar para descubrir tasbfes vias de sefalizacion, los
componentes individuales de los complejos interasti y revelar la funcién de
proteinas previamente caracterizadas. También haytener en cuenta que todos los
enfoques de la protedmica actuales proporcionan séh copia estatica de un
proteoma en un punto concreto temporal. La adideénna dimension temporal traera
mejor comprension de los procesos biologicos (Bagah al, 2004), aunque a costa

de tiempo, mano de obra y fondos.

La deficiencia de enfoques en protedmica generaspecialmente aplicable a los
andlisis medioambientales. En particular, el estidta técnica de alto rendimiento de
meétodos automatizados para la identificacion déepras se ve obstaculizado por el
limitado namero de organismos totalmente cubieros las bases de datos de
secuencias de proteinas y genes, un requisitooppava el analisis del proteoma con
éxito. Ademas, la interpretacion de los niveles edgresion proteica en estos

organismos es un desafio debido a la alta variauiligenética, la dependencia en el
estado nutricional y reproductiva de los organismasi como las variaciones

climaticas y estacionales en el medio ambiente (Dgw Sheehan, 2006) .

De particular preocupacion es la tendencia existel® aplicacion de geles en la
proteébmica medioambiental, ya que estan basadawmesliciones de EM con una
precision de masa relativamente baja (MALDI-TOFayg trampas de iones) para la

identificacion de proteinas (Zubarev y Mann, 20079r ejemplo, se pueden ver a
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menudo busquedas de bases de datos con rangak-8léa-de masa, con tolerancias
de 0.5-1 para iones fragmentados (Bhus#taa, 2007; Lantzt al, 2007; Torret al.,
2007). Es obvio que la busqueda en bases de datosnayor tolerancia conduce
inevitablemente a un mayor numero de identificagspmjue no son necesariamente
correctas. Esto requiere de rutinas de validadgurasa que permitan determinar la
tasa de identificaciones con falsos positivos. 8mbargo, incluso el uso de
herramientas de validacion correcta a veces notizaa el tratamiento adecuado de
los datos experimentales, como se muestra por ledrdk (2007), donde se limitan a
eliminar falsas identificaciones positivas, en luda asignar tasas de falsos positivos
para el conjunto de datos. También hay que mencoquesi bien la idea de replicar el
analisis en gel esta firmemente incrustada en mauoadad investigadora del medio
ambiente, muy a menudo la identificacion de preteise basa en una sola MS/MS de
medicion, lo que evidentemente deja de lado larak#za estocastica de los datos que
dependen de las adquisiciones.
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

El OBJETIVO PRINCIPAL del presente trabajo es porer evidencia las
caracteristicas, tanto toxicolégicas como morfalagiy genéticas, de una cepa de
Dictyosphaerium chlorelloidesbtenida en el laboratorio a partir de la corresiEnte
cepa salvaje, que la hacen tolerante a una altzentmacion de cromo trivalente, del
orden de 30 mg/l, la cual resulta incompatible lzowiabilidad de la cepa salvaje. La
recopilacion de estos datos permitira una mejoluacan del riesgo medioambiental
derivado del vertido de este metal a los ecosigeanaaticos, con la posible aparicion

de cepas resistentes, y su adaptacion a ambiedttemes.

Para lograr este Objetivo Principal, una serie dget@os Secundarios han sido

planteados:

1. Valorar el impacto que supone la presencia de crdnvalente sobre el
crecimiento de la cepa dctyosphaerium chlorelloidewlerante a Cr(lll), es
decir, la viabilidad celular fruto de exposicionascorto plazo con metal

pesado, y compararlo con el correspondiente gia salvaje.

2. Determinar el impacto sobre la capacidad fotosoaétesarrollada por la cepa
de Dictyosphaerium chlorelloidemlerante a Cr(lll), valorando el fotosistema
Il, mediante el andlisis del rendimiento cuantioto$intético, e igualmente

compararlo con el correspondiente a la cepa salvaje

3. Establecer igualmente el mismo tipo de impactop men una valoracion del
balance de @ mediante el analisis de la capacidad de prodatmmasumo por
parte de la cepa deictyosphaerium chlorelloidemlerante a Cr(lll), con su

correspondiente comparacion con la cepa salvaje.

4. Estudiar las posibles modificaciones morfolégicasracidas en la cepa de
Dictyosphaerium chlorelloidesolerante a Cr(lll), las cuales pudieran tener
relacion con la capacidad de tolerar esta altaertracion del metal.

5. Estudiar posibles diferencias de expresién géniteeda cepa salvaje y la
tolerante a Cr(lll), que pudieran aportar luz adgacidad para tolerar estas

concentraciones de cromo trivalente.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Principio Quimico

El cromo trivalente utilizado se obtuvo a partiraieruro de cromo(lll) hexahidratado
(CrCl3'6H,0), con una pureza de 96 %, de Sigma (Sigma-Alddibkmical Co. St.
Louis, MO, USA). Para su estudio en los ensayosodiidad, el compuesto era
disuelto en agua destilada y desionizada. A efgutédticos, las diferentes diluciones
se practicaban el mismo dia de realizacion deXpssiciones celulares al compuesto,
siendo desechado el material sobrante.

Todos los reactivos empleados en este trabajo fuebtenidos de Sigma (Sigma-
Aldrich Chemical Co. St. Louis, MO, USA).

3.2. Material Biologico

Ambas cepas dBictyosphaerium chlorelloideganto la salvaje como la tolerante a
cromo trivalente, han sido obtenidas de la colecaitantenida por el Grupo de
Investigacion ALBIOTOX de la Universidad Compluterde Madrid.

3.2.1.Dictyosphaerium chlorelloides

Los ensayos han sido practicados doittyosphaerium chlorelloidegNauman)

Komérek & Perman, citado por Komarek y Perman (1978

Imperio:  Eukaryota
Reino: Plantae
Subrreino: Viridaeplantae
Phylum:  Chlorophyta

Subphylum:Tetraphytina
Clase: Trebouxiophyceae
Orden: Chlorellales

Familia: Chlorellaceae
Género:  Dictyosphaerium
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Es una especie ampliamente distribuida en pa&sé&sbpa como Gran Bretafia (John
y Tsarenko 2002); Dinamarca, Islandia y en el Magmd ruso (Ettl y Gartner 1995), y
en Espafa (Fanés-Trevifit al,. 2009). En Brasil también ha sido identificada
(Menezes, 2010) (Figura 3.2.1-1).

Records
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Figura 3.2.1-1. Distribucion de Dictyosphaerium chlorelloidesen base a las
identificaciones practicadas.

3.3. Medio de Cultivo deDictyosphaerium chlorelloides

Para el cultivo en el laboratorio de fitoplanctom agua dulce se eligio medio de
cultivo BG-11, el cual fue obtenido a partir dehcentrado comercidalyanobacteria
BG-11 Freshwater Solutio(Sigma-Aldrich Chemical Co. St. Louis, MO, USA), y

cuya composicion se incluye en la Tabla 3.3.1-1.

Este preparado esta 50 veces concentrado, poelpara preparar el medio de cultivo
se afadieron 20 ml de concentrado y se completé Habtro con agua destilada y
desionizada, de calidad Milli-Q (Millipore Co., MAISA). Una vez obtenido el medio

reconstituido, éste fue pasado por una unidad Wedd al vacio Stericup-GP

(Millipore) con membrana Millipore Expred<lus y diametro de poro de 0.22 pm
(Millipore Co., MA, USA).
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COMPONENTE mg/L

Acido borico 2.86
Cloruro calcico dihidratado 36.00
Acido citrico 6.00
Nitrato de cobalto hexahidratado 0.0494
Sulfato cuprico pentahidratado 0.079
EDTA disodio magnesio 1.00
Citrato férrico amonio 6.00
Sulfato de magnesio heptahidratado 75.00
Cloruro de magnesio tetrahidratado 1.81
Fosfato potasico dibasico 40.00
Carbonato sodico 20.00
Molibdato sédico dihidratado 0.39
Nitrato sodico 1500.00
Sulfato de zinc heptahidratado 0.222

Tabla 3.3.1-1. Composicion del concentrado comerci@yanobacteria BG-11
Freshwater SolutioriSigma-Aldrich Chemical Co. St. Louis, MO, USA).

3.4. Obtencién y Mantenimiento de las Poblaciones

Todas las especies estudiadas fueron sometidasraaimiento axénico en frascos de
cultivo (Grainer, Bio-One, Longwood, NJ, USA) cof &l de medio de cultivo BG-
11. En todos los casos se mantuvieron a 21 °Cuva@clo de luz/oscuridad del 50 %
y una intensidad de 60 umol4s* en un rango de banda entre 400 y 700 nm.

Las células se mantuvieron en crecimiento expoaesemilogaritmico por medio de
transferencias de indculo unicelular a un medisdoecada dos semanas. Antes de los
experimentos, los cultivos fueron reclonados (mediael aislamiento de una sola
célula) para evitar la inclusion de los mutantggetineos anteriores acumulados en

los cultivos.
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3.5. Ensayos de Toxicidad del Cr(lll)

El efecto téxico del CrGlfue estudiado en base a
tres parametros seleccionados: inhibicion del
crecimiento de poblaciones, inhibicion del
rendimiento cuantico fotosintético y valoracion del
balance de oxigeno en el medio. Para el desarrollo

de los tres tipos de ensayos propuestos, células de

cada una de los dos clones fueron expuestos a una
concentracién de fGcel/ml y en un volumen final

de 10 ml fueron incluidas en tubos estériles degtileno con doble cierre (Sarstedt,
Numbrecht, Germany) para su posterior exposiciG@oataminante. La exposicién en
estos tubos asegura que ni las células ni el castpgeimico quedan adheridos a las
paredes de éstos (Costsl, 2001; Garcia-Villadat al, 2004).

Previamente a la realizacion definitiva de los gasatests de toxicidad previos fueron
desarrollados con el fin de definir el rango idémeoconcentraciones representativo
entre el 0% y 100% del efecto buscado. En basta essayos previos, los rangos de
concentracion de Crghplicados a los estudios definitivos fueron delI(® ppm en
ensayos de crecimiento celular, y 5-12.5 ppm pasayws de actividad fotosintética
en los estudios sobre la cepa salvaj®utyosphaerium chlorelloidesy de 200-800

ppm para todos los estudios sobre la cepa tolefan@e(111)R30.

