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RESUMEN

La presencia en el medio ambiente de metales como el cromo, el niquel y el cadmio ha ido
en aumento desde la revolucién industrial debido a su uso en procesos industriales. La
contaminacién por metales proviene, entre otras fuentes, de los procesos industriales,
tales como la mineria, la metalurgia, la produccidon de baterias, pinturas y plasticos, entre
otros. La inadecuada disposicion de los desechos de distintas industrias en sus procesos de
produccién ha provocado el enriquecimiento de metales en el ambiente. A la toxicidad de
ciertos metales se suma el hecho de que no son biodegradables, pero si bioacumulables
(acumulacion del metal en los organismos) y biomagnificables (aumento de la
concentracién a medida que se avanza en la cadena tréfica). Dentro de estos metales se
encuentra el cromo que produce numerosas alteraciones en la fisiologia de los organismos
por lo cual es importante implementar tratamientos que lo remuevan de los efluentes
previos a su disposicion final. En las ultimas décadas se han comenzado a utilizar
organismos para el tratamiento de efluentes, proceso denominado biorremediacion. La
biorremediacién, en parte, es consecuencia de la tolerancia de los organismos a los
contaminantes y al desarrollo de mecanismos de detoxificacion que implican entre otras
cosas la degradacion y/o remocidon de los mismos. Las microalgas son organismos
unicelulares que se encuentran en ambientes de agua dulce y salada. Distintas especies de
algas pueden vivir en ambientes contaminados con metales dado que presentan diversos
mecanismos para reducir los efectos adversos. El desarrollo de una tecnologia de
remediacidon por microalgas requiere del conocimiento de la toxicidad especifica de los
metales y de la comprension de los mecanismos de tolerancia y/o resistencia. Con este
objetivo, en este trabajo se generd una cepa de Scenedesmus dimorphus resistente a Cr
(VI) (cepa CRS: Chromium Resistant Strain, segun sus siglas en inglés) que fue
caracterizada en su capacidad de resistir la exposicion al metal de manera comparada con
la cepa control (WT: Wild Type).

Los resultados de este trabajo mostraron que ante la presencia del metal se producen en
ambas cepas (WT y CRS) cambios drasticos en la morfologia y en la formacién de los
cenobios. Asimismo, la tasa de crecimiento (i) de CRS no se ve afectada cuando la cepa es
expuesta al metal, mientras que la u de la cepa WT se reduce a la mitad. Por otro lado,
ante la presencia del Cr (VI), se observa que en ambas cepas hay una disminuciéon en la
concentracion de clorofila a y b. Por el contrario, cuando las dos cepas son expuestas a Cr
(V1), se evidencia un incremento en la produccién de pigmentos accesorios (carotenoides,
compuestos antioxidantes), que mostré ser mayor en CRS. Ademads, el metal induce la
acumulacién de triglicéridos y especies reactivas del oxigeno (ROS) en la cepa WT en una
cantidad significativamente mayor que en la cepa CRS. Asimismo, se demostré que ambas
cepas excluyeron por igual al Cr (VI) del interior celular. De esta manera se encontré que la



resistencia no contribuyd a mejorar la biorremediacién de metal ya que ambas cepas
evitan de forma equivalente la absorcidon/adsorcién del Cr (VI). En el caso de la cepa CRS,
se comprobd que, ademas de la exclusion del Cr (VI), la cepa secreta compuestos que
disminuyen la toxicidad del metal. Por ultimo, se realizaron estudios de remocién que
confirmaron que una alta densidad celular y pHs bajos son las condiciones ideales para la
remocién de Cr (VI). Sin embargo, en estas condiciones experimentales tampoco se
encontraron diferencias en las eficiencias de remocién entre las cepas WT y CRS.

De lo observado podemos concluir que la cepa CRS muestra resistencia al Cr (VI) respecto
de la cepa WT, dado que su proliferacion no se ve modificada frente al metal. Ademas, se
comprobd que la cepa CRS evitaria el estrés oxidativo generado por el metal mediante la
liberacion de exudados que actian en simultdneo con la exclusion del Cr (VI). Asimismo,
se demostré que ante la presencia del metal hay aumento en la sintesis de carotenoides
gue ayudaria a mitigar los efectos téxicos del Cr (VI). Finalmente, la exclusién del metal va
en detrimento de la remocién del Cr (VI) ya que, aunque la resistencia mejora la
performance de la cepa CRS, esto no se ve reflejado en su capacidad de remocion de Cr
(vI).

Palabras claves: algas, cromo, exclusion de metales, exudados, pigmentos accesorios,
resistencia.



ABSTRACT

Since the industrial revolution, the presence in the environment of metals such as
chromium, nickel and cadmium has been increasing due to their industrial applications.
Metal pollution originates, among other sources, from industrial processes that include
mining, metallurgy and production of batteries, paints and plastics. Inadequate waste
disposal during industrial production is the main cause of metal enrichment in the
environment. In addition to their toxicity, metals are not biodegradable and are
bioaccumulable (they accumulate in living organisms) and biomagnifiable (their
concentration increases within the food chain). Chromium is a metal that produces many
alterations in the physiology of living organisms, hence, its removal prior to effluent
disposal is fundamental. In the last few decades, the use of living organisms for
wastewater treatment has become frequent, a process named bioremediation.
Bioremediation is, in part, a natural consequence of the tolerance of organisms to
pollutants and their detoxification response, which includes contaminant degradation
and/or removal. Microalgae are unicellular organisms found in both freshwater and
marine environments. Many species can live in metal-polluted environments, since they
have diverse mechanisms to reduce their harmful effects. The development of a
bioremediation technology using microalgae requires knowing the specific toxicity of
metals and the tolerance or resistance mechanisms of algae. With this goal in mind, in this
work, a strain of Scenedesmus dimorphus resistant to Cr (VI) (CRS strain: Chromium
Resistant Strain) was generated and characterized in its ability to resist the metal, in
comparison with a control strain (WT: Wild Type).

The results of this work showed that, when exposed to the metal, changes in cell
morfology and coenobia formation occur in both strains, being considerably more drastic
in the WT strain. The growth rate (u) of the CRS strain remains unmodified when cells are
exposed to the metal, whereas it is reduced to half in the WT strain. When exposed to Cr
(V1), both strains undergo a reduction in the content of chlorophylls a and b and a relative
increase in accessory pigments (carotenoids, with antioxidant function), being this
increase more evident in the CRS strain. Chromium (VI) also triggers ROS formation and
lipid accumulation in the WT strain, whereas these parameters are not modified in CRS
cells. Despite the resistance to Cr (V1) of CRS cells, both strains exclude the metal from the
cell interior to the same extent. As a consequence, CRS resistance does not contribute to
bioremediating the metal, since both strains avoid Cr (VI) absorption/adsorption to the
cell similarly. In the case of CRS, in addition to metal exclusion, the cells secrete
compounds that reduce the toxicity of the metal. Lastly, metal removal experiments
demonstrated that, at a high cell density and low pH, Cr (VI) is removed from the media
considerably and equivalently in both strains, using the biomass as a biosorbent.



Altogether, we conclude that the CRS strain has resistance to Cr (VI) in comparison with
the WT strain, given that its proliferation is not affected when exposed to the metal. In
addition, CRS cells avoid oxidative stress caused by the metal by releasing compounds that
reduce metal toxicity, in conjunction with the natural ability of the cells to exclude Cr (VI).
In addition, exposure to the metal triggers an accessory pigment response in the form of
carotenoid increase that could help mitigate the deleterious effects of Cr (VI). Finally,
metal exclusion offsets metal bioremediation. In this scenario, despite the fact that
resistance improves strain performance, this is not reflected in increased metal removal
from the media.

Keywords: Accessory pigments, algae, cell exudates, chromium, metal exclusion,
resistance.
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1. INTRODUCCION

1.1 La problematica asociada al incremento de los metales en el medioambiente

Los metales se encuentran de forma natural en la corteza terrestre, por esta razéon
se los halla en los suelos, sedimentos, agua y en los organismos (Kaplan, 2013; Kumar et
al., 2015; Monteiro et al., 2012). Algunos metales, como por ejemplo Zn, Cu, Mn, Niy Co,
son micronutrientes necesarios para el metabolismo de los organismos, pero en
concentraciones elevadas tienen efectos adversos. Otros metales, como el Cd, el Pb y el
Hg, no tienen actividad bioldgica, y por lo tanto son tdxicos para los seres vivos, incluso
cuando se encuentran en concentraciones muy bajas (Kaplan, 2013; Kumar et al., 2015;
Monteiro et al., 2012). Asimismo, la presencia de metales en el medioambiente ha ido en
aumento desde la revolucidn industrial, encontrandoselos en la actualidad en
concentraciones muy superiores a las normales (Jobby et al., 2018; Kumar et al., 2015;
Monteiro et al., 2012). La contaminacién por metales se debe al uso de los mismos en
procesos industriales, tales como la mineria, la metalurgia, la produccién de baterias,
pinturas y plasticos, entre otros (Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012). La inadecuada
disposicion de los desechos de estas industrias provoca el enriquecimiento de metales en
suelos, rios, arroyos y aguas subterraneas (Jobby et al., 2018). A la toxicidad de ciertos
metales se suma que no son biodegradables, son bioacumulables (acumulacién del metal
en los organismos) y biomagnificables (aumento de la concentracion a medida que se
avanza en la cadena tréfica) (Kumar et al.,, 2015; Monteiro et al.,, 2012). A modo de
ejemplo, en Argentina se puede describir una situacién en la Cuenca Matanza Riachuelo
en la cual se vierten efluentes de numerosas industrias y es la region ambiental mas
degradada del pais. Un informe elaborado por la Autoridad de Cuenca Matanza Riachuelo
en 2017 (ACUMAR) relevé un total de 16.701 industrias localizadas en la Cuenca Matanza
Riachuelo de las cuales 1.385 fueron declaradas como agentes contaminantes (Figura 1.1)
(Autoridad de Cuenca Matanza-Riachuelo (ACUMAR), 2017). Incluso, en dicha cuenca se
han determinado concentraciones de varios metales como el Cu, Cr y Zn en el sedimento

gue superan ampliamente los niveles guia de calidad para sedimentos establecidos por la



normativa holandesa (marco de referencia utilizado dada la ausencia de niveles guia

nacionales para sedimentos) (Tabla 1.1) (Porzionato, 2016).
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Tabla 1.1. Concentracidn de cobre, cromo y zinc en sedimentos en 4 zonas de la Cuenca Matanza
Riachuelo: Rio Reconquista, Canal Hidalgo (afluente del Rio Reconquista), Embalse Dique Ingeniero
Roggero (cuenca alta del Reconquista) y Canal José Ledn Suarez (afluente del Rio Reconquista).
Todos los valores se expresan en mg de metal/Kg de peso seco de sedimento (Porzionato, 2016).
*Holanda. Sediment Quality Guidelines (2006).

Cobre Cromo Zinc
Rio 115 105 450
Reconquista
Canal

254 102

Hidalgo 630 540 020
Dique 6 <0,1 4
Roggero
Canal J.L. 247 118 980
Suarez
Normativa
Holandesa* 36 100 140

1.2 Cromo: fuentes de contaminacion

El cromo fue descubierto en 1789 por Vauquelin al aislarlo a partir de una muestra
de un mineral, la crocoita (PbCrQ4) (Losi et al., 1994; Mishra & Bharagava, 2016; Verger et
al., 2018; Weeks, 1932). Su nombre deriva del griego, donde “chroma” significa color y fue
sugerido por Haly debido a los compuestos coloreados que forma (Losi et al., 1994;
Verger et al.,, 2018; Weeks, 1932). El cromo ocurre de forma natural como cromita
(FeO-Cr,03) y la gran mayoria de los depdsitos geoldgicos se hallan en Sudéfrica, Albania y
Kazajistan (Chandra & Kulshreshtha, 2004; Elahi et al., 2020; Losi et al., 1994; Mishra &
Bharagava, 2016; Pradhan et al., 2017) y, en menor medida, en Zimbawe, Filipinas y
Turquia (Chandra & Kulshreshtha, 2004; Losi et al., 1994). El cromo es un metal de
transicion y es el 21%" elemento mas abundante en la corteza terrestre (Cervantes et al.,
2001; Chandra & Kulshreshtha, 2004; Losi et al., 1994; Mishra & Bharagava, 2016). Las
caracteristicas fisico-quimicas de este metal, tales como su dureza, su brillo, la gama de
colores de los diferentes compuestos que forma, sus elevados puntos de fusion y
ebullicidn, y sus propiedades anti corrosivas, lo han convertido en un insumo muy valioso
y requerido por su uso en procesos industriales (Elahi et al., 2020; Mishra & Bharagava,

2016; Pradhan et al., 2017). La contaminacién ambiental por cromo se debe a su uso en
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metalurgia, en aleaciones (por ejemplo acero inoxidable), en galvanoplastia y en industrias
quimicas (en particular la del curtido del cuero), en la produccién de pigmentos, pinturas,
vidrios, ceramicos y cemento y en la preservacion de la madera, entre otros (Tabla 1.2)
(Elahi et al., 2020; Losi et al., 1994; Pradhan et al., 2017). La Figura 1.2 muestra un claro
ejemplo del incremento de la concentracidn de cromo en el agua causados por desechos
originados en la combustién de los combustibles, la industria de extraccion y
procesamiento de metales no ferrosos, las industrias quimicas entre ellas la del curtido del
cuero, las industrias de la fabricacidon de metales y las de fundicién y prensado de metales
no ferrosos (Cheng et al., 2014). Una de las principales industrias que utiliza cromo son las
curtiembres para el curtido del cuero y, durante el proceso, gran parte del cromo es
descartado en el efluente (Jobby et al., 2018; Mishra & Bharagava, 2016). Asimismo, se ha
reportado que estas industrias generan mas de 40 millones de toneladas por afio de
desecho (Jobby et al., 2018). En relacién a esto se ha reportado que en paises como
Australia, Bangladesh e India, numerosas zonas agricolas y cuerpos de agua se encuentran
extremadamente contaminados por la eliminacidon de desechos de curtiembres (Chandra
& Kulshreshtha, 2004; Jobby et al., 2018). Cabe destacar que solamente India produce
aproximadamente entre unas 2.000-32.000 toneladas de desechos con cromo de las
curtiembres y que la concentracion del metal en estos efluentes es entre 2 y 5 g/L
(Chandra & Kulshreshtha, 2004; Jobby et al., 2018; Mishra & Bharagava, 2016). En
Argentina, las curtiembres son una industria tradicional desde fines del siglo XIX y estdn
asociadas al desarrollo de la ganaderia y de la industria frigorifica. Actualmente, dentro de
la Cuenca Matanza Riachuelo hay unas 67 curtiembres en funcionamiento que descargan
efluentes que contienen cromo (Fuente: https://www.acumar.gob.ar/parque-

curtidor/curtiembres-la-cuenca/. Fecha de acceso al link: 10/10/2020).



