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Resumen.

Se evalu6 la capacidad de especimenes autdctonos de Salvinia biloba para eliminar atrazina y carbendazim en muestras de agua
contaminadas artificialmente con el fin de seleccionar plantas nativas para su empleo en sistemas de remediacion de aguas
impactadas con pesticidas. Los experimentos se llevaron a cabo durante 20 dias (23 + 2 °C, 100 Im/W de intensidad luminica,
fotoperiodo de 12 h) en recipientes de vidrio conteniendo agua desionizada contaminada con 0; 5,0; 10,0 o0 20,0 mg/L de atrazina o
carbendazim. Se observd una disminucion en el crecimiento de la biomasa de todas las macrofitas expuestas a los pesticidas. La
exposicion a atrazina mostré mayores efectos fitotoxicos en las plantas tratadas demostrando una alta sensibilidad de S. biloba a este
herbicida. Notablemente, se observd una menor clorosis y necrosis en las plantas expuestas a carbendazim, incluso a la concentracion
mas alta del fungicida ensayada (i.e., 20 mg/L). En general, S. biloba presenté un bajo potencial de eliminacién de ambos pesticidas,
siendo éste ademas negativamente afectado al aumentar la concentracion de atrazina y carbendazim en las muestras de agua. El
espectro infrarrojo (FTIR-ATR) obtenido para la biomasa de S. biloba mostré la presencia de diferentes grupos funcionales (e.g.,
carboxilo, fosfato, amida, hidroxilo, sulfato) en la superficie de la planta que podrian estar involucrados en la biosorcion de los
pesticidas a través de interacciones n-m, enlaces de hidrogeno, intercambio idnico y atracciones electrostaticas. En conclusion, la
capacidad de S. biloba para eliminar atrazina y carbendazim en ambientes acuaticos contaminados con estos pesticidas parece ser
limitada.
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Abstract.

The potential of autochthonous free-floating Salvinia biloba specimens was assessed in order to select native plants for use in
remediation of atrazine and carbendazim polluted waters. Experiments were carried out over 20 days (23 £ 2 °C, 100 Im/W light
intensity, 12 h photo-period) in glass vessels containing deionized water contaminated with 0; 5.0; 10.0 and 20.0 mg L™ of atrazine
or carbendazim. A decrease in biomass growth was observed in all macrophytes exposed to the pesticides. Atrazine showed higher
toxic effects evidenced by the symptomatology developed by the plants, demonstrating the high sensitivity of S. biloba to this
herbicide. Noticeably, lower chlorosis and necrosis were observed in S. biloba specimens treated with carbendazim, even at the
higher concentration tested. In general, S. biloba presented a low potential for both atrazine and carbendazim removal. In addition,
the percentage of pesticides removed from the solution decreased when the plants were exposed to higher concentrations of the
pollutants. This fact probably resulted from the processes of pesticide adsorption by plant biomass. The FTIR-ATR spectrum
obtained for S. biloba showed the presence of different functional groups (e.g., carboxyl, phosphate, amide, hydroxyl, sulphate) on
the plant surface that could be involved in pesticide biosorption through z-7 interactions, hydrogen bonding, acid-base behavior,
ion-exchange properties, and electrostatic attractions. In conclusion, S. biloba was not much effective in removing atrazine and
carbendazim from water samples. Therefore, the use of these native macrophytes to remediate aquatic environments contaminated
with these pesticides seems to be limited.
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1. Introduccién

En las dltimas décadas, el sector agricola argentino ha crecido en forma exponencial siendo la produccidn de trigo,
soja y maiz algunas de las actividades mas destacadas, con un incremento en la demanda de granos cercana al 250%
(Sturzenegger, 2015). Sin embargo, la agricultura moderna también ha multiplicado los impactos negativos sobre el
medioambiente, siendo responsable de numerosos problemas de contaminacion y dafios a los ecosistemas. En este
sentido, el uso masivo y excesivo de fertilizantes y plaguicidas ha derivado en la contaminacién de numerosos cursos de
aguas naturales, principalmente a causa del arrastre de estos compuestos por la escorrentia superficial. La diseminacion
de agroquimicos no s6lo es capaz de provocar mortandad de peces y otros seres vivos, sino que ademas impacta
severamente en la salud de la poblacién (Kéhler y Triebskorn, 2013). Se ha demostrado que muchos acuiferos ubicados
en zonas agricolas de nuestro pais se encuentran seriamente contaminados con niveles de pesticidas altamente
perjudiciales para la salud (Gianelli y col., 2010; Larsen y col., 2013; Bedmar y col., 2015). Datos oficiales revelan que
alrededor del 80% de las intoxicaciones por plaguicidas estdn relacionadas con el uso indebido de herbicidas,
insecticidas y fungicidas (www.msal.gov.ar).