3.5.1. Inhibicién del Crecimiento Poblacional

Los valores de disminucion del crecimiente

. . [ 0,00 o
de ambas poblaciones celulares estudiada: | Heel WbnovED
H . . f Prafondeur
obtuvieron  por contaje directo a | y 1
. C . ' (@
microscopio oOptico XSZ-107BN (Wincomnr | 00025mm? ISEL

Company Ltd., Hunan, China) con objetivu

x40, de los correspondientes alicuotas sobre wata iNeubauer.
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Al ser un dato medio por observacién directa, cada de las muestras fuer
observadas y lasélulas contadas en las cuatro cuadriculas de apstaccada una ¢
las dos partes de la camara Neubauer. En totalc@uadas las células que apare
dentro de las 64 celdillas (16 por cuadrado). Eftaje final

admitido era la media aritmética dis cuatro contajes realizados.

Los resultados son presentados como porcentajehdgEcion del ; =

crecimiento poblacional, respecto a los valoresrob

3.5.2. Determinacién del Rendimiento Cuantico Fotastético (®ps))

Las variaciones en la actividefotosintética se
estimaron mediante la fluorescencia de

clorofila a para el fotosistema Mbpgy) en cuatro
medidas seriadas, con 30 segundos de inte
de espera para cada una, mediante un fluorir
de pulsos de amplitud modulada, ToxiPAM 2!
(Walz, Effeltrich, Germany).

Inicialmente se procedia a obtener el modelo cbd#aada ensayo, exponiendo
muestras del tubo control. De esta manera se abtehicalibrado a cern
Posteriormente, las muestras procedentes de dadaetan analizadan una serie de
concentracion crecientepteniendo los correspondientes porcentajes dbeiaibm de
®pg), respecto al ensayo cont

3.5.3.Determinaciéon del Balance de Oxige

Para la medicion en las muestras, tanto de la ponglu (fase luminosa) como
consumo (fase oscura) de oxigeno, se ha utilizaddistema Chlorolab Il (Hansate
Instruments, Norfolk, UK). Basicamente es un oximdiasado en el electrodo

Clark situadalentro de una camara oscura que puede ser ilumamasia interio
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La medicion de oxigeno en fase liquida viene
determinada por el hecho de que, cuando se
aplica una diferencia de voltaje, el platino del

que estd hecho el catodo del electrodo se

] polariza, incrementando el potencial eléctrico

a 700 mV. El oxigeno entonces se reduce
debido a la electronegatividad de la superficieatisttrodo, de tal modo que se genera
peréxido de oxigeno (#D,) por lo que la polaridad tiende a disminuir debaltos
electrones cedidos al oxigeno. Asi, el circuitaisera con el cloruro de potasio (KCI)
aportado en la membrana del electrodo, y la plalaadodo se oxida generando
cloruro de plata. El oxigeno aportado por la maestrresponde al consumido por la
reduccion ejercida por el catodo, produciendo ustajestequiométrico en el electrodo
(Figura 3.5.3-1.).

Membrane ————
Cathode (Pt) Seme——— 740,

O,+2H,0+26=H,0,+20H™ %
H0;+2e==20H" §
F=—FKCl bridge

KCl solution
inwell

—— Ag (onode)
dhg=dAg+da
dhg"+ 4C| >4 AqC]

Figura 3.5.3-1.Esquema de las reacciones quimicas llevadas aecabloelectrodo de
Clark.

Las mediciones de produccion o consumo de oxigermagticaron introduciendo las
muestras en la camara oscura termostatizada a,2dofCagitacion magnética a 75
rpm, y aplicando periodos de oscuridad para valefraronsumo, y periodos de luz
para obtener los datos relativos a la producciérOglePara esta segunda fase, el

estimulo luminico se practico a través de una devémtanas que la camara oscura
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tiene para tal efecto, mediante un grupo de dia@osores de luz (LEDs) de color
rojo con una intensidad de 650 nm, y un margernme ée + 25 nm.

Los resultados son presentados como porcentaje ntiéicion del balance

produccion/consumo de,@especto a los valores control.
3.6. Obtencion de Células dB. chlorelloidesTolerantes a Cr(lll)

Para la obtencién de una poblacion estableDdehlorelloidestolerante a cromo
trivalente, se comenzd con cultivar en BG-11 indsulle la cepa de coleccion en
multiplacas de cultivo celular de 96 pocillos (NuBmbH & Co., Langenselbold,
Germany), a partir de un cultivo que fue ajustadma concentracién celular de?10
cel/ml, e incluidas en cada pocillo en un volumaralfde 200 pl. Esta pequefia
concentracion celular permite suponer que ningéh#aac mutante previa se encuentra

presente.

Una vez alcanzado un conveniente nimero de céletasorno a 1.5xf0cel/ml en
cada pocillo, se afiadia una solucién de €8ELO en medio de cultivo BG-11, de tal
forma que en cada pocillo se estableciera una otraogon final de 30 mg/l de Cr(lll).
Dicha concentracion fue seleccionada después der lahcticado los ensayos de
inhibicion del crecimiento poblacional d& chlorelloides de los que se desprendia

gue provocaba el 100% de mortalidad en ensayog tieras de duracion.

Las multiplacas fueron cultivadas a 21 °C y corogetiodo de 12 h. durante un
periodo de tiempo de 60 dias, y llegado a ese puhdatodos aquellos pocillos en los
gue se observo crecimiento celular se procedid @raspaso a frascos de cultivo
Grainer (Grainer, Bio-One, Longwood, NJ, USA) c@r2l de una solucion en BG-11

de CrC§-6H,0 a 30 mg/l. De esta forma, se pudo mantener ceitadb el periodo de

estudio una poblacion estable De chlorelloidestolerante a esta concentracion de
Cr(lll), a partir de ahora DcCr(ll)R30, para prdee a los ensayos de toxicidad

propuestos y a su estudio morfolégico medianteasgmpia Optica.
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3.7. Estudio Ultramicroscopico Celular

Para el andlisis comparativo entre las caractesstimorfologicas que presentan las
células deD. chlorelloidessensibles y tolerantes a Cr(lll), se opt6 pordécacion de
las Técnicas de Microscopia Electronica de Bar(®ieM), Transmision (TEM) y el

analisis dispersivo de rayos X (SEM/EDX).
3.7.1. Preparacion de las Muestras para Microscopialectronica

El procedimiento basico consiste en varias fage$ym@cion del destino de la muestra

(TEM o SEM), algunas de estas son comunes:
3.7.1.1. Fijacién

Consiste en la preservacion de las estructuradacetude una forma répida para
mantener la morfologia y la composicion quimicailsimal organismo vivo. Durante

este proceso, y en funcion del elemento fijadoeden surgir artefactos debido a los
cambios de pH, temperatura, potencial osmoticor@meianes en la permeabilidad de

las membranas.

El protocolo consiste en fijar las muestras en wifeb fosfato (PBS, Phosphate Buffer
Solution 0.1 M, Sigma-Aldrich Chemical Co. St. LeuMO, USA) en el que se aflade
glutaraldehido (Glutaraldehido 25% epCHhasta conseguir que éste quede al 3%), y
paraformaldehido al 0,5%. En esta solucion se aolejis células durante 4 horas a

temperatura ambiente, y posteriormente se lavardiutfer PBS.

El PBS es uno de los buffers que mas respetamjlatectura celular, es relativamente
poco toéxico y estabiliza el pH mejor que otros capgtos en un amplio rango de
temperaturas; uno de los principales inconvenieaeseta quelacion de cationes que

terminan precipitando. El glutaraldehido reaccibign con los grupog-amino de los
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aminoacidos presentes en las proteinas de la rapyesin la excepcion de algunos
fosfolipidos que contienen aminas primarias, la aniayde los lipidos no reaccionan
bien con el glutaraldehido, lo que provoca que mteréos procesos de deshidratacion
y fijacion se extraigan de la muestra. La relacidel glutaraldehido con los

carbohidratos no esta todavia establecida, peha sdservado que del 40 al 65% del

glucégeno es retenido en tejidos animales fijadoseste compuesto (Hayat, 1981).

Deben tenerse en cuenta dos consideraciones adal@aisar el glutaraldehido como
elemento fijante. La primera consideracion tierdacién con su poder de penetracion
en los tejidos puesto que este, por su gran tanmadiecular, no atraviesa las
membranas celulares tan rapido como otros aldehdgosamafio molecular mas
pequefio; es por ello por lo que se asocia su udeldbrmaldehido. En la segunda
consideracion se tiene en cuenta que ningun aldeifffdce opacidad electronica a la
muestra, ya que no hay atomos de metales pesaociads a ellos; este problema

puede solucionarse usando tetradxido de osmio wulapost-fijacion.

Después de la fijacidon quimica, el elemento fijahte de ser eliminado mediante
aclarado. Este procedimiento se realiza normalmsastituyéndolo por soluciones
tampon con el mismo pH y concentracion al usaderemtnente. Con dos o tres
lavados con el buffer suele ser suficiente, aurtquién es util afadir al aclarado

agua destilada, para eliminar sales residualepg@@an afectar a la polimerizacion.

3.7.1.2. Deshidratacion

Este proceso implica el desplazamiento del aguadelular por un solvente organico.
Aunque este paso produce alteraciones en los $ejeouna parte muy importante en
el procesamiento de la muestra. Tras este pastecesario incluir la muestra en un
soporte soélido; en el caso de microscopia elecaddé barrido (SEM), se utiliza una
matriz porosa de policarbonato para la extracc®madmuestra (sistema Millipdte
mientras que para microscopia electronica de tresn@m(TEM) se utilizan polimeros
de resinas durante la inclusion que son incomgatiobn el agua, por lo que este

procedimiento es esencial.
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En este trabajo se utilizaron diluciones de ace{@gma-Aldrich Chemical Co. St.

Louis, MO, USA) concentracion-crecientes: al 30%%by 70% durante media hora
en cada una, ya que la acetona produce menosciétralular que otros desecantes
como el alcohol; ademas no provoca reacciones eéadiss con el tetradxido de osmio

ni con las resinas poliméricas de la inclusion.

3.7.1.3. Post-fijacion

Tras una deshidratacion previa se realiza la p@sidn con la intencion de mantener
lo mas intacta posible la estructura celular, ya debido al proceso de deshidratacion
progresiva que se estd llevando a cabo pueden giregllalteraciones estructurales

importantes o artefactos.

Para realizar la post-fijacion de las nuestras tizdu tetradxido de osmio. El

tetradxido de osmio es un elemento fijante muytneacjue puede disolverse tanto en
solventes polares como apolares. Tiene un tiempaedetracion muy largo y produce
retraccion de la muestra, por eso se usa comotdijaacundario tras la fijacion
primaria. Ademas de actuar como un excelente fijatio electrones gracias a los

atomos de osmio también aumenta el contraste medstra.

El tetradxido de osmio no reacciona bien con pnatehi carbohidratos (situacién que
se aprovecha para neutralizar los residuos), egititdgra fijar lipidos, especialmente
acidos grasos insaturados; también puede reacaondas nucleoproteinas asociadas

al ADN para mantener la estructura nuclear.