Tabla 1.2. Compuestos de cromo y sus usos industriales (Losi et al., 1994; Mishra & Bharagava,

2016).

Compuesto ‘ Férmula ‘ Uso industrial

Cromo (VI)

Oxido de cromo (VI) CrO; Galvanoplastia (cromado), preservacion de
maderas.

Cromato de bario BaCrO, Pigmentos en pinturas, en tinturas y en
plasticos, metalurgia (recubrimientos
anticorrosion), pirotecnia, baterias de alta
temperatura.

Cromato de plomo PbCrO, Pigmentos en pinturas, en tinturas y en
plasticos, curtido del cuero.

Cromato de zinc ZnCrO, Pigmentos en pinturas, en tinturas y en
plasticos, metalurgia (recubrimientos
anticorrosion).

Cromato de calcio CaCrO, Pigmentos en pinturas, en tinturas y en
plasticos, metalurgia (recubrimientos
anticorrosion), baterias de alta temperatura,
imprimaciones para metales.

Dicromato de potasio K,Cr,05 Pigmentos en pinturas, en tinturas y en
plasticos, metalurgia (acero inoxidable).

Cromato de sodio Na,CrO, Pigmentos en pinturas, en tinturas y en
plasticos, metalurgia (recubrimientos
anticorrosidn, acero inoxidable).

Cromato de estroncio SrCrO, Metalurgia (recubrimientos anticorrosion),
aditivo de enchapados.

Cromato de mercurio HgCrO, Recubrimiento antifouling.

Cromato de magnesio MgCrO, Inhibidor de corrosidn en turbinas de gas,
material refractario.

Dicromato de amonio (NH,4),Cr,0, Curtido del cuero, metalurgia (acero
inoxidable), imprenta.

Cromo (lll)

Oxido de cromo (11l Cr,03 Pigmentos en pinturas, en tinturas y en
plasticos.

Acetato de cromo C1oH36CICr30,, | Imprenta; tinturas para textiles, preservacion
de textiles.

Sulfato de cromo Cry(S0,);3 Catalizadores, emulsiones fotograficas.

Cloruro de cromo | CrCls-6H,0 Mordiente, curtido del cuero, formacion de

hexahidratado complejos organicos.

Cromita de hierro FeO-Cr,03 Material refractario y obtencién de cromo
metalico.

Cromita de cobre CuCr,0, Catalizadores.

Cromita de magnesio MgCr,0,4 Material refractario.
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Figura 1.2. Descargas de cromo al agua en China desde 1990 al 2009. Grafico tomado de Cheng
(2014) y reproducido con autorizacién del Professor Cheng (Cheng et al., 2014). CC: combustiéon de
los combustibles; IEPMNF: Industria de extraccidn y procesamiento de metales no ferrosos; IQ:
Industrias quimicas; IC: Industrias del cuero; IFM: Industrias de la fabricacion de metales; IFPMNF:
Industria de fundicion y prensado de metales no ferrosos, t: tonelada.

1.3 Regulaciones y limites en la descarga de cromo al medioambiente

En Argentina, segun la resolucién 336/03 de la Autoridad del Agua (ADA), el limite
para el vertido de cromo indica que este debe ser menor a 2 mg/L de cromo total y menor
a 0,2 mg/L de cromo (VI) tanto para la colectora cloacal como para el cuerpo de agua
superficial, mientras que no se pueden descargar efluentes con cromo total ni con cromo
hexavalente en suelos. Adicionalmente, segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
y la USEPA (United States Environmental Protection Agency, segun sus siglas en inglés) el
limite de cromo total en el agua potable no debe superar los 0,05 mg/L y los 0,1 mg/L,

respectivamente (World Health Organization (WHQO), 2003; United States Environmental



Protection Agency (USEPA), 2009). Incluso la USEPA ha definido al Cr (VI) como uno de los
17 quimicos mas peligrosos para los seres humanos (Jobby et al., 2018; United States
Environmental Protection Agency (USEPA), 2009). Dada la regulacidn y lo establecido por
la OMS, los efluentes generados por las industrias que presentan altas concentraciones de
cromo deben ser tratados previamente a su vertido en los cuerpos de agua. Sin embargo,
por ejemplo, en la provincia de Buenos Aires la descarga de efluentes sin tratar es algo
frecuente. En la Cuenca del Rio Matanza-Riachuelo se han detectado altas
concentraciones de cromo en agua y sedimentos, que en algunos casos se encuentran
muy por encima de los limites de descarga de este metal (Autoridad de Cuenca Matanza-
Riachuelo (ACUMAR), 2012; Ceballos et al., 2016; Porzionato, 2016). En el Rio
Reconquista, perteneciente a la Cuenca Matanza Riachuelo, se ha detectado la presencia
de hasta 2500 mg/kg de cromo total en sedimentos y se han medido en agua
concentraciones de cromo total de hasta 0,151 mg/L (Autoridad de Cuenca Matanza-
Riachuelo (ACUMAR), 2012; Porzionato, 2016). Otro caso particular es el de la localidad de
El Jaglel, partido de Esteban Echeverria, dentro de la Cuenca Matanza Riachuelo. En este
se determinaron concentraciones de Cr (V1) disuelto en agua de hasta 4,19 mg/L y de 4,35

mg/L de Cr total en la proximidad de una antigua industria quimica (Ceballos et al., 2016).

1.4 Especiacion del cromo

Los metales en la naturaleza ocurren en diferentes estados de oxidacidn, y su
ocurrencia depende de diferentes parametros tales como el pH, la materia organica, la
temperatura y la fuerza iénica (Kaplan, 2013; Kotds & Stasicka, 2000; Monteiro et al.,
2012). Asimismo, la interaccién de los metales con los organismos o con compuestos
secretados por estos también puede modificar la forma quimica en la que se encuentran
(Kaplan, 2013; Monteiro et al., 2012). La especie quimica del metal define su solubilidad,
movilidad, estabilidad y toxicidad (Kaplan, 2013; Kotds & Stasicka, 2000; Monteiro et al.,
2012). Generalmente, los metales mds toxicos son aquellos que se encuentran
biodisponibles (Kaplan, 2013; Monteiro et al., 2012). Por lo tanto, cualquier proceso que

transforme el metal en una forma en la que le impida ingresar en los organismos



disminuye su toxicidad (Kaplan, 2013; Monteiro et al., 2012). El cromo presenta varios
estados de oxidacién (0 a VI), siendo las formas mds estables el cromo trivalente Cr (lll) y
el cromo hexavalente Cr (VI) (Kotds & Stasicka, 2000; Losi et al., 1994). EI Cr (IV) y Cr (V)
son muy inestables y se forman como intermediarios en las reacciones de déxido-reduccion

del Cr (lll) y el Cr (VI) (Kotds & Stasicka, 2000).
CROMO (I

El Cr (lll) es considerado la especie mas estable del metal ya que se requiere de
mucha energia para oxidarlo o reducirlo (Kotas & Stasicka, 2000). Ademads, este metal es
un acido fuerte y, en ausencia de otros elementos y/o compuestos excepto el agua, el Cr
(1) se encuentra como Cr(H,0)s>"; Cr(OH),"aq; siendo las especies predominantes a pHs
de entre 4 y 10 el CrOH*"-aq y el Cr(OH);-aq. Adicionalmente, ante la presencia de otros
ligandos, como el —O, el —Sy el —N, el Cr (lll) forma éxidos, hidréoxidos y sulfatos que
aumentan levemente la solubilidad cuando forma complejos simples (Kotds & Stasicka,
2000; Losi et al., 1994). No obstante, en el medioambiente el Cr (lll) generalmente se
encuentra asociado a macromoléculas de la materia organica, cdmo el acido humico, y
cabe destacar que este tipo de complejos resultan ser insolubles y la movilidad del metal
es practicamente inexistente (Chandra & Kulshreshtha, 2004; Kotds & Stasicka, 2000; Losi
et al., 1994). El potencial redox de la dupla Cr (VI1)/Cr (Ill) es muy elevado, por lo tanto muy
pocos oxidantes en la naturaleza pueden oxidar al Cr (lll) a Cr (VI). Asimismo, la oxidacién
del Cr (lll) por el oxigeno en el medioambiente es despreciable y sélo se ha reportado que

el manganeso puede oxidarlo (Kotds & Stasicka, 2000; Losi et al., 1994).
CROMO (VI

El Cr (VI) se halla frecuentemente asociado al oxigeno en forma de aniones, el
hidrocromato (HCrO,), el cromato (CrO,*) o el dicromato (Cr,0,%), y la proporcién de
estos dependerd del pH y de la concentracién del Cr (VI) (Figura 1.3) (Jobby et al., 2018;
Kotds & Stasicka, 2000; Losi et al., 1994). El acido crémico, H,CrO4, es un acido fuerte vy,
por lo tanto, a pHs de entre 1 y 6 y en concentraciones inferiores a 0,01 M la especie

predominante es el HCrO, mientras que a pHs superiores a 7 la Unica forma existente es
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el CrO,” (Cabatingan et al.,, 2001; Kotas & Stasicka, 2000; Losi et al., 1994). En las
siguientes ecuaciones se puede observar el equilibrio de las especies de Cr (VI) en solucién

acuosa (Cainelli & Cardillo, 1994):

K (25 °C), mol/L (M)

— ro, +
H,Cr0, < H* + HCrO; Ky = Bl — 121 (E.1.1)
HCrO; & H* + CroZ" K, = % =3 x1077 (E.1.2)
Ty

donde K es la constante de equilibrio a 25 °Cy la unidad de la concentracion de los

reactivos y productos es M (mol/L).

Adicionalmente, en soluciones diluidas la especie que presenta una mayor
abundancia es el HCrO4. No obstante, cuando la concentracion de Cr (VI) es superior a
0,05 M el HCrO4 comienza a condensarse en Cr2072_ segln la siguiente ecuacién (Cainelli
& Cardillo, 1994; Kotas & Stasicka, 2000; Losi et al., 1994):

2_
2HCr0; < Cr,02~ + H,0 Ky = [29] _ 355 (E.1.3)

[HCrZ]Z

En los rangos normales de pH de los cuerpos de agua, el cromo se encuentra
principalmente como HCrOy4, CrO42' 0 Cr2072' y estos compuestos presentan una elevada
solubilidad y movilidad en el medioambiente. No obstante, ante la presencia de agentes
reductores como la materia organica o el Fe (ll), estos oxianiones son facilmente
reducidos a Cr (lll) (Chandra & Kulshreshtha, 2004; Kotas & Stasicka, 2000; Losi et al.,
1994). Sin embargo, cabe destacar que elevadas concentraciones de Cr (VI) podrian
superar la capacidad reductora del ambiente y por lo tanto persistir como un

contaminante (Cervantes et al., 2001).

Adicionalmente, la relacion entre el Cr (VI) y el Cr (Ill) se describe en las siguientes

ecuaciones (Cainelli & Cardillo, 1994):

Cr,02~ + 14H* + 6e & 2Cr3* + 7H,0 + 1,33 eV (E.1.4)
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CrOZ~ + 8H* + 3e & Cr3* + 4H,0 + 1,48eV (E.1.5)
H,CrO, + 6H* + 3e & Cr3* +4H,0 + 1,33 eV (E.1.6)
HCrO; + 7H* + 3e & Cr3* +4H,0 + 1,35eV (E.1.7)

De esta manera, queda demostrada la diferencia en el potencial eléctrico entre el
Cr (VI) y el Cr (lll), asi como también refleja el gran potencial de oxidacién del Cr (VI) y la

gran energia que se requiere para oxidar el Cr (Ill) a Cr (VI).

En conclusion, el cromo (VI) se considera la especie mas toxica del cromo ya que
tiene un gran potencial de oxidacion y es soluble en agua, ademas puede atravesar las
membranas celulares, estos factores favorecen su biodisponibilidad y toxicidad (Chandra
& Kulshreshtha, 2004; Jobby et al., 2018; Mishra & Bharagava, 2016). Asimismo, el estado
de oxidacién del cromo en el ambiente dependera de las condiciones fisico-quimicas del
compartimiento en el que se encuentre (pH y potencial de éxido-reduccién debido a la
presencia de agentes reductores y oxidantes). Por ejemplo, en aguas con mucha presencia
de materia organica el cromo se encuentra como Cr (lll) mientras que en ambientes
oxidantes la especie predominante es el Cr (VI) (Arauzo et al., 2003; Kotds & Stasicka,

2000; Losi et al., 1994).

100

~
(&)

&

Abundancia (%)
3

o

0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 1.3. Abundancia de las formas del Cr (VI) en solucién acuosa en funcion del pH. Imagen
adaptada de Cabatingan (2001) (Cabatingan et al., 2001): distribucién de las especies de Cr (VI)
calculadas en funcién de una concentracién de 7,69 x 10° M y a una temperatura de 25 °C.
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1.5 Toxicidad del cromo

La toxicidad del Cr (VI) en los seres vivos se debe principalmente a la generacién de
especies reactivas del oxigeno 6 ROS (Reactive Oxygen Species, segun sus siglas en inglés).
En contacto con las células el Cr (VI) en forma de CrO4* puede ingresar al interior celular
por los canales de SO,* donde es reducido a Cr (lll), proceso durante el cual se generan
intermediarios como Cr (V) y Cr (IV) que pueden reaccionar con el perdxido de hidrégeno
(H,0,) y producir ROS, tales como el radical hidroxilo (OH") (Gorbi et al., 2006; Nacorda et
al.,, 2010; Ozer et al., 2012; Pinto et al., 2003; Pradhan et al., 2017). De hecho, se ha
demostrado que la toxicidad del Cr (V1) esta relacionada con la produccién de OH" a partir
del H,0, mediante un mecanismo conocido como reaccion de Fenton (Cervantes et al.,
2001; Nacorda et al., 2010; Pinto et al., 2003; Pradhan et al., 2017). Una elevada
concentracion de ROS puede causar oxidacién de proteinas, lipidos y acidos nucleicos, lo
que termina provocando alteraciones en el material genético y en la estructura celular
(Gorbi et al., 2006; Pinto et al., 2003; Pradhan et al., 2017). Adicionalmente, una vez que el
Cr (V1) es reducido a Cr (lIl) en el interior celular, este ultimo presenta efectos genotéxicos
y mutagénicos debido a que puede unirse a los grupos fosfatos del ADN, afectando y
provocando errores en la replicacién y transcripcion del ADN (Cervantes et al., 2001;

Joutey et al., 2015; Pradhan et al., 2017).

El cromo en elevadas concentraciones resulta sumamente téxico y genera severas
consecuencias en animales, plantas, y microorganismos (Cervantes et al., 2001; Mishra &
Bharagava, 2016; Shanker et al., 2005). A pesar de que el Cr (lll) es considerado un
micronutriente esencial para la salud de los seres humanos, una concentracién de 50
mg/kg de peso corporal es letal (Chandra & Kulshreshtha, 2004; Dayan & Paine, 2001). El
Cr (VI) tiene efectos genotdxicos, mutagénicos en plantas y microorganismos vy
carcinogénicos en los animales (Dayan & Paine, 2001; Mishra & Bharagava, 2016). Las
elevadas concentraciones de Cr (VI) en los seres humanos provocan ulceras en la piel,
dermatitis aguda, irritacién en el sistema respiratorio, perforacién del tabique nasal,

cancer de pulmén, necrosis de higado y rifiones (Chandra & Kulshreshtha, 2004; Dayan &
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Paine, 2001; Mishra & Bharagava, 2016). Adicionalmente, entre los efectos tdxicos del Cr
(VI) en animales, en peces se pueden enumerar la disminucidon en la producciéon de
anticuerpos, el aumento en la tasa de mortalidad, la disminucidon en las tasas de
crecimiento, de fertilidad y de probabilidad de supervivencia del embrién y dafo en el
ADN (Aslam & Yousafzai, 2017). Por otro lado, en plantas el Cr (VI) disminuye el contenido
de clorofila y proteinas, inhibiendo la fotosintesis y el crecimiento (Cervantes et al., 2001;
Chandra & Kulshreshtha, 2004; Mishra & Bharagava, 2016). En lo que respecta a
microorganismos, se ha reportado que el Cr (V1) en la levadura Saccharomyces cerevisiae,
tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento y en la incorporaciéon de oxigeno, asi como
también provoca mutaciones (Cervantes et al., 2001). De la misma manera, en
Arthrobacter sp., Bacillus sp. y Pseudomonas sp. se demostré que la exposicién a Cr (VI)

provoco la inhibicidn en el crecimiento (Megharaj et al., 2003; Ross et al., 1981).

Existen numerosos registros sobre el efecto de distintos metales en algas v,
especificamente, del cromo sobre la fisiologia y funciones celulares de las mismas
(Cervantes et al., 2001; Pefia-Castro et al., 2004; Takamura et al., 1989). A continuacion, se
mencionan algunos de los efectos por exposicién a cromo reportados en distintas algas.
Por ejemplo, se ha publicado que la exposicién a Cr (lll) y (VI) afecta la morfologia celular
(Corradi, Gorbi, & Bassi, 1995; Corradi & Gorbi, 1993), y que en casos como el de la
especie Scenedesmus incrasulata también altera la formacién de cenobios e induce la
aparicion de morfotipos (Pefia-Castro et al., 2004). Por otra parte, D'Ors (2010) y Pereira
(2013) han reportado importantes cambios morfoldgicos y citolégicos en la especie
Dictyosphaerium chlorelloides por exposicion a Cr (lll) (D’ors et al., 2010; Pereira et al.,
2013). Los andlisis por microscopia electréonica de transmisién y de barrido muestran
cambios en el aspecto general de las células, tamafio y forma, cuando son expuestas a
cromo, asi como cambios ultraestructurales. Las células expuestas a Cr (lll) muestran un
engrosamiento de la pared celular y la aparicién de numerosas vacuolas en el interior de
las mismas. En relacion al cloroplasto y la actividad fotosintética, se ha demostrado que la
exposiciéon a cromo induce cambios en el contenido de pigmentos (Gorbi et al., 2001;

Rodriguez et al., 2007) y afecta la actividad fotosintética (Volland et al., 2014).
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Por lo expuesto anteriormente, resulta necesario el tratamiento de los efluentes
contaminados con cromo de modo tal de prevenir un aumento de la concentracion del

metal en el ambiente y sus efectos deletéreos en los organismos.

1.6 Tratamiento de efluentes contaminados con metales

Tradicionalmente la remocion de metales de los efluentes, incluido el cromo, se
efectia por métodos fisicoquimicos, tales como la precipitacién quimica, el intercambio
idnico, la filtracién, la electrofloculacion, la electrodeposicién, la adsorcidn por carbén
activado, la incineracion, la extraccidn con solventes, entre otros (Gunatilake, 2015; Jobby
et al., 2018; Kumar et al., 2015). A continuacidn, se describen algunas de las técnicas mas

utilizadas:

PRECIPITACION QUIMICA

La precipitacion quimica es el método mas utilizado en el tratamiento de efluentes
industriales para la remocién de contaminantes debido a su facil implementacién y su bajo
costo (Crini & Lichtfouse, 2019; Gunatilake, 2015; Sharma et al., 2018). Este proceso se
basa en la generacién de compuestos insolubles con el metal que precipitan y pueden ser
facilmente removidos, siendo las sales mas utilizadas sulfatos, fosfatos, hidréxidos vy
carbonatos. La eficiencia del tratamiento puede mejorarse modificando parametros como
el pH, la temperatura, la concentracion inicial, entre otros. La precipitacion quimica mas
utilizada es mediante hidrdxidos ya que es sencilla, econdmica y el precipitado (cal: éxido
de calcio) es facil de remover. A pesar de las ventajas que presenta esta técnica, resulta
ser muy ineficiente cuando la concentracién inicial del metal es baja (Crini & Lichtfouse,
2019; Gunatilake, 2015; Sharma et al., 2018). Ademas, para lograr concentraciones del
metal permitidas para la descarga al medio ambiente se necesitan grandes cantidades de
sales. Otra desventaja que presenta este método es que se generan desechos
contaminados que luego requieren de un tratamiento (Crini & Lichtfouse, 2019; Sharma et

al., 2018).
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INTERCAMBIO IONICO

El intercambio idnico es un método ampliamente utilizado para la remocion de
metales de desechos industriales. Esta técnica consiste en el reemplazo de iones no
deseados, como los metales que se buscan remover, por iones que no son contaminantes
(Gunatilake, 2015; Sharma et al., 2018). En el intercambio idnico se utilizan resinas
orgdnicas sintéticas de intercambio idnico y el metal se transfiere de la fase liquida
(efluente o sedimento en solucién) a la fase sdlida (resina). Este método resulta ser
eficiente a bajas concentraciones del metal, no obstante las resinas son muy costosas, se
saturan facilmente, son sensibles a cambios de pH y presentan una muy baja selectividad

(Crini & Lichtfouse, 2019; Gunatilake, 2015; Sharma et al., 2018).

FILTRACION POR MEMBRANA

La filtraciéon por membrana resulta ser una técnica muy atractiva para el
tratamiento de desechos industriales debido a que genera un efluente de alta calidad y no
se requieren quimicos (Crini & Lichtfouse, 2019; Sharma et al., 2018). De acuerdo al
tamafio de particula se puede utilizar la ultrafiltracion, la nanofiltraciéon y la dsmosis
inversa para el tratamiento de metales. Dichas técnicas utilizan una membrana de
filtracién que puede retener a los contaminantes por su tamafio o por su interaccion con
un ligando en la cual se aplica una presion hidrostatica para desplazar al efluente. No
obstante, estos métodos presentan altos costos de inversidon, de mantenimiento y de
operacion, tienen un elevado requerimiento energético, las membranas se saturan
rapidamente y son procesos muy especificos segun el efluente a tratar (Crini & Lichtfouse,

2019).

En general, las principales desventajas que presentan los métodos convencionales
de remediacidn son que resultan ser ineficientes cuando la concentracién del metal baja
(< 100 mg/L), y/o generan descartes toxicos y/o suelen ser muy costosos (Crini &
Lichtfouse, 2019; Fernandez et al., 2018; Jobby et al., 2018; Kumar et al., 2015). En

relacion a estos inconvenientes, en las Ultimas décadas ha surgido como alternativa la
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utilizacién de organismos (algas, bacterias, plantas y hongos) para la remediacién, proceso
conocido como biorremediacion (Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012). la
biorremediacion de metales mediante microorganismos involucra dos mecanismos: 1) un
proceso pasivo, rapido y reversible, denominado bioadsorcién, en el cual los metales son
adsorbidos en la membrana o pared celular; y 2) un proceso activo y mas lento, por el cual
el metal ingresa en el interior de la célula y se acumula en ésta uniéndose a compuestos
intracelulares (Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012; Zeraatkar et al., 2016). Este
mecanismo resulta ser eficiente cuando las concentraciones del metal son bajas, menores
a 100 mg/L (Elahi et al., 2020; Han et al., 2007; Kumar et al., 2015), ademas no generan
residuos téxicos adicionales y suelen ser menos costosos que los métodos tradicionales
(Elahi et al., 2020; Fernandez et al., 2018; Jobby et al., 2018; Kumar et al., 2015; Monteiro
et al.,, 2012).

La posibilidad de usar organismos para el tratamiento de efluentes contaminados
con metales se debe a que estos han desarrollado mecanismos de detoxificacién incluidos
la bioadsorcidn, la bioacumulacidn y/o la biotransformacion (Fernandez et al., 2018; Jobby
et al., 2018). En el caso particular del Cr (VI) la bioreduccién a Cr (lll), forma mas estable,
insoluble e inmévil del cromo se ha propuesto como una posibilidad para el tratamiento
de efluentes que presenten Cr (VI) (Fernandez et al., 2018; Jobby et al., 2018). A

continuacion, se describen brevemente los 3 mecanismos de detoxificacion:

BIOADSORCION

La bioadsorcién es un mecanismo fisico-quimico pasivo, rapido y reversible entre el
biosorbente (material bioldgico) y el metal (Fernandez et al., 2018; Monteiro et al., 2012;
Zeraatkar et al., 2016). Las paredes celulares de los organismos como algas, hongos vy
bacterias tienen grupos funcionales tales como hidroxilos, carboxilos, aminos y sulfhidrilos
gue funcionan como sitios de adsorcién para los metales (Fernandez et al., 2018; Kumar et
al.,, 2015; Monteiro et al., 2012; Zeraatkar et al., 2016). Este mecanismo ocurre por
interacciones electrostaticas y por la formacidn de uniones idnicas y covalentes e incluye

la adsorcién fisica, el intercambio idnico, la coordinacién o complejacidon quimica, la
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quelacién y la precipitacién (Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012). La bioadsorcion no
depende, necesariamente, de la actividad bioldgica y se puede usar material biolégico
inactivo (Fernandez et al., 2018; Zeraatkar et al., 2016). Las ventajas de utilizar biomasa
muerta es que no hay que preocuparse por los efectos adversos sobre el organismo, se
ahorra la incorporacion de nutrientes y es mas sencilla la recuperacion del metal

(Fernandez et al., 2018; Zeraatkar et al., 2016).

BIOACUMULACION

La absorcién de los metales por los organismos es un mecanismo activo que
depende del metabolismo y de la concentracién inicial del metal y del tiempo de contacto
(Fernandez et al., 2018). Por lo tanto, la bioacumulacion es un proceso lento y
generalmente irreversible ya que una vez que el metal ingresa al interior celular forma
complejos con moléculas como tioles o es retenido en organelas tales como las vacuolas o
en cuerpos de polifosfatos (Kumar et al., 2015). Este mecanismo muchas veces se ve
limitado por los efectos adversos que provocan ciertos metales como el cromo en los
seres vivos (Fernandez et al., 2018). El transporte activo del Cr (VI) al interior celular
ocurre principalmente por los canales de S0, debido a la similitud entre los aniones del
cromato y el sulfato (Fernandez et al., 2018; Joutey et al., 2015; Pradhan et al., 2017). Por
otro lado, la membrana celular resulta ser impermeable al Cr (lll) debido a que los

compuestos que forma tienen una baja, casi nula, solubilidad (Fernandez et al., 2018).

BIOTRANSFORMACION

La biotransformacién es un mecanismo de detoxificacion en el cual el metal es
modificado a una forma menos toxica al ser estabilizado o transferido a otra fase del
ambiente (Ali et al., 2013; Fernandez et al., 2018; Jobby et al., 2018). Un claro ejemplo es
la fitoestablizacion, durante este proceso las plantas pueden inmovilizar en el suelo a los
metales mediante la precipitacion, la complejacidon quimica y la reduccién mediante la
secrecion de enzimas de tipo redox (Ali et al., 2013). Otro mecanismo presente en las

plantas es la fitovolatilizacién, ésta ocurre en metales como el Hg y el Se que son
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volatilizados y, posteriormente, liberados a la atmédsfera (Ali et al., 2013). Cabe destacar,
que en la biotransformacién solamente se modifica el estado de oxidacion o la

localizacion/ubicacion del metal en el ambiente.

En el caso del Cr (VI) se considera a la biotransformacién como un mecanismo de
detoxificacién ya que al reducirse a Cr (lll) este metal suele formar compuestos muy
estables y que son muy poco solubles (Fernandez et al., 2018; Jobby et al., 2018). En
bacterias como Pseudomonas y Bacillus se ha reportado la reduccion de Cr (VI) mediante
enzimas de tipo cromato reductasa que pueden encontrarse en el citosol o en la
membrana plasmatica (Fernandez et al., 2018). La bioreduccién a Cr (lll) también puede
ser no enzimatica mediada por aminodcidos, azucares, vitaminas, glutation y acidos

orgdnicos como el oxalato y el citrato (Fernandez et al., 2018; Jobby et al., 2018).

1.7 Capacidad de remocion del cromo utilizando distintos microorganismos

Se han realizado numerosos estudios utilizando una gran diversidad de
microorganismos para la remocidn de Cr (VI), entre ellos se encuentran bacterias, hongos
y microalgas (Jobby et al., 2018; Kumar et al., 2015). En la siguiente tabla se muestran

datos de capacidades de remocion de diferentes microorganismos (Tabla 1.3):

Tabla 1.3. Eficiencias de bioremocion de Cr (VI) por diferentes organismos expresadas con el indice
capacidad de remocidn (mg de Cr/g de biomasa).

Capacidad de remocién

Organismo pH (mg de Cr (VI)/g de Referencia

biomasa)
Microalgas
Chlamydomonas reinhardtii 2 18,2 (Arica et al., 2005)
Chlorella vulgaris 2 23 (Cetinkaya D6nmez et al., 1999)
Chlorella vulgaris 4 23,6 (Zimriye Aksu et al., 1999)
Dunaliella sp. 1 2 58,3 (Donmez & Aksu, 2002)
Dunaliella sp. 2 2 45,5 (D6nmez & Aksu, 2002)
Pediastrum boryanum 2 ~13 (Ozeretal., 2012)
Scenedesmus obliquus 2 15,6 (Cetinkaya D6nmez et al., 1999)
Bacterias
Arthrobacter viscosus 4 13,0 (Silva et al., 2012)
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Aeromonas caviae 2,5 124,46 (Loukidou et al., 2004)

Bacillus circulans 2,5 34,5 (Srinath et al., 2002)
Bacillus licheniformis 2,5 69,35 (Zhou et al., 2007)
Escherichia coli 2 64,36 (Gabr et al., 2009)
Pseudomonas sp. 4 95 (Ziagova et al., 2007)
Staphylococcus xylosus 1 143 (Ziagova et al., 2007)
Hongos

Aspergillus niger 3 30,1 (Mungasavalli et al., 2007)
Aspergiullu niger 1 117,33 (Khambhaty et al., 2009)
Candida sp. 6 44,38 (Guillén-Jiménez et al., 2009)
Penicillium griseofulvum 2 75,1 (Abigail et al., 2014)
Rhizopus arrhizus 2 78 (Aksu & Balibek, 2007)
Rhizopus nigricans 2 15,5 (Bai & Abraham, 2001)
Saccharomyces cerevisiae 1 32,6 (Ozer & Ozer, 2003)

1.8 Las microalgas

Las algas son un grupo polifilético de organismos eucaridticos fotosintéticos, con
grupos pertenecientes a al menos cinco supergrupos o reinos diferentes (Figura 1.4).
Algunas de ellas estdn emparentadas con las plantas (algas verdes y rojas), mientras que
otras se encuentran relacionadas con los Protistas (diatomeas, eustigmatdfitas,
dinoflagelados y algas pardas, por ejemplo) (Figura 1.4). Todos los grupos de algas carecen
de un verdadero embrion y de una cubierta estéril de células alrededor de las células
reproductoras, ambas caracteristicas de las plantas. A diferencia con las plantas, las algas
no poseen una diferenciacién tisular, es decir no tienen raices, hojas, tallos ni un sistema
de conduccién complejo. Si bien algunas algas pluricelulares presentan estructuras
equivalentes a las hojas, tallos y raices, no forman verdaderos tejidos. Por otro lado, se
suele separar a las algas en macroalgas y microalgas segin su tamano y organizaciéon
celular, aunque esta clasificacion no tiene valor taxondmico. Las primeras son organismos
pluricelulares y las segundas organismos unicelulares, que ademas pueden ser coloniales o
cenobiales. Las algas generalmente se encuentran en el agua dulce, salada y salobre, sin
embargo, también pueden hallarse en casi todos los ambientes como en el suelo, la nieve
0 en aguas termales. Asimismo, las algas son un grupo morfolégicamente muy diverso:

poseen formas y tamafios muy variados y ciclos de vida muy diversos. Ademas, poseen
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importantes diferencias en la composicién de sus paredes celulares, de sus pigmentos
fotosintéticos y de sus polisacaridos de reserva y estructurales. Toda esta gran variabilidad

refleja los diferentes origenes evolutivos de los organismos agrupados dentro de las algas.

Metazoa

Hongos

Amoabazoa

Excavala

EXCAVATA - Ultimo ancestro = SAR T nnercol
eucariota comun Oomicetes

Rhizara Aleolata

CRIPTOEITAS HAPTOFITAS

Figura 1.4. Arbol filogenético donde se muestra la clasificacién de las algas a nivel de las jerarquias
mas altas. El término algas se refiere a un grupo polifilético con miembros en cinco reinos o
supergrupos diferentes, cuyos nombres se muestran en celeste. Dentro de los mismos, algunos de
los grupos principales de algas son: Algas rojas, Algas verdes, Algas pardas, Diatomeas, Glaucofitas,
Criptofitas y Haptofitas. Dentro de las algas verdes, emparentadas con las plantas, se encuentra el
género Scenedesmus. Esquema adaptado de Rensing (2016) (Rensing, 2016).

En esta Tesis, nos enfocaremos en Scenedesmus dimorphus, una especie de
microalga verde perteneciente a la clase Chlorophyceae, orden Sphaeropleales.
Scenedesmus sp. es un género ampliamente utilizado en estudios de biorremediacién
(Kumar et al.,, 2015). Este género es cosmopolita y generalmente se encuentra en el
fitoplancton en rios, estanques y lagos. Son microalgas coloniales que forman cenobios de
2, 4, 8, 16 y 32 células, y las células suelen ser elipsoidales, ovoides, en forma de
medialuna o alargadas con los extremos ahusados (Figura 1.5). Los cenobios se forman
por la unién lateral adyacente de las células que se encuentran dispuestas de forma lineal
o alternada (Figura 1.5). Las células son uninucleadas y tienen un solo cloroplasto parietal

que generalmente presenta un Unico pirenoide (Figura 1.5). Muchas especies de
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Scenedesmus generalmente se encuentran como células individuales, lo que representa
ciertas ventajas asociadas a la disminucion de la velocidad de sedimentacién y a una
mayor relacion superficie/volumen para la absorcién de nutrientes. Algunas especies de
este género pueden presentar espinas o cerdas en la pared celular para favorecer la
flotabilidad. La reproduccién es asexual y es mediante autoesporas (células hijas con la
misma forma que la célula parental) aunque en determinadas condiciones, como por
ejemplo escasez de nitrogeno, puede darse la produccion de zoosporas (células flageladas
motiles) (Lee, 2018)(Figura 1.5). Generalmente la morfologia depende del medio en el que
se encuentre, pudiendo hallarse como células individuales o también pueden perder las
espinas. Adicionalmente, muchas especies de Scenedesmus crecen como células
individuales pero ante una presién de depredaciéon, como por ejemplo una gran
abundancia de Daphnia, Scenedesmus forma colonias multicelulares como mecanismo de

defensa (Lee, 2018).
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Figura 1.5. Morfotipo de Scenedesmus dimorphus como ejemplo de una especie del género
Scenedesmus sp. y ciclos de vida de dicho género. En el panel superior se muestran las principales
estructuras celulares. En el panel inferior, se muestran los ciclos de vida asexual y sexual. En
condiciones de crecimiento éptimo, Scenedesmus se reproduce asexualmente a través de
autosporas. En condiciones de estrés o deficiencia nutricional, la reproduccion puede ocurrir
sexualmente mediante la unién de gametas haploides flageladas de tipos de apareamiento
diferentes (+ y -), para formar un cigoto cuadriflagelado. El cigoto puede generar hasta 32
zoosporas mediante germinaciéon (meiosis y mitosis), que generan nuevas gametas mediante
gametogénesis. El esquema del ciclo de reproduccién sexual fue adaptado de Trainor (1996)

(Trainor, 1996).
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1.9 Biorremediacion usando microalgas

Las microalgas son ampliamente utilizadas en estudios de biorremediacion (Kumar
et al., 2015; Monteiro et al., 2012). La biorremediacién mediante microalgas depende de
varios factores, tanto bidticos como abidticos (Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012).
Dentro de los bidticos se destacan la especie, la tolerancia del organismo a un metal dado
y la concentracion de la biomasa. Por otro lado, entre los factores abiéticos podemos
enumerar el pH, la temperatura, la concentracidon inicial del metal, la especiacion del
metal, y la presencia de otros metales. A continuacion, se describen los factores que

influyen en el proceso de biorremediacién mediante microalgas:

ESPECIE

La sensibilidad a cada metal y la eficiencia de biorremediacién es especie-
dependiente. Incluso se han reportado diferentes capacidades de remocidn y respuestas a
un mismo metal en especies del mismo género (Dwivedi et al., 2010; Kumar et al., 2015;
Monteiro et al., 2012; Zeraatkar et al., 2016). Un ejemplo es el caso en las distintas
eficiencias de remocién de metales como el Cr (VI) que presentan Chlorella miniata y
Chlorella vulgaris, siendo especies del mismo género (Kumar et al., 2015). Adicionalmente,
cabe destacar que muchas microalgas pueden vivir en sitios contaminados con metales
debido a que presentan o desarrollan mecanismos de tolerancia y/o resistencia que
influyen en el proceso de remocion (Baselga-Cervera et al., 2018; Kumar et al., 2015;
Monteiro et al., 2012). La tolerancia es la estrategia poblacional para sobrevivir y
reproducirse como respuesta a la exposicion de un determinado contaminante o todxico.
Este término se distingue de la resistencia o la capacidad adquirida por mutacidén genética
de una parte de la poblacién para sobrevivir y reproducirse. En lo que respecta al efecto
de la especie utilizada en estudios de biorremediacidn, se ha demostrado que cepas
aisladas de ambientes con una alta concentracion de metales o cepas resistentes a
metales que han sido generadas en laboratorios presentan eficiencias de biorremediacion
muy elevadas (Baselga-Cervera et al., 2018; Dwivedi et al.,, 2010). Ademas, en

concordancia con lo expuesto anteriormente, se ha reportado que microalgas que han
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sido aisladas del mismo sitio pero que pertenecen a especies distintas muestran

diferentes capacidades de remocién (Dwivedi et al., 2010; Novak et al., 2020).

MECANISMOS DE TOLERANCIA/RESISTENCIA

Las microalgas cuentan con numerosos mecanismos de tolerancia que difieren
dependiendo de la especie, del estado de oxidacién y de la concentracién del metal. Por
ejemplo, dentro de la respuesta antioxidante de las microalgas se encuentran las enzimas
como la superdxido dismutasa, la glutation peroxidasa y la ascorbato peroxidasa (Kumar
et al., 2015; Pinto et al., 2003). Adicionalmente, otros mecanismos de detoxificacién no
enzimdticos son la sintesis de compuestos como fitoquelatinas o tioles no peptidicos, la
exclusién o compartimentalizacion de los metales, o la secrecion de exudados que pueden

quelar los metales (Kaplan, 2013; Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012).

CONCENTRACION DE LA BIOMASA

El aumento en la biomasa conlleva un incremento de los sitios disponibles para la
adsorcién del metal y por lo tanto se refleja en una mejor capacidad de remocién (Kumar
et al., 2015; Monteiro et al., 2012; Zeraatkar et al., 2016). No obstante, se ha reportado
gue un exceso de biomasa puede ser contraproducente y provocar una disminucion de la
eficiencia de biorremediacién. Esto se deberia a que un incremento en el nimero de
células provoca que estas se agreguen y de esta forma disminuye el nimero de sitios
libres para la unién con el metal (Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012). Otra posible
razon para la pérdida de la capacidad de remocion asociada a un aumento excesivo de la
biomasa es que disminuye la distancia promedio entre los sitios disponibles para la

adsorcién (Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012).

pH

El pH es considerado como el factor mas importante que influye en el proceso de
adsorcién ya que afecta la solubilidad y la toxicidad del metal (Kumar et al., 2015;

Monteiro et al., 2012). La especiacion del metal y su comportamiento en medio acuoso
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depende directamente del pH. De la misma manera, las propiedades acido-base de los
grupos funcionales presentes en la pared celular de las microalgas dependen del pH,
confiriéndoles una carga superficial negativa a pHs fisiolégicos (mayores a 5). Por ejemplo,
a pHs bajos los grupos funcionales estan protonados y cargados de forma positiva, por lo
tanto, los metales que se encuentran como cationes son rechazados por fuerzas
repulsivas. Por el contrario, a pHs elevados los grupos funcionales se encuentran
desprotonados y cargados de forma negativa, permitiendo que los cationes se unan a
ellos. Cada grupo funcional tiene un rango de pH diferente en el que se encuentra cargado
de forma negativa, los carboxilos predominan a pHs entre 3 y 5; entre pHs de 5 a 9
también se hallan los fosfatos, mientras que a pHs de 9 a 12 todos los grupos funcionales,
incluidos los hidroxilos y aminos, estan disponibles para unirse a los cationes. No obstante,
a pHs elevados muchos metales tienden a precipitar y por lo tanto es necesario definir el

pH éptimo para la biorremediacion (Kumar et al., 2015; Zeraatkar et al., 2016).

TEMPERATURA

Si bien la temperatura influye en numerosos parametros que son importantes en la
biosorcién, como por ejemplo la estabilidad y solubilidad del metal, los estudios realizados
no son consistentes (Kumar et al.,, 2015; Monteiro et al., 2012; Zeraatkar et al., 2016).
Aunque hay autores que han reportado un aumento en la eficiencia de remocidn asociado
a un incremento en la temperatura, otros concluyen lo opuesto. Por ejemplo, en el trabajo
de Aksu (2002) se observé en Chlorella vulgaris un aumento en la eficiencia de remocion
de Ni (ll) asociado al incremento de la temperatura, lo cual fue evaluado en un rango de
temperatura de 15 a 45 °C (Aksu, 2002). Contrariamente, en un estudio previo del mismo
autor, este concluyé que el aumento en la temperatura (20 a 50 °C) provocéd la
disminucion en la capacidad de absorcién de Cd (llI) por parte de la misma cepa (Aksu,
2001). De forma similar, Gupta y Rastogi (2008) reportaron que en Oedogonium sp. el
incremento en la temperatura (25 a 45 °C) afectd negativamente la biosorcion de Cd (ll)
(Gupta & Rastogi, 2008). Adicionalmente, otros estudios afirman que no habria un efecto
de la temperatura en la remociéon de metales (Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012;
Zeraatkar et al., 2016).
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CONCENTRACION DEL METAL

La eficiencia de remocidon en solucion depende de la concentracién inicial del
metal, y puede predecirse mediante modelos matematicos, isotermas cldsicas de
adsorcion (Monteiro et al., 2012; Zeraatkar et al., 2016). De esta manera, la capacidad de
biosorcién aumenta cuando se incrementa la concentracion del metal, aunque a
concentraciones muy elevadas el sistema llega a un punto de saturacién (Monteiro et al.,

2012; Zeraatkar et al., 2016).

ESPECIACION DEL METAL

La biosorcion de los metales depende de su especiaciéon y de su carga, las cuales
estan determinadas por el pH. Los metales en solucién pueden encontrarse como iones
libres, formando complejos con ligandos organicos/inorganicos o adsorbidos en diferentes
fases particuladas. No obstante, cuando el metal se halla como un idn libre presenta una
mayor capacidad de unién a las microalgas y por lo tanto es la forma mas tdxica (Kumar et

al., 2015; Monteiro et al., 2012).

PRESENCIA DE OTROS METALES

Generalmente, los efluentes industriales se encuentran contaminados con mas de
un metal, por ejemplo en las aguas de desecho de procesos en galvanoplastia contienen
una mezcla de Cr, Ni, Cd y Zn (Monteiro et al., 2012; Zeraatkar et al., 2016). Por lo tanto,
se debe tener en cuenta el efecto que produce en el proceso de remocion la interaccion
de todos los metales presentes en los efluentes. En soluciones multi-metdlicas, la
interaccidon entre los metales no presenta un patrén definido y puede ocurrir que
compitan por los sitios activos en las paredes celulares de las microalgas o que precipiten
en presencia de otros metales. Por esta razén, se debe estudiar de forma conjunta el

comportamiento de los diferentes metales presentes en cada sistema.
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1.10 Microalgas: mecanismos de detoxificacién

Distintas especies de algas pueden vivir en ambientes contaminados con metales
dado que presentan mecanismos de detoxificacidn, lo que las hace tolerantes al metal
(Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012). Gran parte de los fendmenos de tolerancia y/o
resistencia residen en la capacidad de distintas poblaciones o cepas de inmovilizar los
metales, intracelular o extracelularmente, de manera de que no ejerzan efectos tdxicos

(Monteiro et al., 2012).

Se han descripto distintos mecanismos de interaccion célula-metal que conducen a
la remocién del mismo del medio liquido. La primera barrera con la que se encuentran los
metales es la pared celular que esta conformada por polisacaridos, proteinas y lipidos que
poseen grupos funcionales que le otorgan cargas positivas y negativas tales como aminos,
carboxilos, fosfatos, sulfhidrilos e hidroxilos. Estos grupos funcionales le otorgan una
elevada afinidad por los metales, pudiendo quedar éstos adsorbidos a la superficie celular
(Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012). Si bien la superficie celular presenta sitios

cargados positivos y negativos la carga neta es negativa a pHs superiores a 5.

Un modo diferente de reducir la concentracién del metal y evitar su ingreso al
interior de la célula es mediante la formacion de complejos entre el metal y exudados
orgdnicos (Corradi et al., 1998; Ferraro et al., 2018; Gorbi et al., 2004; Kaplan, 2013;
Myklestad, 1995). La composicion de estos exudados, en términos de qué tipos de
polisacaridos poseen asi como qué proporcidn y tipo de proteinas presentan, resulta ser
especie-especifica y determinara su capacidad de quelar los diferentes metales (Gorbi et
al.,, 2004; Kaplan et al.,, 1987; Myklestad, 1995). Cabe mencionar que la secrecion de
exudados organicos se ha estudiado principalmente para metales que en solucion se
encuentran como cationes, pero poco se conoce sobre la secrecidon de los mismos cuando
las algas son expuestas a metales en forma de aniones. En este sentido, caracterizar la

secrecidn de compuestos orgdnicos por exposicidon a cromo resulta de gran interés.
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Otro mecanismo para destacar es el desencadenado por la generacién de ROS. Las
microalgas muestran una fuerte respuesta antioxidante que se induce durante la
exposicion a distintos metales incluido el cromo. La regulacion e induccién en la
produccién de antioxidantes como respuesta al estrés oxidativo depende de cada tipo de
metal (Pinto et al., 2003). Uno de los mecanismos de detoxificacion mas importantes en
microalgas es la sintesis de tioles no peptidicos tales como la cisteina (Cys) y el glutatién
(GSH) (Gorbi et al., 2006, 2007; Marieschi et al., 2015; Torricelli et al., 2004). El GSH es el
antioxidante no enzimatico mas importante y actlda reduciendo el efecto del cromo en la
generacién de ROS (Nagalakshmi & Prasad, 2001). Adicionalmente, existen tioles
peptidicos como las fitoquelatinas que contribuyen a mitigar el estrés oxidativo (Gorbi et
al., 2006; Marieschi et al., 2015; Torricelli et al., 2004). Este tipo de compuestos actuan
formando complejos con los metales que posteriormente son almacenados en vacuolas,
cloroplastos y/o cuerpos de inclusién o simplemente como precipitados en el citosol

(Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012; Perales-Vela et al., 2006; Torricelli et al., 2004).

1.11 Mecanismos de remocién de cromo mediante el uso de microalgas

Numerosas especies de algas han mostrado capacidad para la captacion de
metales. Estudios realizados a escala de laboratorio con diferentes especies de microalgas,
incluidas las del género Scenedesmus sp., muestran una buena eficiencia en la remocién
de Cr (VI) (Cervantes et al.,, 2001; Jacome-Pilco et al., 2009). Como se menciond
previamente en la seccion 1.9, las microalgas presentan carga superficial negativa a pHs
fisioldgicos, es decir superiores a 5. Asimismo, el cromo interactua de forma diferente con
las microalgas en funcidn de su estado de oxidacidn y de su carga. El Cr (lll) generalmente
se encuentra presente con carga positiva y por lo tanto, a pHs superiores a 5, el Cr (lll) es
adsorbido a la pared celular por los grupos funcionales cargados de forma negativa,
mientras que no puede unirse a la biomasa a pHs mas acidos (menores a 5).
Contrariamente, el Cr (VI) se encuentra con carga negativa en forma de HCrO4, Cr042’ o
Cr,0,% vy, a pHs mayores a 4, tanto el Cr (VI) como las microalgas presentan una carga

superficial negativa, por lo que sufren fuerzas electrostaticas repulsivas, resultando en una
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remocién del metal muy baja. No obstante, el Cr (VI), a pHs superiores a 4, puede ser
reducido por la biomasa para posteriormente ser adsorbido y también puede ser
incorporado al interior celular a través de los canales de sulfato (Elahi et al., 2020; Jobby
et al., 2018; Joutey et al., 2015; Marieschi et al., 2015; Pereira et al., 2008; Sardella et al.,
2019). Por otro lado, a pHs menores a 4, el Cr (VI) es adsorbido directamente a la pared
celular ya que la mayoria de los grupos funcionales que presenta estdn cargados de forma
positiva. Adicionalmente, se ha reportado que posteriormente puede ocurrir una
reduccion del Cr (VI) a Cr (lll) mediada por los carbonilos y, de esta manera, el Cr (lll)
puede permanecer unido a la biomasa o bien puede ser liberado nuevamente al medio

(Han et al., 2007; Park et al., 2007).

Cabe destacar que, como se mencioné en la Seccidon 1.9, la eficiencia de
remediacién se incrementa con el aumento en la cantidad de biomasa debido a que, de
esta forma, hay un mayor nimero de sitios activos para la bioadsorcién del metal.
Adicionalmente, es importante recordar que las microalgas presentan una carga
superficial negativa a pHs fisioldgicos (mayores a 5). Por estas dos razones, generalmente
los ensayos de biorremediacién de Cr (VI) se realizan con una biomasa considerable y a

pHs menores a 4 para obtener buenas eficiencias de remocidn del metal.

En la Figura 1.6 se representan mediante un esquema las generalidades de la

interaccion del Cr (VI) en las células microalgales.
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Figura 1.6. Diagrama de la interaccion del Cr (V1) con la célula microalgal. La primera barrera con la
que se enfrenta el Cr (V1) es la pared celular. Cuando el Cr (VI) se encuentra como hidrocromato
(HCrO,), cromato (CrO,*), o dicromato (Cr,0,%), la pared celular que presenta carga superficial
neta negativa ejerce fuerzas repulsivas sobre estas especies del metal. No obstante, el cromato
puede ingresar al interior celular a través de los canales de sulfato, donde es reducido a Cr (lll),
proceso durante el cual se generan ROS. Adicionalmente, el Cr (V1) puede ser reducido a Cr (lll) por
polisacaridos presentes en la pared celular. Como contraparte de esta reduccidn, los hidroxilos y
carbonilos de los polisacaridos se oxidan a carboxilatos. Una elevada concentracion de ROS en el
interior celular puede causar oxidacion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos, y también puede
afectar la actividad fotosintética e inducir cambios en la composicion pigmentaria. A su vez, el Cr
(1) en el interior celular también presenta efectos genotdxicos y mutagénicos debido a que puede
unirse a los grupos fosfatos del ADN. Una de las respuestas para mitigar los efectos del Cr (VI) y
evitar su ingreso es la secrecién de compuestos protectores que forman complejos con el metal,
disminuyendo su biodisponibilidad y, por lo tanto, su toxicidad. Otro de los mecanismos de
detoxificacion es la sintesis de tioles no peptidicos que actian formando complejos con el metal y,
gue posteriormente, son almacenados en vacuolas, cloroplastos y/o cuerpos de inclusién o
simplemente como precipitados en el citosol.

En resumen, la ventaja de utilizar microalgas para la biorremediacién es que
presentan una rapida y una elevada eficiencia de remocién de metales. Ademas, confieren
un método econédmico y amigable con el medio ambiente que no genera residuos tdxicos,

permitiendo reciclar y reutilizar la biomasa. Asimismo, permiten también recuperar el
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metal y presentan una elevada tasa de crecimiento en comparacion con las plantas. Por
otro lado, tienen una relacién superficie/volumen muy apropiada para la remocién de
metales, y ademads se pueden utilizar en procesos en batch y en sistemas continuos. Por
ultimo, son eficientes a bajas concentraciones de metales, y la biomasa puede usarse viva
o muerta (Kumar et al.,, 2015; Monteiro et al., 2012). Sin embargo, para proponer y
desarrollar una tecnologia de biorremediacion de metales basada en el uso de algas,
resulta fundamental tener una buena comprensién del proceso. Esto requiere conocer la
interaccion del metal con la célula algal, asi como la respuesta y los mecanismos de
detoxificacién generados por las microalgas, ademas de una adecuada caracterizacion del

proceso de remocién del metal y del efecto de variables determinantes sobre el mismo.

En relacidn a lo detallado en la introduccién, en el presente trabajo de Tesis se
propuso la generacidon de una cepa resistente a cromo por exposicién crénica al metal.
Una vez obtenida la cepa, y habiendo probado su resistencia, el sistema cepa resistente
(CRS) y su correspondiente cepa Wild Type (WT), permitié estudiar los efectos del cromo y
los mecanismos de resistencia de manera comparada. Por otra parte, en el contexto del
campo de la biorremediacién, la idea de generar una cepa resistente se basa en reportes
para varios metales, en los que se demuestra que la resistencia esta asociada a una mayor
tasa de bioadsorcién y bioacumulaciéon de metal y, por lo tanto, de bioremocién del medio
del mismo. Esto ultimo esta fuertemente relacionado con el mecanismo de resistencia, o
sea con el modo en que las algas reducen la disponibilidad del metal del medio y/o sus
efectos adversos. Basado en datos de literatura, esencialmente para metales que se
encuentran como cationes, se desarrollé una estrategia de generar y caracterizar una cepa
resistente a Cr (VI) (CRS) versus su control (WT), con la hipdtesis de que la cepa resistente
seria mas eficiente en la bioremocidn del metal. En este sentido, el desarrollo de una cepa
resistente, la caracterizacién de los mecanismos de tolerancia y su capacidad para
remover cromo permitié profundizar en todos estos aspectos para un metal sumamente
toéxico, y por su condicién de encontrarse como un anién, menos estudiado en estos

procesos. A continuacion, se detallan las hipdtesis de trabajo y los objetivos de esta Tesis.
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1.12 Hipétesis General

Mediante la exposicién de Scenedesmus dimorphus a cromo (VI) se generara una
cepa resistente a cromo con capacidad de tolerar y remover mayores cantidades del metal

gue su correspondiente control o cepa salvaje.

1.13 Objetivo General

Estudiar los mecanismos de resistencia a cromo (VI) de una cepa de Scenedesmus
dimorphus y evaluar su capacidad de remocidon de cromo (VI) en comparacién con la cepa
salvaje. Este objetivo pretende constituir un primer paso en la comprensién de la

interaccidon metal-célula tendiente al desarrollo de un proceso de biorremediacion.

Objetivos Especificos

1. Generar una cepa de Scenedesmus dimorphus resistente a cromo

(VI) mediante exposicion prolongada al metal.

2. Estudiar los efectos del cromo (VI) sobre la cepa de Scenedesmus

dimorphus resistente generada en comparacion con la cepa salvaje

3. Dilucidar los mecanismos celulares responsables de la detoxificacién

y/o remocidn del cromo (VI) del medio de cultivo.

4. Caracterizar la capacidad de remociéon de cromo (VI) del medio de

cultivo mediada por la cepa.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Seleccidn, cultivo y mantenimiento de las cepas

En este trabajo se utilizé la clorofita cenobial Scenedesmus dimorphus (UTEX 417),
adquirida originalmente del Culture Collection of Algae de la Universidad de Texas en
Austin (UTEX). La cepa se mantuvo en cultivos liquidos en 100 mL de medio Bold’s Basal
Medium (BBM): NaNOs (2,94 x 10 M), CaCl, - 2H,0 (1,70 x 10 M), MgSO0, - 7H,0 (3,04 x
10 M), K,HPO, (4,31 x 10 M), KH,PO,4 (1,29 x 107 M), NaCl (4,28 x 10 M), EDTA (1,71 x
10™* M), KOH (5,53 x 10 M), FeSO, - 7H,0 (1,79 x 10° M), H3BO; (1,85 x 10“ M), ZnSO, -
7H,0 (3,07 x 10° M), MnCl, - 4H,0 (7,28 x 10° M), Na,MoO, - 2H,0 (2,93 x 10° M), CuSO,
- 5H,0 (6,29 x 10 M), CoCl, - 6H,0 (2,06 x 10° M) (Andersen, 2005), en una incubadora a
21 °C, 80 umol fotén m?s™?), con un fotoperiodo de 14 hs de luz y 10 hs de oscuridad y en
agitacion continua para evitar su sedimentacién. La cepa se subcultivd a medio fresco
cada 15 dias para evitar que llegase a la fase estacionaria. El crecimiento se monitored
mediante conteo celular usando una camara de Neubauer. Asimismo, la preservacion a
largo plazo se realizé en picos de flauta con BBM-agar 1% p/v repicando la cepa cada 6
meses. Cabe destacar que los picos de flauta se encuentran en una zona de la incubadora
donde la incidencia de la luz es baja. De esta manera, el crecimiento celular es muy lento

y, por lo tanto, se favorece la conservacién de la cepa.

2.2. Preparacion de la solucién stock de cromo (V1)

Para la formulacién de la solucién de Cr (VI) se utilizd la sal dicromato de potasio
(K,Cr,07) (Biopack, p.a. A.C.S.), que fue preparada en agua destilada y posteriormente
esterilizada mediante autoclave (121 °C por 20 min). Se prepararon 80 mL de una solucion
stock con una concentracion final de 1,3 g/L de Cr (VI) (solucién madre). Partiendo de la
solucién madre de dicromato de potasio de 1,3 g/L de Cr (VI) se realizaron diluciones en
medio de cultivo de modo tal de trabajar con diferentes concentraciones finales de metal

segun el ensayo a realizar.
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2.3 Cuantificacion de cromo

La concentraciéon de Cr (VI) se determind mediante el método de la 1,5-
difenilcarbazida (DPC), que presenta un limite de deteccién de 0,1 mg/L (American Public
Health Association et al., 1999). El Cr (VI) interactta con la DPC, reduciéndose a Cr (lll), y
se forma un complejo de color purpura con un pico de absorbancia a 540 nm (Figura 2.1).
La absorbancia se midié usando un espectrofotémetro (Shimadzu, UV-Vis 1800, Japdn).
Asimismo, se realizd una curva de calibracién para la cuantificacion de Cr (VI). La
concentracion total de cromo se determind mediante espectroscopia de absorcidn
atémica (EAA) (Perkin Elmer Aanalyst 200) y por espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS) (Thermo Scientific, iCAP Qc). El limite de deteccidon de
la EAA y de la ICP-MS es de 0,2 mg/Ly de 8,6 ug/L, respectivamente. Cabe mencionar que
ambas técnicas son ampliamente utilizadas para la determinacién de metales en
soluciones acuosas y, ademas, son adecuadas para las concentraciones de Cr (VI) usadas
en esta Tesis. En particular, la cuantificacion por ICP-MS se realizé cuando Ia
concentracion inicial del metal fue de 1,3 mg/L de Cr (VI). Por otro lado, en los ensayos en
los que se aumentd la concentracidn inicial de Cr (V1) a 100 mg/L, la determinacién se hizo
por EAA. Por ultimo, la cuantificacion de Cr (lll) se calculé restando la concentracidn de Cr

(V1) a la de cromo total.

ceto
N
N/ \
Cromato \\
enol C——O—,Cr—(Hzo}4
N
@7 \C/ \NH© N\\h‘ r///

O

Figura 2.1. Reaccion de la 1,5-difenilcarbazida (DPC) con el Cr (VI). Figura tomada de Salman

(2011) y reproducida con autorizacién del Dr. Umer Shafique (Salman et al., 2011).
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La determinacién de Cr (VI) se realizé siguiendo el protocolo del Standard Methods
for the examination of water and wastewater (American Public Health Association et al.,
1999), pero fue modificado para utilizar un volumen final de 1 mL. La solucién de 5 mg/mL
de DPC (0,5 % p/v) se preparo agregandole 5 mL de acetona a 25 mg de DPC, y se utilizd
considerando que tiene una duracién de 20 dias preservada a 4 °C y en oscuridad.
Brevemente, se tomd 1 mL del cultivo y se lo centrifugd a 15.000 g. Posteriormente, se
trasvasaron 500 ulL del sobrenadante a un tubo Eppendorf, al que previamente se le
adiciond 430 pL de medio de cultivo (BBM), y la mezcla se homogeneizd por inversion. A
continuacion, se le incorporé 50 pyL de H,SO4 1IN y luego 20 uL de la solucidon de DPC

(concentracion final 0,01 % p/v), mezclando mediante el uso de vortex luego de cada paso

(Figura 2.2).
1mL 500 uL Q
Vortex VortexE
\
BBM \ /| HS0,
\ vV DPC
\
\\ —_— @ — Sobrenadante ~40nm
\
/ 15000 ¢g
10 min

Figura 2.2. Esquema de la preparaciéon de las muestras para la determinacién de Cr (VI) mediante
el uso de 1,5-difenilcarbazida (DPC).

En simultdneo se prepard la curva de calibracion que abarcéd el siguiente rango de
concentraciones de Cr (VI): 0; 0,081; 0,1625; 0,325; 0,65 y 1,3 mg/L para la cual se usé una
solucién estandar de 5 mg/L de Cr (VI) (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Preparacion de la curva de calibracidn para la determinacién de Cr (VI) mediante el
método de la 1,5-difenilcarbazida (DPC).

Muestra Cr (V1) (uL) BBM (uL) H,SO,4 1IN (L) DPC (uL) Vol. final
Blanco - 930 50 20 1mL
0,081 12,5 917,5 50 20 1mL
0,1625 25 905 50 20 1mL
0,325 50 880 50 20 1mL
0,65 100 830 50 20 1mL
1,3 200 730 50 20 1mL
Incégnita 500 430 50 20 1mL

En la Figura 2.3 se muestra una curva de calibracién caracteristica para la
determinacion de la concentracion de Cr (VI) mediante el método de la DPC. Cabe
destacar que esta curva se obtuvo a partir de entre 18 y 33 réplicas por punto,
presentando en la regresién lineal un ajuste con un R? de 0,9997, una pendiente de 0,6763
+ 0,0005694 y una ordenada al origen de 0,006905 + 0,003488. Por lo tanto, se puede

afirmar que es una técnica colorimétrica muy robusta para la determinacién de Cr (VI).

1.0

| Y =0.6763*X + 0.006905
0.8 R*=0.9997

0.6

0.4+

Absorbancia

0.2+

0.0(/ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

Concentracion de Cr (VI) (mg/L)

Figura 2.3. Curva de calibracién caracteristica para la determinacion de Cr (VI) mediante el método
de la 1,5-difenilcarbazida (DPC).

Adicionalmente, para la determinacion del Cr total por EAA e ICP-MS los cultivos
fueron filtrados usando un filtro de acetato de celulosa de 0,45 pm de la marca Sartorius

y, posteriormente, acidificados con acido nitrico 0,5% p/V de concentracién final.
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Finalmente, la cuantificacion del metal se realizé en el Departamento de Fisicoquimica y
Control de Calidad del Complejo Tecnolégico Pilcaniyeu en el Centro Atdmico Bariloche,

gue se encuentra bajo la direccién de la Dra. Ana Bohé.

2.4 Determinacion de la dosis experimental de Cr (VI)

Para determinar la concentracién de cromo a utilizar en la generacién de la cepa
resistente se realizd un ensayo de toxicidad para obtener el indice CI50-72hs
(Concentracién Inhibitoria Media: concentracién del metal que reduce la tasa de
crecimiento especifica de la poblacién en un 50% en 72 hs) (OECD, 2006). Este indice es de
particular utilidad en estudios de toxicidad dado que permite determinar y/o evaluar la
toxicidad de diferentes compuestos, como por ejemplo los metales, en los organismos.
Previamente, se corrobord que la cepa a utilizar cumpliera con el criterio de aceptabilidad,
es decir que, en las condiciones experimentales y sin el metal, la densidad celular
aumentara al menos 16 veces en 72hs. Asimismo se realizé un ensayo preliminar (range
finding test) para evaluar la sensibilidad de la cepa al Cr (VI) y definir el rango de
concentraciones para el ensayo de toxicidad CI50-72hs. De esta manera, se expuso a la
cepa a diferentes concentraciones de Cr (VI) relacionadas mediante diluciones en serie
logaritmica (log en base 10): 0; 0,13; 1,3 y 13 mg/L. Partiendo de los resultados obtenidos
del ensayo preliminar, se obtuvieron las concentraciones de no efecto y de efecto del
metal, esto es la maxima concentracion a la que se obtuvo un 0% de inhibicién de la
divisién celular y la minima concentracidon que se aproximé al 100% de inhibicidon de la

misma, respectivamente.

A continuacion, para obtener el indice CI50-72hs la cepa de S. dimorphus fue
expuesta a concentraciones crecientes de Cr (VI) relacionadas mediante diluciones en
serie geométrica entre las concentraciones de efecto y no efecto obtenidas en el ensayo
preliminar: 0; 0,8125; 1,625; 3,25; 6,5y 13 mg/L. Luego de un periodo de incubacién de 72
hs se procedié a cuantificar el crecimiento del cultivo mediante conteo en cdmara de

Neubauer. Para el calculo de la CI50-72hs se compararon las tasas de crecimiento de los
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distintos tratamientos (con cromo) con el control del ensayo (sin cromo) y, de esta
manera, se determind la tasa de inhibicién producida por cada concentracién de Cr (VI).
Por ultimo, se obtuvo la CI50 mediante el ajuste a una curva dosis-respuesta de regresion

no lineal usando el programa GraphPad Prism.

Los ensayos de toxicidad se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones
experimentales: temperatura de 21 °C + 2 °C, luz continua, irradiancia fotosintéticamente
activa (PAR) sobre la superficie del cultivo de 100 pmol fotén m?s?) y agitacién manual 3
veces al dia, realizadas por triplicado. En las Figuras 2.4 y 2.5 se muestra el disefio y una
imagen real, respectivamente, de la cdmara de iluminacidn que se utilizd para estos

ensayos (Ramirez Romero & Mendoza Cantu, 2008).

Socket para foco con entradas para clavija de

/ conexion
Socket para bombilla de luz fria, halégena
" _ Bombila de luz fria, halégena

Extension eléctrica

Red de sostén

Alambre 5 cm

Trampa de luz

Forrode/ /\\\\ ) — N\ N\

aluminio
AR Y4 AN
\\ TN N
._/\;L;x\ NN N N 7

Area de iluminacién
homogénea

Figura 2.4. Disefio de la cdmara de iluminacién. Imagen tomada de Salgado (2004) y reproducida
con autorizacién de la Dra. Ania Mendoza Cantu (Ramirez Romero & Mendoza Cantu, 2008). En el
area marcada como “drea de iluminacién homogénea” se sefiala la zona donde siempre deberan
ser colocados los viales de prueba dentro de la cdmara. En esta banda la iluminacién sera
homogénea proporcionando una intensidad luminosa de 100 pmol fotén m?2s™.

39



Figura 2.5. Imagen de la cdmara de iluminacién utilizada en los experimentos. La trampa de luz en
combinacidn con el recubrimiento de aluminio son para garantizar la distribucién homogénea de
la iluminacién sobre los viales de prueba.

2.5 Generacion y caracterizacion de la cepa resistente a Cr (VI)

La concentracion de Cr (VI) para generar la cepa resistente fue seleccionada en
relacion a la CI50, de manera de obtener una inhibicidon cercana al 50% sin sobre-estresar
las células. En base a ello, se escogid la dosis de 1,3 mg/L (25 puM) y se realizd un
experimento de exposicién controlada al metal siguiendo protocolos de la literatura
(Corradi, Gorbi, Ricci, et al., 1995). La Figura 2.6 muestra un esquema donde se sintetizan
los pasos seguidos para la generacidn de la cepa. Durante el ensayo se expuso un cultivo
de 1,5 x 10° células/mL a 1,3 mg/L de Cr (VI) durante 95 dias en las siguientes condiciones
experimentales: volumen de 200 ml, fotoperiodo de 12 hs luz y 12 hs oscuridad,
irradiancia de 120 pmol fotdn m? st agitaciéon continua en agitador con un buzo
magnético, temperatura de 21°C + 2°C y aireacién. En simultdneo se mantuvo un cultivo
bajo las mismas condiciones experimentales, pero sin el agregado del metal (cepa
control). Tanto la cepa tratada como la cepa control fueron subcultivadas a medio fresco
cada 7 dias para evitar que llegasen a la fase estacionaria. En el caso de la cepa tratada,
ademas se le adicionaba el metal semanalmente para mantener la presion de seleccidn.
Una vez concluido el tiempo de exposicion ambas cepas, control (WT: Wild Type) y
resistente (CRS: Chromium Resistant Strain, segun sus siglas en inglés), se cultivaron de
manera rutinaria en medio sin cromo. Cabe destacar que ambas cepas se preservaron en
picos de flauta con BBM-agar 1% p/v, repicandolas cada 6 meses, y que solamente han

sido expuestas al metal durante los ensayos.
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Figura 2.6. Esquema donde se muestran los pasos seguidos en la generacién de la cepa resistente
por exposicion a cromo (VI).

2.5.1 Determinacion de la tasa de crecimiento y el tiempo de duplicacion celular

Una vez generada la cepa resistente, se comenzaron los experimentos de
caracterizacidn. Inicialmente, se realizaron curvas de crecimiento de las cepas CRS y WT
mediante conteo diario de células en camara de Neubauer. Las diferencias en el
crecimiento se evaluaron comparando las tasas de crecimiento especificas (u) y los
tiempos de duplicacion (T,) de ambas cepas. Para esto se calculd, segun la ecuacién E.2.1,
la tasa de crecimiento especifica (u) utilizando los datos de densidad celular (niumero de
células por mililitro) registrados durante la fase exponencial (Andersen, 2005). Con el dato
de tasa de crecimiento especifica se obtuvieron los tiempos de duplicacion (T;) (ecuacion

E.2.2) de las dos cepas (Andersen, 2005).

41



©= <ln (%)) /A, (E.2.1)

donde N;y Ngson las densidades celulares a los tiempos t y O, y A, es el intervalo de

tiempo (t; — to).

T, = 0'6231 (E.2.2)

Los experimentos se realizaron en Erlenmeyers de 500 mL conteniendo 200 mL de
cultivo algal en BBM con una densidad celular inicial de 1 x 10° células/mL. Las cepas CRS y
WT fueron expuestas a 0 y 1,3 mg/L de Cr (VI) por 37 y 52 dias, respectivamente. Las
condiciones experimentales fueron las siguientes: temperatura de 21 °C £ 2 °C, irradiancia
de 120 pmol fotén m? s™, fotoperiodo de 12 hs luz y 12 hs de oscuridad y en agitacién
continua para evitar su sedimentacion. Las curvas se realizaron por triplicado y los conteos
celulares se efectuaron diariamente. Cabe recordar que estos experimentos se realizaron

luego de la generacidn de la cepa resistente.

2.5.2 Estudio de la resistencia de la cepa resistente (CRS)

La resistencia de CRS se evalud de la siguiente forma: la cepa fue expuesta a 0; 1,3;
1,95y 2,6 mg/L de Cr (V1) durante 120 hs y se compard su crecimiento con el de la cepa
WT sometida a los mismos tratamientos con el metal. Los experimentos se realizaron en
viales de 100 mL con 30 mL de células en BBM a una densidad de 1 x 10° células/mL. La
densidad celular se determiné a las 120 hs mediante conteo celular. Adicionalmente, para
tener un registro mas detallado del crecimiento, se realizdé un segundo experimento en las
mismas condiciones experimentales pero solamente utilizando la concentracién de 2,6

mg/Ly la densidad celular se midié cada 24 hs.

2.5.3 Determinacion de la tasa de mortalidad

Posteriormente a los ensayos de toxicidad, se evalud la viabilidad de las células
mediante tincion por exclusidn (Yip & Auersperg, 1972) con safranina (concentracion final

0,25 % p/v), y se las observo al microscopio. La safranina es un colorante catidnico que
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puede atravesar libremente las membranas celulares (Vullo et al., 2000). Las células vivas
excluyen activamente el colorante debido a la selectividad de las membranas celulares
(Yip & Auersperg, 1972). Sin embargo, si la célula estd muerta, la safranina se acumula en
el interior celular ya que interactla y queda retenida por moléculas cargadas de forma
negativa como los acidos nucleicos y los polisacaridos (Vullo et al., 2000). De esta forma, a

las microalgas tefidas (rojas) se las considera células muertas.

La tasa de mortalidad se calculé mediante conteo de células totales y muertas en

camara de Neubauer y se utilizo la siguiente ecuacidn:

n° células muertas

Tasa de mortalidad = ( ) x 100 (E.2.3)

n° células totales

Con el objeto de probar la eficacia de la técnica para detectar la presencia de
células muertas y definir la dilucion de safranina a utilizar se realizé un control positivo.
Este consistié en un cultivo (1 x 10° células/mL) tratado con calor en un bafio termostatico
a 100 °C durante 10 min para provocar la muerte de las células. Posteriormente las
muestras se tifieron con el colorante durante 5 minutos y se las observé al microscopio.
Adicionalmente, como control negativo de mortalidad se usaron muestras del mismo

cultivo pero no se les realizo el tratamiento con calor.

2.6 Efectos del Fe del medio de cultivo en la reduccidén del Cr (VI)

Para constatar el efecto del Fe en la reduccién del Cr (V1) se realizé un experimento
en el que se midié cada 24 hs la presencia de Cr (VI) en 4 medios de cultivos con
diferentes concentraciones de Fe: BBM (1,79 x 10> M de Fe), BBM-Fe (4,48 x 10° M de
Fe), BBM sin Fe (no contiene Fe) y Bristol (no contiene Fe), y se los expuso a 1,3 mg/L de
Cr (VI) durante 96 hs. Adicionalmente se comparé el crecimiento a las 120 hs de las cepas
WT y CRS en BBM y BBM-Fe en las condiciones experimentales descriptas en la siguiente

seccion (Seccidon 2.7) y en ausencia del metal.
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2.7 Efectos del metal sobre las cepas resistente (CRS) y wild type (WT)

Previamente a evaluar el efecto del metal sobre la cepa resistente, 1 x 10°
células/mL fueron adaptadas a un medio de cultivo modificado, BBM con una
concentracién 4 veces menor de Fe (4,48 x 10° M de Fe) (BBM-Fe) durante 3 dias. De esta
manera se logré minimizar la reduccion de Cr (VI) a Cr (lll) por la interaccidon con el Fe
(agente reductor) presente en el medio (James et al.,, 1997; Kim et al.,, 2002).
Posteriormente las células fueron expuestas a 1,3 y/o 1,95 y/o 2,6 mg/L de Cr (VI) durante
120 hs bajo las siguientes condiciones: densidad celular inicial de 1 x 10° células/mL; pH
6,8; temperatura de 21 °C; irradiancia de 80 umol fotén m?2 st fotoperiodo de 14 hs de
luz y 10 hs de oscuridad y agitacidén manual 3 veces al dia para evitar la sedimentacién. Los
experimentos se realizaron en viales de 100 mL conteniendo 30 o 40 mL de BBM-Fe con la
densidad celular previamente mencionada. Asimismo, en cada experimento se utilizaron
controles, es decir cultivos de las cepas WT y CRS que se mantuvieron bajo las mismas
condiciones que los cultivos tratados con Cr (VI) pero sin el agregado del metal. Por
ultimo, para tener un registro de la concentracion de BBM-Fe durante el ensayo,
adicionalmente se preparé BBM-Fe al que se le adicioné cromo pero en ausencia de

microalgas.

Para estudiar el efecto del cromo (VI) sobre las cepas WT y CRS se realizaron las

siguientes observaciones y/o determinaciones:

2.7.1 Observaciones al microscopio de los cultivos en busqueda de signos de estrés

Se observaron las cepas CRS y WT en un microscopio Optico (DM1000 Leica
Microsystems, Alemania) luego de ser expuestas a 0y 1,95 mg/L de Cr (VI) durante 120 hs.
Se realizaron observaciones a distintos aumentos, 400x y 1000x, de modo tal de evaluar
cambios en el aspecto de los cultivos asi como a nivel celular. Se hizo especial énfasis en la
aparicion de aglomerados celulares, cambios en la morfologia y disociacion de los
cenobios. Se tomaron fotos de los cultivos con una cdmara digital ICC50HD (Leica

Microsystems, Suiza) y se registraron los cambios mediante la utilizacion del software LAS
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EZ de Leica. Adicionalmente se realizaron observaciones por microscopia electrénica de
barrido (Zeiss Crossbeam 350, Alemania) para evaluar cambios en la morfologia y pared
celular, en detalle, en los cultivos de las cepas CRS y WT. Las observaciones y analisis al
microscopio electrénico se realizaron en el servicio de microscopia electrénica del Centro

Atomico Bariloche.

Las muestras observadas por microscopia electrénica de barrido (SEM, segun sus
siglas en inglés) se prepararon mediante un protocolo estandar usando glutaraldehido con
una posterior deshidratacién con alcohol. Inicialmente, 5 x 10° células se fijaron en
glutaraldehido 2,5% en buffer PBS 0,1 M pH 7 sobre un papel de filtro, de modo tal de
adherirlas y/o fijarlas al mismo. Brevemente, se centrifugd un volumen del cultivo
conteniendo 5 x 10° células a 2.290 x g en rotor de angulo variable (swinging bucket) en
una centrifuga HERMLE Z 366 (HERMLE Labortechnik, Alemania) durante 30 min para
obtener un pellet. A continuacion, se descartd el sobrenadante, se le agregdé 200 uL de
glutaraldehido 2,5% y se lo transfirié a un papel de filtro donde se dejé fijando la muestra
durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se lavé una vez la muestra con PBS 0,15
M, se retird el exceso de PBS y se agregd etanol 70%. Se utilizaron concentraciones
crecientes de etanol, partiendo de 70% hasta llegar a 100% para deshidratar las células de
forma secuencial, luego de lo cual se las dejé secando overnight. Por ultimo, a cada
muestra se le realizd un bombardeo (sputtering) con oro durante 40 segundos para
formar una delgada capa superficial de metal y se procedié a la adquisicién de las

imagenes.

2.7.2 Determinacion de la induccion de estrés oxidativo: andlisis de los niveles de

ROS y de la actividad de catalasa

El estrés oxidativo generado por exposicion al metal se evalué de manera directa
mediante la determinacion de la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS, segun
sus siglas en inglés). Ademas, se estudid la actividad enzimatica de la catalasa, enzima

involucrada en la ruptura de H,0,, uno de los principales productos del estrés oxidativo.
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Para el analisis de los niveles intracelulares de ROS se usdé un marcador
fluorescente sensible a la oxidacion, dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA).
Este marcador es hidrofébico por lo que puede atravesar libremente las membranas
celulares. Sin embargo, en el interior celular es clivado por esterasas y esto impide que
pueda salir nuevamente de la célula. En contacto con las ROS el marcador es oxidado y se

torna fluorescente (Figura 2.7) (Eruslanov & Kusmartsev, 2010).
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Figura 2.7. Reaccién del marcador fluorescente dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA)

al ingresar a la célula e interactuar con las ROS. Las longitudes de onda de excitacion y emision son
480 nm y 520 nm, respectivamente.

Inicialmente, 50 mL de cultivos de las cepas CRS y WT se trataron con 0y 1,95 mg/L
de Cr (VI) durante 120 hs. Finalizado el ensayo, las células fueron centrifugadas a 2.290x g
en rotor swinging bucket durante 30 min para obtener un pellet. Luego los pellets fueron
resuspendidos en 1 mL de BBM-Fe y se los incubé con DCFH-DA 3 uM de concentracién
final durante 10 min en oscuridad. Posteriormente se centrifugaron nuevamente las
muestras a 15.000 x g por 10 min a 4 °C, se descartd el exceso de DCFH-DA junto con el
sobrenadante y se congelaron los pellets a -20 °C durante 24 horas. A continuacion, para
favorecer la lisis, se realizé un ciclo de congelamiento/descongelamiento. Cada muestra

fue resuspendida en 500 pL de buffer fosfato-EDTA (buffer PE: 0,5 M fosfato: 0,1 M EDTA)
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y se sonicaron las células usando un ultrasonicador (Omni International, Sonic Ruptor 400
Ultrasonic Homogenizer, USA) durante 3 minutos en hielo. Finalmente se agregaron 500
uL de buffer PE y el sobrenadante (extracto) fue recuperado mediante centrifugacion a
15.000 x g por 10 min a 4 °C. Los datos de fluorescencia se obtuvieron con una excitacion
de 480 nm longitud de onda, usando un espectrofluorémetro (Horiba_Fluoromax-4), y los
resultados se presentaron en unidades de fluorescencia relativa. Para todas las muestras
se realizd un espectro de emisidn entre 500 y 600 nm. Los datos de fluorescencia se
normalizaron al contenido de proteinas que se determind mediante el reactivo de
Bradford. En la Figura 2.8 se muestra un esquema de los pasos seguidos para la

determinacion de ROS.

480 nm
BBM Fe
DCFH DA3 uM Buffer PE
Oscundad -20°C \\/ Somcaaon Extracto
10 min
Espectro de emision
500 nm - 600 nm

Figura 2.8. Esquema de la preparacion de las muestras para la determinacion de ROS mediante el
uso de dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA).

Adicionalmente se tomaron imdagenes de las cepas CRS y WT usando un
microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E800, Japdn). Las longitudes de onda de
emisién y excitacion fueron 485 y 530 nm, respectivamente. La preparacién de las
muestras hasta la incubacién con DCFH-DA se realiz6 de manera similar a las de las
determinaciones por espectrofluorometria. Brevemente, luego de la incubacién con
DCFH-DA (concentracion final de 3 uM), las muestras se centrifugaron nuevamente a
15.000 x g por 10 min a 4 °C, se descarté el exceso de DCFH-DA junto con el sobrenadante
y se resuspendio a las células en 50 pL de H,0 deionizada. Las tinciones con DCFH-DA se
realizaron en muestras separadas para las mediciones espectrofluorométricas y las

capturas de imagenes. Cabe destacar que las imagenes se tomaron bajo los mismos
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parametros, que fueron establecidos sobre la imagen que presentaba menor

fluorescencia.

El andlisis de la actividad enzimatica de catalasa (CAT) se determind mediante la
desaparicion de H,0, (Kang et al., 1999). Los pellets se obtuvieron de la misma forma que
en el ensayo de determinacidon de ROS con DCFH-DA, se congelaron a -20 °C durante 24 hs
y luego fueron resuspendidos en 300 uL de buffer fosfato-EDTA. A continuacién, las
células fueron sonicadas con un ultrasonicador durante 3 min en hielo. Se las centrifugé a
15.000 x g durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante se recuperd para determinar la
actividad de CAT. Luego se prepard una mezcla de reaccidon conteniendo: 490 uL de H,0
deinonizada, 200 pL de buffer fosfato:EDTA (PE), 300 pL del sobrenadante (conteniendo el
extracto enzimatico) y 10 pL H,0, 0,1M (concentracién final 1uM), que se agregaron y
mezclaron en una cubeta. Por Ultimo, la actividad enzimatica se midid en
espectrofotémetro evaluando la disminucién de la absorbancia a 240 nm, ocasionada por
la desapariciéon del H,0,. La actividad enzimdtica de CAT se expresé en funcidon del
contenido de proteina de cada muestra. En la Figura 2.9 se muestra un esquema de los

pasos seguidos para la determinacion de la actividad enzimatica.

Extracto
/‘\ m o

\ Buffer PE @
\ > _> )
\ -20°C \/ Sonlcamon Extracto

o’

H,0,0,1M

} H,0
Buffer PE

240 nm

Figura 2.9. Esquema de la preparacién de las muestras para realizar la determinacién de la
actividad enzimdtica de catalasa.

2.7.3 Andlisis de la acumulacion de lipidos

La acumulacion de lipidos se analizé por el método colorimétrico de la sulfo-fosfo-

vanillina (SPV) (Mishra et al., 2014). La SPV reacciona con los dobles enlaces de los acidos
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grasos insaturados, generando un compuesto coloreado que presenta un pico de
absorcion a 530 nm. Un detalle de la reaccién y formacién del compuesto coloreado se
muestra en la Figura 2.10. La solucidn estandar de lipidos y la de SPV se prepararon segln
Mishra (2014) (Mishra et al., 2014). Brevemente, la solucién de SPV se prepara de la
siguiente forma: a 75 mg de vainillina se le adicionan 1 mL de etanol absoluto, luego 9 mL

de agua y por ultimo 40 mL de acido fosférico concentrado, quedando una solucién 0,15 %

p/v.
o +
Q \ .
AN CH
+ HPO, —>
. OH
Acido o=p—d 0—CH
HO O—CH, fosforico | :
OH
Vainillina - o
Sulfofosvainillina
(SPV)
100°C +
= + HS0, —= CH_*,
W ’2 “ o ‘t(\/
Acido graso Acido -
sulfuarico .
—R
_ N
/
o o
cH” CH
37°C
+ R —=
C‘)H 15 min ?H
O:T—o 0—CH, o=pP—0 0—CH;
OH | OH i
SPV Compuesto coloreado

Figura 2.10. Reaccién de la formacién del compuesto coloreado para la determinacién de lipidos
usando sulfo-fosfo-vanillina (SPV).

Inicialmente, 40 mL de cultivo de ambas cepas fueron expuestos a 0; 1,95 y 2,6
mg/L de Cr (VI) durante 120 horas. Finalizado el ensayo los pellets se obtuvieron de igual
forma que en los experimentos anteriores (Seccién 2.6.2). Posteriormente, se trasvaso
cada pellet a un tubo de vidrio con tapa a rosca, se le agregd 1 mL de acido sulfirico
concentrado y se lo calentd a 100 °C por 10 min. A continuacion, cada muestra se enfrio

en bafo de hielo durante 5 min, se le agregd 2,5 mL de la solucion de SPV a cada una y se
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la incubd a 37 °C durante 15 min. Finalmente, se realizé una curva de calibracion a 530 nm
para la cuantificacion de los lipidos usando aceite de maiz como estandar. En la Figura

2.11 se muestra un esquema de los pasos seguidos para la determinacién de lipidos.

—>

\ H,SO,
\ S —
\ 100 °C - 10 min

530 nm

Figura 2.11. Esquema de la preparacién de las muestras para la determinacién de lipidos usando
sulfo-fosfo-vanillina (SPV).

2.7.4 Determinacion del coeficiente de absorcion particulado y andlisis de los

pigmentos

Los cambios en las propiedades de absorcién de la luz de los cultivos de
Scenedesmus dimorphus se determinaron espectrofotométricamente siguiendo la técnica
"filter pad technique" (QFT: Quantitative Filter Technique, segun sus siglas en inglés)
(Mitchell et al.,, 2003; Mitchell, 1990; Roesler, 1998). Esta técnica permite detectar
cambios in vivo en la absorcién del cultivo y, por lo tanto, en el cloroplasto y en los
tilacoides, a nivel de composicion de pigmentos y también en la morfologia y el
empaquetamiento de los mismos (Berner et al., 1989; Falkowski & LaRoche, 1991; Kirk,
1994). El efecto de empaquetamiento se define como la disminucién en la absorcidon
pigmentaria dentro de las células debido a cambios en la concentracidn intracelular de
pigmentos o a cambios en el tamafio celular (Kirk, 1975; Morel & Bricaud, 1981). Por esto,
la descripcidn del efecto de empaquetamiento nos puede brindar informacion de cambios
en la morfologia/tamafio de las células, asi como a cambios debido a fotoaclimatacion

(Pérez et al., 2020).
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Para la técnica QFT se utilizd un espectrofotémetro de doble haz (UV-Vis 1800) y a
partir de los espectros de absorbancia obtenidos se calcularon los espectros de absorcién
in vivo. Los experimentos se realizaron luego de 120 hs de exposicion a 0 y 1,95 mg/L de
Cr (VI). Finalizado el ensayo, 40 mL de cultivo se filtraron usando un filtro de fibra de vidrio
GF/F (Whatman) de ~0,75 um de tamafio de poro y se realizé un barrido espectral entre
400 y 700 nm. En la Figura 2.12 se muestra un esquema de los pasos seguidos en la

técnica QFT.

UV-Visible

é Espectro

400nm —-700 nm

k ———=3 — = .
Filtracion Recuperacion - | Microalgas
) delfiltro filtradas

Figura 2.12. Esquema de la preparacidn de las muestras en la técnica "filter pad technique".

Los cambios en la concentracién y composicién pigmentaria de las cepas fueron
evaluados mediante la extraccidn de los pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores
(clorofilas y carotenoides). Los experimentos se realizaron bajo dos condiciones de luz, 80
pmol fotén m™ s* denominada HL (Higher Light, segin sus siglas en inglés) y 35 pmol
fotén m? s denominada LL (Lower Light, segun sus siglas en inglés). Luego de 120 hs de
un tratamiento con 0y 1,95 mg/L con Cr (VI), se centrifugd 40 mL del cultivo a 2.290 x g en
un rotor swinging bucket durante 30 min. Posteriormente, el sobrenadante se descartd,
los pellets se trasvasaron a tubos Eppendorf y se congelaron a -20 °C por 24 hs. Luego,
para favorecer la extraccion, se realizé un ciclo de congelamiento/descongelamiento. Los
pigmentos se extrajeron con metanol absoluto durante 1 h a 50 °C. A continuacion, se
realizé un barrido espectral entre 350 y 750 nm para cada muestra. Se calcularon las

concentraciones de clorofila a y b y de carotenoides usando las ecuaciones descriptas en
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Wellburn (1994) (Wellburn, 1994). En la Figura 2.13 se muestra un esquema de los pasos

seguidos para la extraccién de pigmentos.
Clorofila a (ug/mL) (C,) = 15,66 * Aggg — 7,34 * Agss (E.2.4)
Clorofila b (ug/mL)(C,) = 27,05 * Agsz — 11,21 * