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INTRODUCCION

Los nanomateriales (NMs) representan una nueva clase de contaminantes emergentes y
el conocimiento sobre su posible toxicidad es muy limitada (Richardson 2012; Garner et al.,
2015; Poynton y Robinson 2018). Las nanoparticulas (NPs) tienen propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas Unicas debido a su alta relacion superficie-volumen. Sin embargo, las
mismas caracteristicas que las hacen atractivas, pueden generar un riesgo para el ser
humano, la biota y el ambiente causando modificaciones estructurales o desequilibrios
funcionales en los organismos.

Las plantas acuaticas poseen un rol preponderante en los ecosistemas debido a su
posicion en la base de las tramas tréficas, pudiendo transferir contaminantes a otros
organismos (De la Rosa et al.,, 2017). Lemna gibba es un modelo biolégico ampliamente
utilizado debido a su alta sensibilidad frente a diferentes contaminantes, mostrando
inhibicion de varios procesos fisiolégicos, del crecimiento y de produccion de biomasa
(Dewez et al., 2002, 2003; Ali et al. 2006; Van Hoeck et al., 2015; Oukarroum et al., 2015).
En nuestro pais se encuentra desde el norte (Jujuy, Salta, Formosa y Corrientes), hasta
Chubut, en la Patagonia (Novara 2014).

OBJETIVOS

Evaluar los efectos ecotoxicologicos de las nanoparticulas de plata sobre L. gibba como
aporte al conocimiento de contaminantes emergentes sobre un organismo clave en los
sistemas acuaticos regionales.

1. Titulo del proyecto: UNL 1-11: “Elaboracién de un indice de sostenibilidad (indicadores
ecologicos, econdmicos y sociales) de sistemas acuaticos de la provincia de Santa Fe”
Instrumento: CAID Orientado
Ano convocatoria: 2017
Organismo financiador: Universidad Nacional del Litoral
Directora: Gagneten, Ana Maria

2. Titulo del proyecto: Nanoecotoxicologia. VT42-UNL11805.

Instrumento: Proyecto de la Secretaria de Politicas Universitarias
Ao de convocatoria: 2018

Organismo financiador: Ministerio de Educacion

Directora: Gaaneten. Ana Maria
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METODOLOGIA

Sintesis de nanoparticulas de plata

Para la obtencién de las nanoparticulas de plata (NPsAQ) se realiz6 una sintesis quimica
ampliamente utilizada (Durén et al. 2019), donde el nitrato de plata fue reducido mediante
borohidruro de sodio (NaBH,4) en bafo de hielo. Para la misma se emple6 un exceso de este
ultimo para reducir la plata iénica y estabilizar las nanoparticulas sintetizadas. Para
aumentar la estabilidad de la suspension se utilizé polivinilipirridona (PVP) (Mulfinger et al.
2007; Mavani y Shah 2013). Las NPsAg obtenidas fueron caracterizadas mediante
Dispersién de Luz Dinamica (DLS) y espectrofotometria UV-Vis.

Desarrollo de los cultivos stock de L. gibba

Las plantas utilizadas fueron obtenidas de un ambiente acuatico no contaminado del valle
de inundacién del rio Parana (Reserva de la Ciudad Universitaria — RECU- Santa Fe). El
cultivo stock y los ensayos de toxicidad se realizaron segun el protocolo de la OECD 221
(2202). Se realizé un cultivo monoclonal por reproduccion vegetativa aclimatado a
condiciones de laboratorio y medio de cultivo durante ocho semanas. Los individuos de L.
gibba fueron lavados con una solucion de hipoclorito de sodio al 0,5% (v/v) (entre 30
segundos y 5 minutos) y enjuagados en agua destilada estéril con el fin de minimizar las
infecciones por patégenos. Las plantas se mantuvieron en el medio 20X AAP (KNOs,,
Ca(N0O3)2.4H.,0, KH,PO,, K:HPO,, MgSO,.7H,O, H;BOj3;, ZnS0,.7H,O, Na,MoO,.2H.0,
MnCl,.4H,O, FeCl;.6H,O y EDTA disddicodihidrato). EI mismo medio se utiliz6 en los
ensayos de toxicidad.