En particular, el herbicida atrazina ([2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina] (Fig. 1A) es el segundo
herbicida mas utilizado en el mundo después del glifosato. En nuestro pais, se aplica principalmente en cultivos de
maiz, soja y sorgo, con dosis que varian entre 1 y 2 kg/ha (Alvarez y col., 2015). La atrazina es un serio contaminante
ambiental debido a su baja biodegradabilidad (Chan y Chu, 2005). Se han detectado niveles de atrazina de hasta 40
Mg/L en agua de rio, y en concentraciones aln méas elevadas, de hasta 1 mg/L, en aguas adyacentes a campos tratados,
asi como en aguas subterraneas (Graymore y col., 2001).

Actualmente, el uso de atrazina es bastante controversial, principalmente debido a su elevada persistencia en aguas
(Van Der Kraak y col., 2014). Si bien existen numerosos trabajos que abordan el estudio del vinculo entre la exposicion
a este pesticida y la induccién de alteraciones sobre el sistema nervioso central, el sistema endocrino, las funciones
hepaticas y renales, y la progresion al cancer; hasta ahora ninguno de estos reportes han sido del todo concluyentes
(Boffetta y col., 2013; Goodman y col., 2014). Sin embargo, su empleo en la Unién Europea (UE) ha quedado excluido
desde el 2005.
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Fig. 1. Estructuras quimicas de los pesticidas atrazina (A) y carbendazim (B).

Por su parte, el carbendazim (2-metoxicarbamoil-benzimidazol) es un fungicida de amplio espectro perteneciente al
grupo de los bencimidazoles (Fig. 1B). En nuestro pais, se utiliza principalmente para controlar infecciones flingicas en
cultivos de cereales, frutas y hortalizas (Yossen y Conles, 2014). Las concentraciones aconsejadas para su aplicacion
rondan entre 120 a 600 g/ha, dependiendo del tipo de cultivo. Sin embargo, su predominio en el ambiente es mucho mas
elevado ya que otros plaguicidas quimicamente relacionados y de amplio uso, tales como benomilo y metiltiofanato, se
degradan a carbendazim (Grujic y col., 2005). Se ha comprobado que la exposicion cronica a este fungicida provoca
dafios a la salud, ya que actia como disruptor enddcrino ocasionando alteraciones reproductivas, tales como
malformaciones en fetos, esterilidad, e incluso cAncer (Rama y col., 2014). En este sentido, la UE ha establecido limites
maximos en la cantidad de residuos de carbendazim presente en alimentos (Commission Directive 98/82/EC); mientras
que en los Estados Unidos su uso ya no esta permitido. Sin embargo, el carbendazim es uno de los cuatro biocidas que
mayor impacto ambiental causa en nuestro pais, detras del glifosato, clorpirifés y endosulfan (Falasca y col., 2012). Por
lo tanto, la busqueda de nuevas herramientas de contencién del dafio provocado por la presencia de pesticidas en el
ambiente es un area de gran interés y de creciente demanda.