Posteriormente a la deshidratacién con acetod@%l se retiré el sobrenadante y se
resuspendio la muestra en tetradxido de osmio @llurich Chemical Co. St. Louis,

MO, USA) al 1% durante una hora a temperatura amdjeen oscuridad y bajo una
campana de extraccion de gases. Despueés, se ektosmio y se lavdé con agua

destilada tres veces, para eliminar los residunidtantes de la post-fijacion.

Tras neutralizar el tetradxido de osmio y los nesglresultantes del lavado de las
muestras con leche en polvo, se continué con laidiesacion de la muestra en
acetona, esta vez en volumenes de 80%, 90%, 9%%lyente acetona pura.
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Durante la preparacién de muestras para SEM, eetegp se realizd6 mediante el
filtrado de la muestra por un sistema Millipdrede 3um de diametro de poro
(Millipore Ibérica, Espafia), con la intencién dewles como soporte para su posterior
procesamiento. En este caso se emplearon 10-15tawimor cada una de las
concentraciones de acetona para terminar con hadilagacion y retener la muestra en

el soporte poroso, acoplando el sistema Millif@aina jeringa de 5 ml.

En caso de preparar muestras para TEM, la deshiitiat post-fijacién se realizara

simultdneamente a la inclusion con resinas poliraéri

3.7.1.4. Punto critico y recubrimiento metalico

Las muestras que quieran ser investigadas mediiEM deben ser secadas por
completo antes de ser introducidas en el microscgaira evitar que el vapor de agua
y otros elementos volatiles alteren la estructwdadmuestra; las muestras biolégicas
con un alto contenido en agua se deformaran sjs@ decar al aire ya que las fuerzas
de tension superficial asociadas a la salida deh @gusaran dafios estructurales. Para
evitar estos efectos, durante el proceso de sabelol® pasarse el limite entre la fase
“liquido-gas”. Entre los métodos que existen pamaseguirlo se encuentra el método
del punto critico en el cual el liquido pasa daewtnte a la fase gas. De este modo las
fuerzas de deformacion se evitan debido a quecslepp de secado tiene lugar por
encima del punto critico del liquido, donde el teméntre la fase liquida y la fase gas

no existe.

El punto critico es un estado particular de un @as todavia puede licuarse. Este
estado viene determinado por alteraciones de prgsiémperatura, llamadas “presion
critica” y “temperatura critica”. Ocurre que enpeinto critico el estado liquido vy el
estado gas son igualmente densos, por lo queugddigpasa a la fase gas sin pasar por
el limite de fases “liquido-gas”, y la muestra seassin los efectos dafinos del secado

en aire.

Segun los valores de presion y temperatura crigétagua, 228.5 bar y 374 °C, si un
espécimen contiene agua no puede ser secado needianétodo del punto critico ya

gue los valores tan altos de presion y tempergiodaian destruirlo. Es por ello que se
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usa otra sustancia como el dioxido de carbono, cwabores de punto critico son
considerablemente mas ventajosos, 73.8 bar y 31EPCeste caso el didéxido de

carbono actia como “fluido transicional”.

Tras realizar el punto critico, se recubre la nmaesbn particulas metalicas para que
ésta sea conductora ya que, de no ser asi, apatstarsiones en la imagen por una

acumulacion de carga durante la irradiacion.

La técnica empleada para mejorar la conductividathsl muestras se conoce como el
recubrimiento posputtering depositando particulas metélicas en una capapbser
comprendido entre 10 y 25 nm.

La eleccion del material con el que se va a reculai muestra depende
fundamentalmente del estudio que se va a real&si,. para la observacion de
imagenes de electrones secundarios el oro y epaewtio son los materiales que
conducen a los mejores resultados; al ser elempegaxios, producen mayor emision.
Cuando lo que se pretende es realizar un estudicoamalitico es recomendable
emplear carbono. El bajo nimero atdbmico de estmezito lo hace practicamente
transparente a los rayos X emitidos por la mue3también se emplean, a veces,

aluminio, cromo, etc.

Para el tratamiento de las muestras del presetnigi@se realizoé eputteringcon oro
coloidal (Sigma-Aldrich Chemical Co. St. Louis, MOSA).

3.7.1.5. Inclusién

Este paso es exclusivo en la preparacion de magstra TEM, previo al corte con el
ultramicrotomo en secciones lo suficientementesfioc@mo para poder ser estudiadas.
En principio se usan medios sdlidos introducidosremolde en forma liquida a modo

de soporte de la resina de inclusién.

Las resinas que se utilizan en este proceso sopuEstos poliméricos inmiscibles con
el agua, por ello se usan medios de transicion daraoetona o el etanol, los cuales se
van mezclando en proporciones decrecientes haataarela inclusion al 100% con la

resina de la muestra a analizar. Normalmente se nes@nas epoxi, ya que cumplen
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muchas de las caracteristicas del medio de inclup&rfecto, esto es, facilmente
adquirible, soluble en agentes deshidratantes, \hsgasidad como mondémero en su
penetracion, polimerizacion uniforme, volumen canst durante la polimerizacion,
alta preservacion de la ultraestructura de la maestomogeneidad a la seccion,
resistencia al calor generado durante el cortabiistad a la irradiacion durante la
observaciéon de la muestra, y facilidad al pasmdelectrones.

Una de las desventajas de las resinas epoxi exisidad dérmica, por lo que todo el
procedimiento ha de realizarse bajo campana des gagaantes, ya que todavia hay

residuos del tetradxido de osmio.

En la preparacion de las muestras de este estsdioysd una resina SPURR
concentrada al 25%, 50% y 75% en acetona pura.Usstmra se encuentra en un tubo
Eppendorf de 1 ml en acetona pura en el momenta d&clusion; inicialmente se

elimina el sobrenadante y se afiade al pellet difesedisoluciones de resina cada
guince minutos evitando resuspender la muestrajniiente se desplaza la acetona
residual de la muestra mediante una inmersion eitpen resina pura por quince
minutos mas. Por ultimo, se elimina el sobrenadgrge deposita el pellet con una
espatula en el fondo de un molde con forma de jpii€rtruncada. Se completa el
volumen con resina, para acelerar el proceso den@otacion se introdujeron las

muestras en una estufa a temperatura constant@®@edtrante 48 horas, asi como los

residuos resultantes para facilitar su eliminacion.

3.7.2. Microscopios Electronicos Utilizados para é\nalisis

| . , L
: Para la observacion de las muestras por microsed@ééronica de

barrido (SEM) se us6 un JEOL 6400 JSM (Jeol Ltdky®, Japan),

con un voltaje de aceleracion de 80 kV, microscabéztronico de

‘ﬁi barrido proporciona imagenes y datos fisico-quimiate la

i superficie de la muestra. Con este mismo microscegipractico el

*7 anlisis elemental cualitativo de cromo, con ursalteion de 133
ev.
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Para la observacion de las muestras por microsedgpitronica de
transmision (TEM) se usaron un JEOL 1010 JEM (Jddl,
Tokyo, Japan), con un voltaje de aceleracion de kd0
microscopio electronico que permite el estudioadeliraestructura
celular en secciones ultrafinas (50-70 nm), ob&idcon

ultramicrotomo.

Adicionalmente, se usé un JEOL JEM 2100 (Jeol Liahkyo,
Japan), con un voltaje de aceleracion de 200 k\trascopio
electrénico de transmision que ofrece una combimaperfecta de
caracteristicas que le convierten en fundamental @aestudio de
casi cualquier tipo de material: (i) alto giro patastudio detallado

de la red reciproca, (ii) alta resolucion en modwgen, (iii)

analisis de composicion por XEDS (X-ray Energy EBrspve
[ b Spectroscopy), y (iv) mapeado quimico en el moddcENT

(Scanning-Transmission Electrén Microscopy). Sdizdtipara el analisis XEDS de

cromo en las organelas celulares.
3.8. Andlisis Protedmico
3.8.1. Preparacién de las Muestras para el Analisde Proteinas

Las células dd. chlorelloidessensibles y tolerantes a Cr(lll) fueron cultivadss
frascos de cultivo Grainer de 200 ml, con el finagener amplias poblaciones de
cada uno de los grupos, dada la alta densidadacejuk fue necesaria obtener. Bajo
estas condiciones, fue posible obtener densidaglgmblacion del orden de 75X10
cel/ml en ambos grupos. A partir de estos cultigespracticé una concentracién hasta
llegar a 600x1®cel/ml, aplicando a sucesivos alicuotas un prodescentrifugacion a
7 g durante 6 minutos. Las células de cada gruptenaas de cada uno de los
alicuotas, se fueron incluyendo en una solucion,BBBosteriormente se ajustaba

hasta la concentracién celular resefiada anteriden&ondo el proceso se repitidé un
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total de ocho veces (n=8), cada una de ellas & dartultivos independientes de cada
una de las cepas estudiadas. Todas las muesteasdaist fueron congeladas a -40 °C,

para su posterior utilizacion.

Para conseguir la ruptura de las paredes celutbrdas
microalgas, todas las muestras fueron sometida®m a u
triple proceso de rapida congelacion-descongelacion
antes de proceder a la ruptura mediante pré&meach
Press Thermo Spectronic French Pressure FA-078 Cell
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA),
sometiendo a cada una de ellas cuatro ciclos con un
incremento paulatino de presion, que al final diaazclo

llegaba hasta 20000 PSI. Con la eleccion de esta

metodologia de ruptura quedaba asegurado un prdeeso
ruptura de las paredes practicamente total en leodauestra, hecho que en ensayos

previos con otras metodologias convencionales dpaesteermado.

Las muestras obtenidas mediante presidn eran s@asicay posteriormente
centrifugadas a 100 g durante 30 minutos. Una Vieznado el sobrenadante, se
resuspendian en PBS con SDS, se concentraban etomadria, y quedaban listas

para su posterior utilizacion en electroforesis.
3.8.2. Electroforesis SDS-PAGE

Las electroforesis se realizaron en geles de 7rl0an espesores de 0.75 mm. El gel
separador se preparé a una proporcion de acriladatd@.5%, y el gel concentrador
del 4%. La polimerizacion se llevo a cabo a tempeasambiente, dejando reposar los

geles al menos 8 horas antes de su utilizacion.

En el proceso de preparacion, los cristales uspdos el empaquetamiento de los
geles eran lavados con jabon, repetidamente aokradn agua destilada, y
posteriormente limpiados con metanol con objetaeipidizarlos. Seguidamente se

colocaban los respectivos separadores, segun srgralicado, entre ambos cristales
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y éstos se fijaban procurando que quedaran a lman@tura para que el gel no se
saliera, aprovechando el propio soporte de placadalse polimeriza el gel. El gel se
afiadio entre las placas hasta una altura de 1 ¢nfindé del cristal pequefio, y
seguidamente se afiadio agua destilada sobre IHisigpd?ara controlar el tiempo de
polimerizacion, aproximadamente 20 minutos, se menexterna una pipeta Pasteur
llena del gel como indicador, y una vez polimeriak retiraba el agua y se afadia el
gel concentrador hasta llenar completamente el caspentre los dos cristales.
Réapidamente se incluyé el peine, teniendo cuidado nd formar burbujas,
produciéndose la polimerizacion en un tiempo amnexio de 10 minutos. Ya
polimerizado, se retiraba el peine y se afiadiamrepbn de electroforesis en las calles

del gel concentrador.