Ensayo de toxicidad aguda con L. gibba

Se utilizd un in6éculo formado por seis plantas con dos frondas cada una (un total de 12
frondas por unidad de ensayo). Se realizaron cinco concentraciones: 0,05 (C4), 0,1 (Cy), 0,5
(Cs), 1 (C4) vy 5 (Cs) mg/L NPsAg, tres réplicas por tratamiento y control negativo (Co). Los
ensayos fueron semi-estaticos de 7 dias en condiciones de laboratorio constantes
[iluminacién = (6500 - 10000) lux; fotoperiodo = 16L:80; T = (24 + 2) °C]. Finalizado el
ensayo se evaluaron diferentes parametros:
- Numero de frondas y colonias: el conteo se realizé mediante un conteo directo en los dias
0, 3, 5y 7 de cada una de las réplicas ensayadas.
- Longitud de las raices: finalizado el ensayo se fotografiaron las plantas de Coy de Csy
empleé el programa Image-Pro Plus 6.0 para medir las raices en cada caso.

Analisis de datos

Se calcul6 la concentracion efectiva 50 (CEs), la tasa media de crecimiento especifico, el
tiempo de duplicacién y el porcentaje de inhibicién del crecimiento (%lr) (OECD, 2002).
Posibles diferencias significativas entre los tratamientos y sus controles, previa
comprobacién del cumplimiento de las condiciones de normalidad y homocedasticidad de
los datos fueron analizadas con ANOVA vy test de Dunnet o con test Kruskal-Wallis y post
test de Dunn. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando Sigma Plot 12.0.
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RESULTADOS/CONCLUSIONES

Las NPsAg presentaron un didmetro promedio de 47 + 3 nm y el maximo de absorbancia
fue observado a Apa= 395 nm. El nimero de colonias (Figura 1) presenté diferencias
significativas respecto a Cy, en el dia 3 en C;, C4 y Cs (p<0,05), en el dia 5 en C4-Cs
(p<0,004), y en el dia 7 en C»-Cs (p<0,007). Este alcanzé una disminucién de 71% en Cs
respecto de control para el dia 7. El nimero de frondas (Figura 2) presentd diferencias
significativas respecto a Cy en C3, C, y Cs en el dia 5 (p<0,04) y en el dia 7 (p<0,001). Este
alcanzé una disminucion de 53% en Cs para el dia 7. Se encontraron diferencias
significativas en la longitud de las raices (Figura 3) en Cs en relacion a Cy en el dia 7
(p<0,001), con una disminucién de 31%.
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Figura 1: Nimero de colonias promedio con Figura 2: Numero de frondes promedio con
desvio estandar por concentraciéon de NPsAg desvio estandar por concentracion de NPsAg

Figura 3: Longitud de las raices observada en el dia 7 en CO (A) y C5 (B).

La CEs, obtenida fue de 1,94 mg/L. El tiempo de duplicacién las frondas resulté de entre
1,7 y 2 dias, para el Cy y Cs respectivamente, con diferencias significativas respecto al
control en Cz, C4 y Cs (p<0,001). El porcentaje de inhibicién del crecimiento en el dia 7
result6é de 3,4% en C; y de 27,6% en Cs.
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Estos resultados permiten concluir que las nanoparticulas de plata afectaron
significativamente distintos puntos finales de L. gibba luego un ensayo de 7 dias, aunque los
efectos se manifestaron en distintos momentos a medida que transcurria el ensayo. Los
parametros afectados fueron: crecimiento, tiempo de duplicacién de frondas, numero de
colonias y longitud de las raices.

El estudio desarrollado alerta sobre posibles efectos que contaminantes emergentes,
como las nanoparticulas de plata, podrian tener sobre organismos acuéticos de ecosistemas
regionales. Son necesarios nuevos ensayos para extender el analisis hacia los datos de
otros puntos finales, como é&rea de las frondes, peso (seco y humedo), contenido de
pigmentos y proteinas.
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