En este contexto, el potencial que ofrecen las técnicas de biorremediacién para la remocion de sustancias toxicas en
aguas contaminadas cobra inmensa relevancia. En particular, las estrategias de fitorremediacion donde se utilizan
diferentes especies de plantas para remover, mineralizar o estabilizar contaminantes han sido ampliamente validadas
(Delgadillo y col., 2011). En especial, resulta de particular interés el estudio de aquellos tipos de biomasa abundantes en
la naturaleza, de facil acceso y/o rapido crecimiento, tales como algas o plantas acuaticas que se encuentran en grandes
cantidades en los rios o mares de Argentina (Wessels Perelo, 2010). En este sentido, las plantas acuaticas han cobrado
cada vez mas relevancia para la eliminacion y recuperacion de aguas superficiales contaminadas con toxinas organicas,
metales pesados y diferentes compuestos quimicos, debido a su elevada eficiencia, bajo costo y gran biodisponibilidad
(Erakhrumen y Agbontalor, 2007). M&s aun, existen plantas naturalmente resistentes a herbicidas, lo cual indica que
existen mecanismos de tolerancia que facilitan el empleo de estas especies en programas de fitorremediacion
(Guimaraes y col., 2011).
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En nuestra region, particularmente sobre los margenes del Rio Parana, existe una extensa y abundante zona de
humedales cuya variada vegetacion posee un gran potencial para la captacion de contaminantes. En particular, las
plantas acuaticas del género Salvinia han demostrado ser altamente eficientes para la captacién de metales pesados y
metaloides (Prado y col., 2016; Tello Zevallos y col, 2018; Castillo Loria y col, 2019; Emiliani y col., 2020). Sin
embargo, su capacidad para eliminar pesticidas no ha sido explorada en profundidad; menos aln, con las especies
autoctonas que crecen en los ecosistemas locales. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue el de evaluar el potencial
de macrofitas autdctonas de Salvinia biloba para eliminar atrazina y carbendazim en muestras de agua contaminadas
artificialmente, con el fin de seleccionar aquellas especies nativas con potencial para ser utilizadas en sistemas de
remediacion de ambientes acuaticos impactados con pesticidas.

2. Materiales y Meétodos
2.1. Obtencion de plantas acuaticas

Los especimenes de Salvinia utilizados en el presente estudio fueron recolectados de una laguna natural ubicada en
un parador turistico de la provincia de Entre Rios (Argentina) localizado en las coordenadas geograficas 32°52°35” de
Latitud Sur y 60°40°33” de Longitud Oeste. La clasificacion del material vegetal como perteneciente a la especie S.
biloba se realiz6 conforme a sus caracteristicas taxondmicas mediante la evaluacion de diferentes claves dicotémicas de
acuerdo a Castillo-Loria y col. (2019). Los ejemplares se recogieron a orillas de la laguna y se colocaron en un
recipiente de plastico junto con agua del lugar para mantener las caracteristicas de su ambiente. Posteriormente, se
trasladaron a la planta piloto de la Fac. de Quimica e Ingenieria (UCA-sede Rosario) conservandose a temperatura
ambiente en peceras de vidrio conteniendo una mezcla de agua de red municipal y agua de la laguna (Fig. 2).

Fig. 2. A) Ejemplar de S. biloba colectado en los margenes del Rio Parana (Entre Rios, Argentina); B y C) Peceras de conservacion y
reproduccion de macrdfitas seleccionadas ubicadas en la planta piloto de la Fac. de Quimica e Ingenieria (UCA-Rosario).

2.2. Evaluacién de la capacidad fitorremediadora de pesticidas

La capacidad de S. biloba para eliminar atrazina y carbendazim en muestras de agua contaminadas artificialmente se
evalud en sistemas en lotes como los mostrados en la Fig. 3. En cada unidad experimental conteniendo 400 mL de
solucién, se colocaron 20,0 g de material vegetal, previamente lavado durante 10 min. con abundante agua
desmineralizada con el fin de eliminar todo tipo de residuo que pudieran interferir con el estudio. A partir de soluciones
patréon (100 mg/L) de atrazina y carbendazim preparadas en Metanol (Merck, Alemania) se realizaron diluciones
adecuadas para obtener concentraciones finales de 5,0, 10,0 y 20,0 mg/L por unidad experimental. Para cada
concentracion de pesticida analizada se trabajé por duplicado (n = 2). Los experimentos se llevaron a cabo durante 20
dias a 23 £ 2 °C y con una intensidad luminica de 100 Im/W (fotoperiodo luz:oscuridad de 12 h). Ademas, se incluyeron
dos tipos de controles: i) un recipiente conteniendo muestra de agua contaminada con pesticidas pero sin la adicién de
biomasa v, ii) un recipiente conteniendo biomasa en contacto con agua no contaminada con pesticidas.

2A18 AD

Fig. 3. Fotografias representativas de los sistemas en lote utilizados para la evaluacion de la capacidad fitorremediadora
de pesticidas por especimenes autéctonos de S. biloba.

2.3. Cuantificacion de pesticidas

La cuantificacion de la concentracién residual de atrazina y carbendazim en las muestras de agua se realizd
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) utilizando un equipo Agilent Technologies 1100 Series con
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detector UV-Visible (Anax=254 nm). Brevemente, se tomaron 10,00 mL de muestras de agua de cada sistema luego de
20 dias de exposicion a los pesticidas y se centrifugaron a 5000xg durante 5 min. Luego de filtrar las muestras para
eliminar posibles restos de material particulado, se inyectaron 20 uL en una columna Agilent Eclipse XDB-C8
mantenida a 40 °C, utilizando como fase mévil una mezcla isocratica de Metanol:Agua (55:45, v/v) a una velocidad de
flujo de 1 mL/min.

2.4. Evaluacién del impacto toxicoldgico sobre la biomasa de S. biloba

La tolerancia de las macréfitas seleccionadas a la toxicidad generada por la presencia de pesticidas en el agua de
contacto se evalud mediante la visualizacion periédica de los especimenes de S. biloba, y su posterior registro
fotografico, con el fin de detectar areas de clorosis y necrosis en el tejido vegetal.

2.5. Analisis por espectroscopia FTIR-ATR de la superficie vegetal

Los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) en el modo de reflectancia total atenuada (ATR)
fueron obtenidos empleando un equipo IR Prestige-21 (Shimadzu, Tokio, Japdn) con el fin de examinar los grupos
activos presentes en la biomasa de S. biloba potencialmente involucrados en la interaccion superficial con los
pesticidas. Se realizaron un total de 20 espectros en un rango de registro de 500 a 4000 cm™, con una resolucién de 2
cm™ (Tello Zevallos y col., 2018).

3. Resultados y Discusion
3.1. Fitotoxicidad de atrazina y carbendazim en especies nativas de S. biloba

En general, se observé una disminucion en el desarrollo de la biomasa vegetal en todas las macréfitas expuestas a
los plaguicidas luego de 20 dias de exposicidn a diferencia de lo observado en las plantas control, en las cuales incluso
pudo evidenciarse la presencia de nuevos brotes. Sin embargo, la atrazina mostré mayores efectos fitotoxicos en la
biomasa de S. biloba evidenciados por la alta sintomatologia desarrollada por las plantas, demostrando una mayor
sensibilidad de estas macrofitas a la accién del herbicida (Fig. 4). Notablemente, se observd una menor clorosis y
necrosis en las hojas de S. biloba tratadas con carbendazim, aln a la concentracion de 20,0 mg/L del pesticida. Estos
resultados son compatibles con su accién fungicida, a diferencia de la accién herbicida reportada para la atrazina. Méas
aun, se ha demostrado que el mecanismo de accion de la atrazina en las plantas susceptibles involucra la interaccién con
una proteina de unién a quinona ubicada en el fotosistema 11, inhibiendo el transporte de electrones necesario para los
procesos fotosintéticos (Sene y col., 2010).

Fig. 4. Fotografias representativas de los efectos fitotoxicos desarrollados por especies nativas de S. biloba luego de 20
dias de exposicion a (A) atrazina o (B) carbendazim.

3.2. Eliminacidn de pesticidas por especimenes nativos de S. biloba

S. biloba presentd un bajo potencial de eliminacion para ambos pesticidas. Ademas, el porcentaje de atrazina y
carbendazim removido de la solucién disminuyd a medida que aumenté la concentracion de plaguicidas en la muestra
(Fig. 5). Los mejores rendimientos se obtuvieron cuando las plantas fueron tratadas con 5,0 mg/L de atrazina o
carbendazim, alcanzandose una tasa de remocion cercana al 30% para ambos pesticidas. Sin embargo, al aumentar su
concentracion a 10,0 mg/L y 20,0 mg/L, el potencial de fitorremediacion de S. biloba cay6 por debajo del 20%; siendo
esta caida ain mas notoria para la remocion de atrazina. Este resultado es compatible con la mayor fitotoxicidad
desarrollada por las plantas expuestas al herbicida descripta en la Fig. 4.
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Fig. 5. Porcentajes de eliminacion de atrazina y carbendazim por macrofitas nativas de S. biloba luego de 20 dias de
exposicion.

Los resultados mostrados en la Fig. 5 probablemente se encuentren asociados con procesos de adsorcién superficial
de los plaguicidas sobre la biomasa de S. biloba (i.e., biosorcioén). En este sentido, Cejudo-Espinosa y col. (2009)
describieron una fuerte interaccion de atrazina con las raices de Typha domingensis, Sagittaria lancifolia y Echinochloa
pyramidalis empleadas en el disefio de sistemas de humedales artificiales utilizados en la remocion de pesticidas. Estos
autores reportaron que cerca de un 40% del pesticida quedd retenido en las raices de las plantas, siendo este fenémeno
dependiente de la especie vegetal, asi como de la concentracion y el tiempo de exposicion al pesticida. Al final de sus
ensayos, los autores reportaron una concentracion de atrazina retenida en las raices de E. pyramidalis y T. domingensis
de 8,47 mg/L y 14,39 mg/L, respectivamente. En ambos casos, el fendmeno de adsorcion pudo ser descripto
satisfactoriamente aplicando el modelo de Langmuir.

Por su parte, Guimardes y col. (2011) determinaron el potencial de las macrofitas Azolla caroliniana, Salvinia
minima y Lemna gibba para su empleo en la recuperacion de aguas contaminadas con atrazina. Estos autores llevaron a
cabo sus experiencias en condiciones de invernadero durante 6 dias, en macetas conteniendo una solucién nutritiva
contaminada con diferentes concentraciones de atrazina (entre 0,01 a 10,0 mg/L). Los autores reportaron una buena
capacidad de remocion del pesticida por A. caroliniana y L. gibba, principalmente por procesos de adsorcién. Sin
embargo, observaron una disminucién en la cantidad de biomasa desarrollada, asi como algunos signos visibles de
toxicidad, sugiriendo que la eliminacién del contaminante podria deberse a interacciones del pesticida con la biomasa
muerta. Por lo tanto, nuestros resultados (Fig. 4 y 5) son compatibles con estos antecedentes.

Adicionalmente, el espectro de FTIR-ATR obtenido a partir de una muestra de biomasa seca de S. biloba muestra la
existencia de diferentes grupos funcionales (e.g., carboxilo, fosfato, amida, hidroxilo, sulfato) en la superficie de la
planta que podrian estar involucrados en la biosorcién de atrazina y carbendazim a través de interacciones n-m, enlaces
de hidrégeno, reacciones de tipo acido-base, intercambio idnico y atracciones electrostaticas (Fig. 6). Estos resultados
son compatibles con los reportados por Adki y col. (2011) quienes demostraron la capacidad de Blumea malcolmii
Hook para eliminar carbendazim, diuron y octilinona empleando técnicas espectrales (FTIR y UV), sugiriendo que
Blumea podria emplearse de forma segura en la fitorremediacion de pesticidas.
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Fig. 6. Espectro FTIR-ATR de la biomasa de S. biloba.
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Por otro lado, muchas plantas pueden adsorber compuestos organicos, metabolizarlos y liberar exudados que
estimulan la proliferacion de comunidades microbianas que viven en asociacion simbiotica con las raices de las plantas,
y que podrian estar involucradas en la degradacion ulterior de pesticidas y contaminantes organicos en la rizosfera
(Burken y Schnoor, 1996; Alkorta y Garbisu, 2001; Supreeth y Raju, 2017). Por lo tanto, si bien nuestros resultados
muestran que la capacidad de S. biloba para eliminar atrazina y carbendazim fue algo limitada, se requieren alin mas
estudios para concluir acerca del potencial de estas macrofitas nativas para ser empleadas en la remediacion de aguas
contaminadas con pesticidas.

4. Conclusiones

Macroéfitas autoctonas pertenecientes al género S. biloba recolectadas de ambientes naturales locales mostraron un
bajo potencial para la eliminacién de atrazina y carbendazim en muestras de agua. La remocién de estos contaminantes
estuvo asociada principalmente a un mecanismo de biosorcidn a través de interacciones n-, enlaces de hidrogeno,
intercambio i6nico y atracciones electrostaticas entre los pesticidas y diferentes grupos funcionales presentes en la
biomasa vegetal. Por otro lado, se observo un menor grado de clorosis y necrosis en las hojas de las plantas expuestas a
carbendazim respecto a la accién fitotdxica provocada por la presencia de atrazina en el medio. Si bien, la capacidad de
S. biloba para eliminar ambos plaguicidas fue limitada, ain se necesitan méas estudios que evallen el potencial de esta
especie nativa, y/o de las comunidades microbianas asociadas simbi6ticamente a sus raices, para concluir acerca de la
conveniencia de incluir este género vegetal en el disefio de sistemas de tratamiento orientados a la remediacion de
acuiferos contaminados con pesticidas.
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