Las muestras fueron desnaturalizadas diluyéndolas (\v) con buffer sample
reductor compuesto de Tris 120 mM pH 6.3, SDS al @4mercaptoetanol puro y
bromofenol (marcador del frente de migracion) 8b@6. Elbuffer sample no reductor
estaba constituido por Tris 120 mM pH 6.3, gliceabl20%, SDS al 4% y azul de
bromofenol al 0.1 %. Las muestras asi preparadasmagenian a temperatura de 95 °C
durante 10 minutos, y a continuacion se aplicatmu@tas en cada pocillo del gel. En

cada gel se incluyeron patrones proteicos de 14230

Para el montaje del gel en la camara de electrsifgree acoplaba el electrodo y se
cargaban los patrones y muestras, con ayuda deringg Hamilton, a razén de 10 pl
de muestra por cada calle y atendiendo a los sitpsigparametros:

- Patrén: 5 pl de marcador (25 upg prot/pocillo) 8 21 tampéon + 5 pl

glicerina/bromofenol + 2,5 pl mercaptoetanol.

- Muestra: 10 pl de muestra + 20 pl tampdn + 5ligegna/bromofenol + 2,5

Kl mercaptoetanol.

Después se colocaba la solucion tampon de elemsifoen la camara interna del
electrodo hasta que se cubria por completo elygalresto se depositaba en la cubeta
de electroforesis. Una vez realizadas estas magpbe conectaban los electrodos a la
fuente de alimentaciéon y se hacia correr el getahasie le frente de azul de

bromofenol llegara hasta el final del gel.
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El buffer de electroforesis empleado estaba camdtitpor Tris 25 mM pH 8.3, flicina
190 mM y SDS al 0.1%. Las electroforesis se inigan 80 V, 150 mA y 300/150 W
manteniéndolas asi hasta que las muestras peeetrgel separador (30 minutos), y
es entonces cuando se incrementa el voltaje ha®@ \I, igualmente a 150 mA y
300/150 W durante 1 hora.

Al final, los geles eran desmontados, separadokwsieristales con ayuda de agua
destilada, y procediendo posteriormente al prodestincion y destincion. La tincién
de los geles se practicéd, durante un periodo dera, imediante una solucién que
contenia 0.25 g de colorante Coomasie BrillianteBIR-250), disueltos en 125 ml de
isopropanol, 50 ml de acido acético glacial y 326dem HO. Para el proceso de
destincion, los geles fueron lavados repetidassveneuna solucién de acido acético al

7.5%, en agitacion, hasta que se visualizaronlbgebandas.
3.8.3. Identificacion de Proteinas por Espectromeia de Masas

La Espectrometria de Masas es una tecnologiaiaaaiencial en el contexto de la
proted6mica actual debido a su alta capacidad dessn&u sensibilidad y su precision

en la determinacion de masas moleculares proteicas.

3.8.3.1. Identificacion de proteinas mediante huella papédy fragmentacion de

péptidos mediante espectrometria de masas (MALHTOF).

Para proceder a la identificacion proteica se mlidca una digestion enziméatica con
tripsina de las manchas proteicas a partir de EesgSDS-PAGE. Para ello, se
cortaron ambas bandas con una hoja de bisturi gepesitaron en sendos tubos

Eppendorf.

Después de realizar dos lavados con agua milli+@rde 10 minutos, se procedi6é a su
deshidratacion cubriendo la porcion de gel conaaietio (AcN) durante 5 minutos,
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en espera de que el gel se deshidrate y se libeotogante. Esta operacion se repitio
dos veces para que el gel quedara mas o meno®blanc

Después de secar a vacio mediante centrifuga “Spaed se procedié a su reduccion
y alquilacién cubriendo las bandas con una soluéi@mM Di-tio-treitol (DTT) en
bicarbonato amonico 25 mM (NHCO;), durante 30 minutos a 56 °C.
Posteriormente, se dejaron a temperatura ambsa&imina el DTT y afiade AcN, el
fue es retirado rapidamente para incubar con ietaadda 55 mM (10 mg /ml) en 25
mM de NHHCGO; durante 15 minutos en oscuridad.

De nuevo las muestras fueron incluidas en AcN dardn minutos y se retird
posteriormente, se afiadio entoncegNIEIO; 25 mM y se incubd otros 5 minutos, tras
los cuales sin retirar el sobrenadante se afiadé vgplumen de AcN y se incubd otros
15 minutos. Estando asi, las muestras se secaraci@en centrifuga “speed-vac”, y
seguidamente se procedio a su digestion.

Para proceder a la digestion, se afiadio tripsinan@nconcentracion de 12,5 pigén

25 mM de NHHCO; y en un volumen que cubra bastante por encimbhaadas que
ahora estan deshidratadas. Se incubd en hielo tdudth minutos para que se
absorbiera pero sin que llegase a actuar, se retiréobrenadante y se afadio
NH4HCO; 25 mM hasta cubrir las bandas.

Tras incubar las muestras toda la noche a 37 8Gubms fueron agitados con vortex y
se centrifugaron para pasar el sobrenadante a sitvos.

Para proceder a la extraccion de los péptidosbdaslas fueron cubiertas con AcN
10.5% &cido trifluoroacético (TFA) al 50% y se smrbn 10 minutos. El sobrenadante
fue pasado a otros tubos, repitiendo esta operar@éveces. Esta extraccion se repitid
tres veces con AcN, a un tiempo de 10 minutos cada, depositando los
sobrenadantes junto con los de las tres extracciameriores.

Todos los sobrenadantes juntos fueron secados mwediantrifuga “speed-vac” y
resuspendidos en de AcN en 0.1% TFA al 50%.

El andlisis de los péptidos se realiz6 medianteaspmetria de masas tipo MALDI-
TOF, mediante un Espectrometro de Masas 4800 POV TOF/TOF Analyzer
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(AB Sciex, Foster City, CA, USA), con fuente dei&ation tipo
MALDI y dos analizadores tipo tiempo de vuelo emd@am y
camara de colision (CID) para fragmentacion de sote Applied
Biosystems. La identificacion de proteinas no skEmMEs
concluyente y no es posible en el caso de espegigs proteinas
estan poco representadas en las bases de datestdsncasos es

necesaria la fragmentacion de los péptidos paenebta secuencia
de aminoacidos y por tanto la identificacion deptateina por diferentes medios
(Busquedas en bases de datos de secuencias ESEisandediante BLAST,

secuenciancion de novo). De esta manera se propadidla obtencion del mapa o

huella peptidica.

A partir de una fragmentacién automatica de pépt{de 1 a 3 péptidos por MS/MS),
se procedi6 a la busqueda e identificacion de jpateediante huella peptidica (datos

MS) mediante las secuencias de péptidos (datos EE/M
La secuenciacion de péptidos mediante espectraminmasas (MALDI-TOF/TOF).

La busqueda automatica e identificacion se practiediante el sistema GPS (Global

Protein Server) acoplado a los datos del TOF-TOF.
3.9. Andlisis Estadistico de los Resultados

La respuesta del rendimiento cuantico fotosintéliem obtenida mediante el paquete
informatico ToxyWin v1.14 (Heinz Walz GmbH. Effetth, Germany), mientras que
las gréaficas correspondientes al balance de oxideamn monitorizadas con el
paquete informatico Oxygraph Plus V v1.01 (Handatewstruments Ltd., Norfolk,
UK). Todos los experimentos fueron realizados ah@seB veces, y cada muestra fue
analizada por triplicado. La media aritmética yvilson estandar fue calculada para
cada tratamiento, y la concentracion inhibitoriadraea las 72 horas (kg72) se
calculo de acuerdo con los datos obtenidos enXpsrignentos. Igualmente fueron

calculados los parametros de concentracion inmiaitmtal (1Goo72), y la maxima
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concentracion con la que no se observan efectosrsal/ en las muestras ensayadas
(NOEC (72 h)).

Las diferencias estadisticamente significativageemtuestras fueron determinadas
usando el andlisis de Varianza ANOVA, aplicando tgri@rmente un analisis
Bonferroni como sistema comparativo entre los difegs grupos. El valor de
significacionp<0.05 era considerado como significativo. La obtamale las curvas
respuesta, asi como todo el tratamientos de datelsapalisis de correlacion, fue
realizado usando el paquete informatico GrapPairPv4.0 (GraphPad Software Inc.
La Jolla, CA, USA).

Para el estudio de la capacidad de duplicacion beddi por la especie
Dictyosphaerium chlorelloideganto en la cepa salvaje como en la tolerante(ld)C
30 mg/l, se empled el ajuste malthusiano propuesto Crow y Kimura (1970),

mediante la férmula

()

t

m = log,

donde m es el indice de crecimiento, es decir,ueharo de duplicaciones que se
producen cada dia,:N Np la densidad celular final e inicial respectivanegnt t el

tiempo de observacion transcurrido entpeyNN;.

Para el estudio matematico de esfericidad celalarlos estudios de células Be
chlorelloidestolerantes a Cr(lll) 30 mg/l, se emple6é un coefite de forma (CF),
modificado del propuesto por Renau-Piquetaal. (1985). Este valor CF se obtiene a

través de la expresion

P

CF =—
b

donde Pm es el perimetro de la circunferencia nnasdg que puede ser incluido
dentro de los limites de cada imagen digitalizad®r es el perimetro real de esa
imagen. El valor de CF=1 corresponderia a la esfixd total. Los resultados
obtenidos fueron analizados mediante el Test denMéithney, usando igualmente el

paquete informético GrapPad Prism v4.0.
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Y para determinar el volumen celular, se han aiilz las formulas:

4
-Tnr ST ToT
3 3 t1T2T3

segun se aplique a la obtencion del volumen dedagas representantes de la cepa
salvaje deD. chlorelloides(volumen de una esfera), o al de las células deejm
tolerante DcCr(ll1)R30 (volumen de un ovoide).
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4. RESULTADOS

4.1. Ensayos de Toxicidad Aguda

Los valores obtenidos acerca de NOEC (72 h), adel®d€so72) € 1Cigo(72) CON SUS
correspondientes limites de confianza al 95%, encdpa deDictyosphaerium
chlorelloidessalvaje y tolerante a Cr(lll), DcCr(ll)R30, sorepentados en las tablas

4.1-1y4.1-2.
Dictyosphaerium chlorelloides
NOEC IC 50(72) IC 100(72)
Parametro n
(72 h) (LC 95%) (LC 95%)
14.26 20.42
Crecimiento celular 8 10
(11.17-26.42) (16.07-24.76)
7.89 12.62
Dpgy 8
(7.15-8.64) (11.19-15.17)
7.67 12.36
Balance de © 8
(6.99-8.33) (11.09-14.49)

NOEC (72 h): Maxima concentracion sin efectos togicobservables; Kg7oy
concentracion inhibitoria media; 16725 concentracion inhibitoria total.

Tabla 4.1-1. Valores correspondientes a los parametros toxgom8 seleccionados,
para los ensayos realizados con la cepa salvdpatigsphaerium chlorelloided.os
valores son el resultado de un total de 8 expetinsgm=8) y se expresan en ppm.
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DcCr(l11)R30

NOEC IC 50(72) IC 100(72)
Parametro n
(72 h) (LC 95%) (LC 95%)
502.34 2792.54
Crecimiento celular 8 90
(452.90-562.34) (2037.04-4446.31)
167.11 889.20
Dpg 8 30
(158.12-175.39)  (855.07-928.97)
135.83 849.18
Balance de © 8 20

(118.30-152.40)  (788.86-928.97)

NOEC (72 h): Maxima concentracion sin efectos togicobservables; WKgzoy
concentracion inhibitoria media; 165725 concentracion inhibitoria totéft. diferencias
estadisticamente significativas a p<0.05 con resp@asalor de crecimiento celular.

Tabla 4.1-2. Valores correspondientes a los parametros toxgadé seleccionados,
para los ensayos realizados con la cepa tolerac@(D)R30. Los valores son el
resultado de un total de 8 experimentos (n=8) gxgeesan en ppm.

Atendiendo a la clasificacion presentada porEla/ironmental Protection Agency
(USEPA, 2000), acerca de la toxicidad aguda deaomni@ntes sobre organismos
acuaticos, los valores deslfg») correspondientes a la cepa salvaj®ayosphaerium

chlorelloidesvarian segun se tengan en cuenta las variaciai®e &l crecimiento

poblacional o la alteracion de la actividad fott&iica, encuadrandose dentro del
pardmetro de “poco téxico” para el primero, y “ma@tamente tdxico” para los
segundos. Sin embargo, en el caso de la cepa DYRBQ, los valores pertenecientes
al crecimiento celular, rendimiento cuantico fotdéiico y balance de oxigeno se

incluirian dentro del parametro de “practicameraedxicos”.

En ambos casos, en el estudio comparativo entredsgparametros seleccionados se
observa un desplazamiento a la izquierda de lassrele regresion lineal (Figura 4.1-
1), correspondientes a los parametros fotosingtitanto de rendimiento cuantico
fotosintético como de balance de oxigeno, con wméspal crecimiento celular. Sin
embargo, dicho desplazamiento no es lo suficieor®oc para que las rectas de
regresion lineal obtenidas sean estadisticamegiéisativas p<0.05 en el caso de la

cepa salvaje deDictyosphaerium chlorelloides mientras que dicho grado de
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significacion aparece en la cepa DcCr(ll)R30 cwarsk comparan las rectas

correspondientes a crecimiento celular y balanaex@geno.

a) b)

O crecimiento -
100 # =PI 100 § Ecmente
4 02 * Oz
- 151 2 - 7151
i I"=|:|.99 i
2 50 £ 5o
= =
251 © 25-
0 0
I I T T I T
0.75 1.00 1.25 1.5 2.5 3.5
log [Crlll], ppm log [Crill], (ppm)

Figura 4.1-1 Respuesta inhibitoria del crecimiento celulay),(rendimiento cuantico

fotosintético @) y balance de oxigend®), correspondiente a los ensayos sobre la
cepa salvaje d®ictyosphaerium chlorelloidega) y la cepa tolerante DcCr(l11)R30.
Los puntos representan las medias, y las lineaScales sus correspondientes
desviaciones estandar, de ocho observaciones (n=8).

El analisis del rendimiento de oxigeno indica quneaembos parametros estudiados,
produccion y consumo de oxigeno, se produce undbiandn concentracion
dependiente tanto en los ensayos con la cepa salgBjictyosphaerium chlorelloides
(Figura 4.1.-2a) como en los practicados sobreje ¢olerante DcCr(l11)R30 (Figura
4.1-2b). Los analisis comparativos que involucran yn lado a la produccion y por
otro lado al consumo, con independencia de la cirax@on en una u otra cepa,
marcan similar efecto para cada uno de los puntesgnforman la recta de regresion.
Unicamente se observa una diferencia muy signifiaagn el aumento y disminucion
de oxigeno en el medio, ya que la cepa tolera@gll) consume y produce mucho

menos oxigeno que la cepa salvaje, aproximadarberdgees menos.
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Figura 4.1-2. Graficas obtenidas en los ensayos para deterdairdgisminucion en la
produccion de oxigeno durante la fase luminicg ¢ la reduccién del consumo de
oxigeno durante la fase oscuM)(de una poblacién celular correspondiente a la cep
salvaje deDictyosphaerium chlorelloide&) y otra representativa de la cepa tolerante
DcCr(ll)R30 (b), expuestas a concentraciones erges de CrGl

4.2.Dictyosphaerium chlorelloide3olerante a Cr(lll)

Después del cultivo durante 60 dias de la cepaajsalde Dictyosphaerium
chlorelloides en medio BG11 que contenia una concentraciorOdad@l de Crd y
bajo las condiciones descritas en el capitulo deeléh y Métodos, una cepa de esta
alga verde tolerante a dicha concentracion [DcJRB0] pudo ser mantenida en el

laboratorio para ser utilizada en los ensayos tb&@gicos propuestos.

En este proceso de mantenimiento en laboratoriqqus® determinar el indice de
crecimiento celular exhibido por la cepa toleraat®,4-DNP 2 mM, el cual fue
cuantificado en un valor m = 0.104+0.031, y compareon el obtenido con la cepa
salvaje deD. chlorelloides con la que se obtuvo un valor m = 0.660x0.020.
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4.2.1. Estudio Morfolégico

4.2.1.1. Resultados Obtenidos por Microscopia Hi@titca de Barrido
(SEM)

La observacién de las células correspondientes dde modelos, salvaje y tolerante a
Cr(Ill), mediante la técnica SEM, pone en evidergu@ el clon tolerante sufre una
serie de modificaciones morfolégicas muy significa, respecto a las caracteristicas
propias de la cepa salvaje (Figura 4.2.1.1-1), ¢ ga encuadran dentro de los
parametros de variacion de superficie, y cambid®ehea y tamafio a nivel general.

La comparacién entre ambas paredes celulares penmahifiesto que la cepa
tolerante DcCr(lll)R30 desarrolla una superficiesnt@éigosa que la cepa salvaje,

estructurando dicha superficie de contacto coneglionde forma distinta.

La forma geométrica también sufre una drastica ac&m. Las mediciones
correspondientes a un total de 400 células, 20@llds correspondientes a la cepa
salvaje deDictyosphaerium chlorelloidesy las otras 200 a la cepa tolerante
DcCr(llH)R30, han dado como resultado valores CF 0d@1+0.05 y 0.49+0.10,

respectivamente.

Figura 4.2.1.1-1.Imagenes ultraestructurales de células repregdestate la cepa
salvaje deDictyosphaerium chlorelloide&@) y de la cepa tolerante DcCr(l11)R30 (b),
obtenidas mediante micrsocopia electronica dedm(x15.000).
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En los mismos grupos celulares (cepa salvaje ylasldel clon tolerante) se

estudiado el tamafio mediante el andlisis del vatucetular. El valor medio obtenic
para la cepa salvaje fue de 297.75+13.77° (n=200), mientras que era sélo
145.82+27.85 ph(n=200) para las células tolerantes a Cr(lll), lee csupone u
significativo porcentaje de reducciéon del 51.0389%8specto a las anteriores (Fig
4.2.1.1-2).
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Figura 4.2.1.1-2.Comparacion delolumen correspondiente a las cepas salvaje (I
tolerante a Cr(lIl) [DcCr(II)R30] d¢D. chlorelloides Cada barra representa un t
de 200 mediciones celulares (*) indica un gradsigdeificacion superior a p<0.(

4.2.1.2. Resultados Obtenidpor Microscopia Electronica de Transmisit
(TEM)

De la observacion de las diferentes estructuraslaces de DcCr(ll)R30, pc
microscopia electronica de transmision, se despreue las células integrantes
este clon sufren una gran variedad de cos morfolégicos. Lo primero que llama
atencion es el significativo incremento de grosotadpared celular, respecto a la c
salvaje, en unas dimensiones que estan alreded@r \xes mas espesor (Fig
4.2.1.2-1).
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Figura 4.2.1.2-1.Imagen ultraestructural comparativa entre las maeelulares de
cepa salvaje dB. chlorelloide: (a) y DcCr(II)R30 (b) (x80.000).

En segundo lugar, en la cepa tolerante apareceignifiGtivo incremento en ¢
namero de vacuolas intracitoplasrcas, respecto al nimero de éstas que aparec
la cepa salvaje d@. chlorelloide: (Figura 4.2.1.2-2).

Figura 4.2.1.2-2.Imagen ultraestructural comparativa entre dos aglpkrteneciente
a la cepa salvaje de. chlorelloide: (a) y a DcCr(II)RB0 (b) (x20.000). Las flechs
marcan la densidad vacuolar en la cepa tolel

Finalmente, otro aspecto diferencial entre ambasas<es la aparicion en las céll
tolerantes a Cr(lll) de unos acimulos de matefedtedenso, ausente en las céll
de la cepa salvaje, similares a como apareceria unegl® como el cromo en
interior celular. Estos acumulos se distribuyen pommo el interior de las célule
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apareciendo tanto en la pared celular como enaglasma o vacuolas (Figura 4.2.1.2-
3).

Figura 4.2.1.2-2. Imagenes ultraestructurales correspondientes ad paedular,
citoplasma y vacuola de la cepa tolerante DcCRB0 (b) (x80.000). Las flechas
marcan la presencia de acumulos electrodensogidesaen los diferentes elementos.

4.2.1.3. Acumulo de Cromo Celular por Energia Disgpea de Rayos X
(EDX)

Los resultados obtenidos en la busqueda de croméa esuperficie celular, por
dispersion de Rayos X combinada con microscoptdrélica de barrido (SEM-EDX)

se incluyen en la Figura 4.2.1.3-1. El analisis parativo de ambos espectros muestra
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la apariégdon de cromo en la superficie de la pared celudatad células representan
de la cepa tolerante a cromo trivalente (Figural4:-1b), hecho que no aparece en

células control d®ictyosphaerium chlorelloid: (Figura 4.2.1.3-1a).

Figura 4.2.1.3-1.Espectros de energia dispersiva de rayos X obtendo SEM
(SEM-EDX) representativos de las paredes celularesrpaientes a la cepa salv
deDictyosphaerium chlorelloidi (a) y al clon tolerante CdCr(III)R30 (

Cuando esta busquedse practicd en las diferentes estructuras cehilan amba
cepas, mediante la combinacion de EDX con micrdscefectronica de transmisis
(TEM-EDX), los espectros presentaron picos correspotetieal cromo en el interic
de pared celular, citoplas! y asociado al pirenoide, pero no de forma libreek

interior vacuolar (Figura 4.2.1-2).
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Figura 4.2.1.3-1.Espectros de energia dispersiva de rayos X olaenidr TEM
(TEM-EDX) representativos del interior de la pareélular (a), citoplasma (b),

pirenoide (c) e interior vacuolar (d), pertenectent la cepa tolerante a Cr(lll) de
Dictyosphaerium chlorelloides
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4.2.2. Estudio Proteico

4.2.2.1. Diferenciacion preica por Electroforesis SDBAGE

El resultado de comparar las expresiones protebéesnidas tras el tratamiento
células representantes de la cepa salvajeD. chlorelloidesy la tolerante

concentraciones de 30 mg/l de Cr(lll), se sumarezata Figura 4.2.2-1.

o -
-
.o

_O“_

| <t ]

§1(30-97 KDa) §2 (20-250 KDa)

Figura 4.2.2.1-1. Electroforesis SD-PAGE perteneciente a ambas cepasD.
chlorelloides salvaje y tolerante a 30 mg/l de Cr(lll), en camgzion con lo:
estandares proteicos comerciales (S1 y S2). Lofo$vajos resaltan dos banc
proteicas aparecidas encepa tolerante, que no aparecen en la cepa s

El estudio comparativo ha puesto en evidencia ésgucia de al menos dos ban
proteicas que aparecen claramente en la cepa DYRB0, y que sin embargo

aparecen en la muestra perteneciente cepa salvaje. A partir de la curva
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calibracion relacionada con los estdndares pratemmmerciales, ha sido posil
establecer los correspondientes pesos moleculares gada una de ellas, cu
valores fueron de 23,052 y 153,461 KDa respectiveae

4.2.2.2. ldentificacibn de Proteinas mediante HaellPeptidica vy
Fragmentacién de Péptidos mediante Espectrometeidadsa:

Se procedié a identificar las dos bandas proteigasyiamente selecccionac
mediante electroforesis S-PAGE y que corresporaii a aquellas que

diferenciaban de las de la cepa sal

4.2.2.2.1. Banda proteica de 23,052 k

El analisis de péptidos, mediante espectrofotomelei masas, queda representad
la Figura 4.2.2.2.1-. En ella se aprecian los cinco péptidosccionados, que pose
una relacién carga/masa (m/z) de 1538,70; 15701882,00; 2055,89 y 2183,9

respectivamente.

TORTOF™ Reflecer Spec# MC=ADBC(,0504 oNFOIEP =8043 5761]
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Figura 4.2.2.2.1-1.Espectrimetria de masas (MALDIOF/TOF), correspondiente
labanda proteica d&3,05: KDa procedente de la cepa DcCr(ll1)R30.
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La busqueda e identificacion de la proteina medidmiella peptidica, con la
consiguiente fragmentacién peptidica de cada unellds, mediante MS/MS vy su
secuenciaciorde novgo se representan en las Figuras 4.2.2.2.1-2, 53;54 -6,

respectivamente.

En la Tabla 4.2.2.2.1-1 se incluyen las secuermmisioacidicas de cada uno de los
péptidos estudiados.

PEPTIDO SECUENCIA
(m/z) (aa)

1538,70 ALWSSLESFLETR

1570,80 ALW(diox)SSLESFLETR

1982,00 EWKALWSSLESFLETR

2055,89 YFLGAESLTDPEVDKSER

2183,90 KYFLGAESLTDPEVDKSER
A: alanina Q: glutamina L: leucina S: serina
R: arginina E: ac. glutamico K: lisina T: treonina
N: asparagina G: glicina M: metionina W: triptofano
D: ac. aspértico H: histidina F: fenilalanina Yosina
C: cisteina I: isoleucina P: prolina V: valina

Tabla 4.2.2.2.1-1.Secuenciacionesle novo correspondientes a cada uno de los
péptidos obtenidos a partir de la banda proteic23q@52 KDa.
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TOHTOF™ MS/MS Precursar 1538.67 Spec #1 MC=>ABC( 32,0.5,0.1)=>NF0.9BP =159.1, 48338]

- 159.0808
100 48E+4
901
801
701
601
276.1307
86.0926
501
40
301
752.3599
20 112,07
120.0f
1538.7462
527.2176
10+ 70106 458.2042
665.3237
Lppps2 5pp-2023 1081.5371
7 % 1 k l 7873658 8814076 9945170 ‘3
1669 603.2455) 1168.5845 1354.7428
J $ du i skl goozepaf 7epapse Lagpare2 | pae. SEF‘E N ST i i . 1494.6910
9.0 655.8 979.2 1302.6 1626.0
Mass (m/z)
Spectrum Label: F6_1 - Precursor: 1538.7893 Peptide Sequence: AIWSSIESM*LETR Score: 85.43
500000
b 1 -
50000 | f f f f f f f f f f f f |
q1 | | | | | | | | | | | | |
11 | | | | | | | | | | | | |
11 | | | | | | | | | | | | |
400000 ! | | | | | | | | | | | | |
41 I wiso.oby | | | | I | | | | | |
q1 | | | | | | | | | | | | |
11 | | | | | | | | | | | | |
350000] | | | | | | | | | | | | | |
11 I | | | | | | | | | | | |
11 | | | | | | | | | | | | |
q1 | | | | | | | | | | | | |
11 | | | | | | | | | | | | |
3000007 | | | | | | | | | | | | |
1 I | | | | | | | | | | | |
q1 | | | | | | | | | | | | |
2 q1 | | | | | | | | | | | | |
EZWOO‘F I I I I I I I I I I I I I I
11 | | | | | | | | | | | | |
11 | | . | | | | | | | | | | |
11 | | | | | | | | | | | | |
200000 | NP | | | | | | | | | | | |
11 i | | | | | | | | | | | |
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Figura 4.2.2.2.1-2 Fragmetnacion peptidica y secuenciaai@novocorrepondiente
al péptido con relacion carga/masa (m/z) de 1538,70
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Figura 4.2.2.2.1-3Fragmentacion peptidica y secuenciaai@énnovocorrespondiente
al péptido con relacion carga/masa (m/z) de 1570,80
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TORTOF™ MS/MS Precrsar 1962 Spec#1L MC=AMVBOE2, 0501=NFO9BP =120, 2154]
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Spectrum Label: F6_5 - Precursor: 1982.0032 Peptide EWKALWSSLESFLETR Score: 72.51
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Figura 4.2.2.2.1-4Fragmentacion peptidica y secuenciaai@mnovocorrespondiente
al péptido con relacion carga/masa (m/z) de 1982,00
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TORTOF™ MS/MS Precursor 2055.99 Spec#1 MCBP =51 9.2, 29368]
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Figura 4.2.2.2.1-5Fragmentacion peptidica y secuenciaai@novocorrespondiente
al péptido con relacion carga/masa (m/z) de 2055,89
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TORTOF™ MS/MS Precurstr 218391 Spec#L MC=>AMBC( 32,05,0.)>NFO9BP =519.2, 48622]
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Figura 4.2.2.2.1-6 Fragmentacion peptidica y secuenciaai@énovocorrespondiente
al péptido con relacion carga/masa (m/z) de 2183,90
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4.2.2.2.2. Banda proteica de 153,793 }

El analisis de péptidos, mediante espectrofotometrimasas, queda resentado en
la Figura 4.2.2.2.2- En ella se aprecian los cinco péptidos seleadio:, que poseen
una relaciéon carga/masa (m/z) d304,67; 1527,0; 1990,85; 2321,( y 2895,13,

respectivamente.

TOF/TOF™ Reflector Spec #1 MC=>AdvBC(32,0.5,0.1)=>NF0.9[BP = 804.3, 5761]

83042941

100 5760.8
90
80-
70

60 -

50 ©
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0 pmstnsce b . : T
799.0 1361.6 1924.2 2486.8 3049 4 3612.0

Mass (miz)

Figura 4.2.2.2.2-1.Espectrometria de masas (MAL-TOF/TOF), corespondiente a
la banda proteica d&3,46. KDa procedente de la cepa DcCr(ll)R

La bisqueda e identificacion de la teina mediante huella peptidica, cca
consiguiente fragmentacién peptic de cada uno de ellos, mediante MS/MS
secuenciaciorde novg se representan en las Figuras 4.2.-2, -3, -4, -5 y -6,
respectivamente.

En la Tabla 4.2.2.2.2-se incluyen las secuencias aminoacidicas de waalale |os
péptidos estudiados.
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PEPTIDO SECUENCIA

(m/z) (aa)
VILDFKAEITR
1304,67
(VLLDFQLEITR) ???

1527,70 SALPMISGTGITGCR

1990,85 PTACYASGTDCSPTYALR

2321,08 LPESYXGTCASVSNNAFPLEVR

2895,13 SSGYTLDDGCGVDAGGMPAAAVDVYTAR
A: alanina Q: glutamina L: leucina S: serina
R: arginina E: ac. glutamico K: lisina T: treonina
N: asparagina G: glicina M: metionina W: triptofano
D: ac. aspértico H: histidina F: fenilalanina Yosina
C: cisteina I: isoleucina P: prolina V: valina

Tabla 4.2.2.2.2-1.Secuenciacionesle novo correspondientes a cada uno de los
péptidos obtenidos a partir de la banda proteickb3e461 KDa.
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Figura 4.2.2.2.-2.Fragmentacion peptidica y secuenciadi@novocorrespondiente
al péptido con relacion carga/masa (m/z) de 1304,67
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TOFTOF™ MSMSPrecursor 152067 Spec #1 MC=>AdvBC( 32,050.1)=>NFO9[BP=86.1,14901]
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Figura 4.2.2.2.-3.Fragmentacion peptidica y secuenciadi@novocorrespondiente
al péptido con relacion carga/masa (m/z) de 1527,70

[102]



4700 MS/MS Precursor 1304.65 Spec #1 MC=>AdvBC(32,0 .5,0.1)=>AdvBC(32,0.5,0.1)=>NF0.9[BP = 86.1, 29304]
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Spectrum Label: F1_5 - Precursor: 1990.7867 Peptide PTAC*YASGTDC*SPTYALR Score: 86. 57
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Figura 4.2.2.2.-4.Fragmentacion peptidica y secuenciadi@novocorrespondiente
al péptido con relacion carga/masa (m/z) de 1990,85
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TOHTOF™ MS/MS Precursor 2321.08 Spec#1 MC=Ad/BC( 32.050.1>NFO.YBP =175.1, 5286]
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Figura 4.2.2.2.-5.Fragmentacion peptidica y secuenciadi@novocorrespondiente
al péptido con relacion carga/masa (m/z) de 2321,08
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609.2, 5876]

TOHTOF™ MS/MS Precursar 289513 Spec #1 MC=AABC( 32,0.50.1)=NF0.9BP
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4.2.2.2.3. ldentificacion Proteica a partir de Bagie Datos

La busqueda de coincidencias para la proteina gmwablcon peso molecular de

153,461 KDa, en las diferentes bases de datosngerémtes a los bancos de datos de
proteinas, no ha aportado ningun resultado cointaédgue resultara lo suficientemente
significativo como para relacionarlo con algunatgimea incluida en dichas bases de

datos.

Sin embargo, los resultados obtenidos con la pratedbn peso molecular de 23,052
KDa, cruzando éstos con las diferentes bases de,d&n aportado una coincidencia
significativa a través del banco de datos de pratedelResearch Collaboratory for
Structural Bioinformatics (RCSB, La Jolla, CA, USA). Cruzando los datos
conjuntamente con las fracciones peptidicas de mstaina, en todas ellas aparece
una muy baja concordancia de secuenciacion coal@l 2YC2 c” de dicho banco de
datos, que corresponde a una pequefia GTPasa meldai@on la familia RAB, la
cadena C del complejo proteicdntraflagellar Transport Complex 25-27
(IFT25AC/27) (Figura 4.2.2.2.3-1), con un peso molecutapdmado de 22,76 KDa
y compuesta por un total de 208 aminoacidos. Festplen evidencia por primera vez

por Bhogaraju y col. (2011) a partir @alamydomonas reinhardtii

Figura 4.2.2.2.3-1Estructura del complejo proteico IFT25/27.
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5. DISCUSION

5.1. Analisis Toxicolégico

El presente trabajo pone en evidencia el riesgodtdgico que supone la presencia de
cromo trivalente en el medio acuatico, el cualresgnta similar al riesgo inducido por
el cromo hexavalente sobre la misma alga verdé&g sbmparamos con resultados
presentados en trabajos anteriores (Detrsal, 2010). La mayoria de la literatura
referente a este aspecto concluye que el Cr(Vilh&stdxico que el Cr(lll) (Stoecker,
2004; Munnet al, 2005; Shankest al, 2005), si bien cada vez mas aparecen estudios
gue no estan de acuerdo con esta afirmacién (Kisskaet al, 2005; Pereirat al.,
2005; Vignatiet al, 2008). Nuestros resultados se adecuan a esta qp@ecepcion
sobre la toxicidad del cromo presentada por losragtantes mencionados, la cual
podria estar relacionada con procesos de soluhibdaagua y con la rapida admision
del Cr(lll) en el interior de las células, de acleecon los resultados de Bradial
(1994).

Sin embargo, no aparece uniformidad en los reqadtabitenidos segun se estudiara la
disminucién del crecimiento poblacional, o de ldivedad fotosintética. Nuestros
resultados ponen en evidencia que dicha actividambihtética se ve afectada mucho
antes de que la reduccién del nimero de célula$ @ritivo se haga evidente. Aunque
estas diferencias han sido puestas en evidenciiferentes estudios de toxicidad
sobre fitoplancton (Sanchez-Fortéial, 2008; Pereirat al, 2009; Sanchez-Fortlet

al., 2009a; Bartolomeéet al, 2010), estudios anteriores con cromo hexavalante
presentaban diferencias significativas entre Iderea medios de inhibicion (kg72)
correspondientes a inhibicion de poblacion y remglimo cuantico fotosintéticabes))
(Sanchez-Fortaret al, 2009b), lo que permite deducir mecanismos dasinde

actuacion toxica dependientes del estado de oxXidal=l cromo.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuedifierencias significativas entre la
sensibilidad exhibida por la cepa salvaje y paiolarante a ambientes acuaticos con
alta concentracion de cromo trivalente. Estos tadas son acordes con aquellos

obtenidos por otros autores que practicaron ensdgowxicidad aguda, tanto con
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fitoplancton marino (Kusk y Nyholm, 1992) como dgua dulce (Rojickova y

Marsalek, 1999; Sanchez-Fortéhal, 2009b; D’orset al, 2010), si bien existen datos
en la literatura cientifica que ponen en evideraieexistencia de algun tipo de
variabilidad entre especies algares respecto ansitslidad al cromo (Stauber, 1995;
Peterson y Stauber, 1996).

Lo que si parece establecido en la literatura ifieates que, después de la destruccion
de gran parte de una poblacién de fitoplanctonofide una exposicibn a cromo,
algunas células llegan a ser capaces de crecen amhiente con niveles de cromo
aproximadamente 25 veces superiores a aquelloseap@ destruir a la cepa salvaje
(Corradi et al, 1995). Estos datos son acordes a los resultadtEnidos en este
trabajo, donde se han obtenido niveles de resistene van desde el valor de 18
veces mas para ehd pointde balance de oxigeno, hasta 35 veces mas sigsacm

con los ensayos de inhibicion del crecimiento eelul
5.2. Analisis Ultraestructural

El hecho de que Unicamente aquellas poblacionedealgpreviamente expuestas a
cromo obtienen cierta resistencia a posteriores®gipnes a este metal, ha llevado a
los autores a proponer que la reduccion del etézioo del cromo se produce por una
interaccion del metal sobre la superficie celuzarrfpbellet al, 1997).

En el presente trabajo, diferencias morfol6gicasy mignificativas, entre la cepa
salvaje deD. chlorelloidesy el clon DcCr(l11)R30, pueden ser observadas aradilas
técnicas de microscopia electronica aplicadas sEffarencias morfolégicas pueden
ser explicadas por los resultados obtenidos posautores, los cuales han indicado
gue el tamafo celular evoluciona rapidamente dehidas sucesivas mutaciones
beneficiosas que se extienden rapidamente en léagdb por seleccion natural
(Lenski y Travisano, 1994; Elermd al, 1996).

Resulta muy interesante observar que, mientradezhnte a Cr(lll) ha presentado una
significativa variacion respecto a la cepa salvaje,cuanto a su forma geomeétrica,

estudios anteriores con un clon@echlorelloidestolerante a Cr(VI) evidenciaron que

[109]



dicha variabilidad no se producia cuando se corbpatan la cepa salvaje (D’'oe$

al., 2010). Un repaso a las tesis presentadas penedibs autores muestra una gran
variabilidad en cuanto a resultados, y asi mierdigisnos describen variaciones de CF
en poblaciones de fitoplancton expuestas a poksgghipez-Rodast al, 2006), otros
concluyen con que dichas variaciones no aparecavséB al., 2002; Garcia-Villadat

al., 2004). Esta variabilidad de resultados hace greas la existencia de diferentes
estrategias de estas microalgas para tolerar atabiertremos, y en el caso concreto
del cromo, la diferencia respecto a ambos estadosxdlacion del metal pone en

evidencia mecanismos de tolerancia diferentes daoarasos.

Esta diferencia entre ambos queda igualmente maeae! estudio de sus respectivas
paredes celulares. Asi, mientras que el colonaotera Cr(VI) optaba por continuos y
sucesivos cambios de la pared celular, como sistientietoxicacion, el clon tolerante
a Cr(lll) presenta un engrosamiento de dicha peeddar. Esta diferente estrategia ya
ha sido anteriormente descrita en observaciondgogdancton en algunos ambientes
extremos (Mannet al, 1988; Visviki y Santikul, 1999; Wangt al, 2004), y
demuestra su efectividad como barrera pasiva pamgal el transvase pasivo al

interior celular.

Sin embargo, en ambos clones tolerantes, tantdI) @omo a Cr(VI) se evidencia
una significativa acumulacion de vacuolas en ekriat celular, circunstancia
sobradamente conocida y relacionada con los precgsdolerancia a metales. Las
vacuolas son consideradas como el principal lugaaldhacenamiento de metales,
tanto en levaduras como en células vegetales ¢Balt, 1995). Nuestros resultados
con el clon DcCr(ll)R30 estan acordes con estaration y con las propuestas
realizadas por otros autores, las cuales llevanaacdnclusion de que la
compartimentacion de metales en las células vegetaima parte de los mecanismos
de tolerancia para soportar ambientes extremosaltas concentraciones de metales
(Tonget al, 2004).

El estudio acerca de la presencia de cromo, tania superficie celular como en su
interior, ha puesto en evidencia la presencia dgbhhen ambos lugares. Este es otro
punto diferencial con los resultados obtenidos etersres trabajos con el clon
tolerante a cromo hexavalente (D'etsal, 2010), ya que en éste sdOlo podia ser puesto

en evidencia en la superficie celular. Esta cirtamsga se une a las anteriores ya
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descritas para sospechar las diferencias en cudntoecanismo de detoxicacion
dependiente del estado de oxidacién del metal, &slete corroborar la opinién de
diferentes autores de que la espectroscopia dgiandispersiva de rayos X aplicada
sobre muestras biolégicas puede ser una buen@duauia investigar las interacciones
estructurales intracelulares y los procesos figiolis, tales como la movilidad y
almacenamiento de los metales (Heumann, 2002)eposade detoxicacion (Nassti
al., 1997), o méas a nivel general los efectos dedsatke procesos de contaminacion
ambiental (Liu y Kottke 2003 y 2004).

La presencia de precipitados en el interior deh @aCr(II)R30 es compatible con la
teoria expuesta por Gadd (1988), la cual sugiem gna vez que los metales se
encuentran en el interior celular, podrian unirs®m@ponentes intracelulares, o bien
simplemente precipitar. A partir de ello, macronsalés biologicas y enzimas con
grupos funcionales apropiados o con cofactores litetapodrian quedar afectados
por la actividad del metal. Zhang y Majidi (1994€Nalaron que los metales pesados
podrian ser detoxicados por acumulacion en cuecpasbase de polifosfato y por
union a proteinas, tanto en organismos procar@mag en eucariotas, y otros autores
han llegado a demostrar su vacuolizacion en édtmso8 (Gadd, 1988; Garnhaet

al.,, 1992). Estos estudios podrian explicar la pr@aene los precipitados que

aparecen en este trabajo.
5.3. Andlisis Protedmico

En toxicologia ambiental, la proteémica se apliadacvez mas para la deteccion de
cambios de expresion proteica causados por coraates (Bradleyet al, 2002;
Hogstrandet al, 2002; Bjgrnstaet al, 2006; Gomieraet al, 2006). En general, los
perfiles protedmicos se modifican con los procesm®strés, y por lo tanto también
deberian poner en evidencia ciertos tipos de egigosa sustancias toxicas (Hogstrand
et al, 2002).

Sin embargo, la comparacion entre las fraccionetjoas correspondientes a la banda
proteica con peso molecular de 153,462 KDa y lasespondientes bases de datos de

proteinas no ha revelado ningun tipo de coincidesignificativa, por lo que, por el
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momento, no resulta posible asociar dicha bandanguma secuencia publicada.
Futuros trabajos seran necesarios para elucidse@iencia aminoacidica y poder asi

correlacionarla con alguna funcion en este clograémite a Cr(lll).

Por el contrario, tras el cruce de datos entre lexpuebtenidos con la banda proteica
de 23,052 KDa Y los incluidos en los respectivoscba de proteinas, se ha podido
establecer una baja concordancia (Figura 5.3-1 ésta y la secuencia aminoacidica
de una pequena GTPasa relacionada con la familB, RAcadena C incluida dentro
del complejo proteicintraflagellar Transport Complex 25-2Wentificada a partir del
genoma del alga verdehlamydomonas reinhardtiy cuyo peso molecular de 27,76
KDa (Bhogarajuet al, 2011) es coincidente con el obtenido en estedespara la
banda proteica relacionada.

1982,00
(m/z) S S L E S F

107 S S M E S F 112
2183,90 G AE S LTUDGPEV
(m/z)

Figura 5.3-1.Puntos de coincidencia sobre la secuencia detaipa GTPasa RAB, a

partir de los fragmentos secuenciales obtenidda danda proteica de 23,052 KDa.

De las dos secuencias aminoacidicas comparadasriespondiente a la relacion
carga/masa de 2183,90 se encuentra en la zonal in@iespecifica, mientras que la
correspondiente a 1982,00 se halla inmersa dergradaiminio conservado de la
superfamilia P-Loop NTPase (Figura 5.3-2).
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Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 25 50 75 100 125 150 175 zon 203

Query seq. |

GTPHaz2+ binding site
G1 box Switch I region G5 box G4 box G5 box
G2 box Switch II region

Superfanilies ( P-loop_NTPase superfamily ]

Figura 5.3-2. Dominio conservado donde se encuentra la cadena @& &TPasa

identificada, y la superfamilia proteica a la qeetgnece.

La familia RAB esté incluida dentro de la superfi@éniP-Loop NTPase, que incluye
las tres principales familias de proteinas motomaissinas, kinesinas y dineinas. De
ellas, las kinesinas intervienen en el transparteragrado de vesiculas, es decir, que
implican un movimiento hacia la parte mas distal lalecélula, mientras que las
dineinas emplean los mismos railes pero dirigewvdagulas a la parte mas proximal
de la célula, por lo que su transporte es retrag(Berget al, 2002). Miembros de la
familia de kinesinas han sido identificadas en &yonia de los organismos, incluidas
plantas superiores (Reddy, 2001; Reddy y Day, 2@0algas unicelulares (Abdel-
Ganyet al, 2005). De igual forma, proteinas pertenecieaties grupos de kinesinas y
dineinas han sido localizadas en algas unicelulgtekzinger y Litz-Meindl, 2003;
Freshoueet al, 2007).

La familia RAB de GTPasas monoméricas incluye cameptes centrales de la
magquinaria de transporte de vesiculas. La familisuenamente compleja, con un gran
numero de paralogos (genes pertenecientes a unaarespecie bioldgica que derivan
de otro por duplicacion) diferentes que van desds 60 en humanos (Pereira-Leal y
Seabra, 2001) o hasta 300 €nchomonas vaginaligCarlton et al, 2007). Las
proteinas RAB regulan los distintos pasos en ladeettafico incluyendo la formacion
de las vesiculas desde las membranas donantesngbarte de vesiculas, y su fusion
con la membrana de destino (Zerial y McBride, 208igsshanst al, 2006). Las
relaciones evolutivas entre la familia de RAB Yy dapecializaciéon funcional de
paralogos individuales no se conocen, pero vataslases RAB antiguas, cada una
con una funcion especializada, probablemente secbaservado a través de una

amplia gama de organismos eucariotas (PereirayL8ahbra, 2001).

Por ello, la expresion proteica obtenida pueder dstanamente relacionada con la

presencia de cromo en las paredes celulares yasspworte al interior celular, tal y
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como quedd demostrado con los resultados medidetstalio ultraestructural de las

células de DcCr(II)R30. Su aparicion implicarieeqel flujo del metal a través de la

membrana es un proceso muy dinamico en el quedmpartimentos intracelulares

estarian comunicados mediante estructuras tubulowlares, transportando

moléculas de carga a su destino (Derstkal, 2003). Asi, segun lo descrito por estos
autores, el transporte quedaria conformado en onpadimiento donante y navegaria
a través del citoplasma hasta la organela de dessiobre la cual se anclaria y
fusionaria. Muchos de estos eventos estarian hmgilpor la accion conjunta entre
GTPasas RAB relacionadas y sus proteinas efecthess.vesiculas de transporte
desempefian un papel central en el trafico de mlakcentre los diferentes

compartimentos estancos de la via secretora. Lasculas estan igualmente

involucradas en el transporte del material recogidda superficie celular, por lo que

este tipo de transporte vesicular supone una impiatactividad celular, responsable
del trafico molecular entre una variedad de conwparitos estancos. La selectividad
de transporte, por lo tanto, es clave para mantemerorganizacion celular funcional

(Cooper, 2000).

Adicionalmente, algunos autores han establecido retexion entre estos tipos de
proteinas con el fenbmeno de transduccion de serfiddsde la membrana al interior
celular, controlando una amplia gama de actividadekiyendo la defensa contra
patégenos y la tolerancia a estrés, siendo crgcigdea la deteccion y respuesta a
sefales ambientales (Ellis y Milles, 20@&ksmann, 2002; Agrawadt al, 2003). Por
tanto, esta expresion proteica, aparecida en @ d®wD. chlorelloidestolerante a
Cr(ll) y que sin embargo no aparece en la cepaagal podria ser una de las claves
para comprender la capacidad de este clon paraweibren un medio rico en este
metal. Estos resultados serian compatibles condéa iestablecida de que estas
proteinas son la clave para comprender la regulaciél transporte vesicular

intracelular (Goodt al, 2005).
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6. CONCLUSIONES

1. La presencia de cromo trivalente en ambientes i@ogdtle agua dulce resulta
toxico para el alga verdBictyosphaerium chlorelloidessiendo asi ademas en una
magnitud similar al efecto adverso inducido pofolana hexavalente bajo las mismas

circunstancias,

2. El analisis toxicologico de exposiciones a Cr(lHpbre la cepa salvaje de
Dictyosphaerium chlorelloidesrevela diferencias en el riesgo toxicoldgico,
apareciendo mayor sensibilidad cuando se evaltiavés de la actividad fotosintética
gue cuando se hace por la inhibicion del crecirmieatiular, con un nivel de riesgo
catalogado como entrembderadamente toxitoy “poco téxicd, dependiendo del

paradmetro de valoracion.

3. En los cultivos del alga verdaictyosphaerium chlorelloideson una concentracion
de cromo trivalente incompatible con la superviveme estos organismos, a pesar de
disminuir casi en su totalidad la poblacion celuédgunas de ellas obtienen un grado
de tolerancia que las permite sobrevivir en estbieme extremo y generar una
poblacién estable de células@ietyosphaerium chlorelloide®sistentes a Cr(lll), que
puede ser mantenida en condiciones de laboratorio.

4. La poblacién celular d®ictyosphaerium chlorelloide®lerante a Cr(lll) obtenida
en laboratorio, es capaz de crecer en un medimis@tes de CR(IIl) entre 18 y 35
veces superiores al necesario para destruir coanpégite una poblacion de la cepa

salvaje dependiendo, al igual que el anteriorpdehmetro de valoracion.

5. El andlisis ultraestructural de las células taltga a Cr(lll) revela que éstas, para
poder sobrevivir en este ambiente rico en cromealgnte, ha modificado
significativamente su morfologia, optando por u@stico cambio geométrico de
pérdida de esfericidad, engrosamiento de la pagdac y una gran vacuolizacion

intracelular.

6. Los cambios morfolégicos observados en estas sélal@rantes a Cr(lll) son

completamente diferentes a los aparecidos en pobkx celulares de
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Dictyosphaerium chlorelloidedolerante a Cr(VI), lo que denota diferencias de
estrategia de supervivencia dependientes del edadridacion de este metal pesado.

7. El seguimiento de la presencia de cromo por lasicaras celulares, mediante
espectroscopia de energia dispersiva de rayos pydsio en evidencia su distribucion
por todas aquellas organelas estudiadas, en fomngrecipitados electrodensos
acumulados en ellas, lo que supone una de lamnteside detoxicacion empleada por
estas células.

8. El analisis electroforético de muestras procededt clon deDictyosphaerium
chlorelloidestolerante a Cr(lll), ha revelado la presencia tenanos dos bandas
proteicas isoeléctricamente ausentes en las msigstwaedentes de la cepa salvaje de

Dictyosphaerium chlorelloideson pesos moleculares de 23,052 y 153,462 KDa.

9. El andlisis protedmico de la banda proteica cpoediente a la de mayor tamafo,
153,462 KDa., mediante el cruce de datos entrsdasencias de novo obtenidas en
los respectivos blast y las secuencias almacernamldss distintos bancos de datos
proteicos, no ha permitido obtener ninguna concwida de lo que se desprende que

esta proteina no ha sido aun secuenciada y parsardesconoce su naturaleza.

10. Por el contrario, en el analisis protedmico dedada proteica correspondiente a la
de menor tamafo, 23,052 KDa., el cruce de datoslgesnbancos de datos ha
establecido una baja concordancia entre ésta gdaeacia de la cadena C de una
pequefia GTPasa incluida en el complejo protan@flagellar Transport Complex

25-27, identificada a partir del genoma del aga ve@idamydomonas reinhardtii

Dicha concordancia se sustenta tanto en la sichitiipeso molecular, 23,052 frente a
27,76 KDa., como en las coincidencias obtenidaspemamdo las secuencias a partir

de los 2 polipéptidos principales obtenidos.

11. Ambas secuencias polipeptidicas se asocian cfamlidia proteica RAB, incluida

dentro de la superfamilia P-Loop NTPasa, la cualiye a las principales familias de
proteinas motoras, apareciendo un en la zonalimgiaspecifica, y la otra inmersa en
el dominio conservado de la superfamilia. Esta &sipn proteica podria estar
relacionada con el paso del metal pesado desdwdd pl interior celular mediante un

transporte activo.
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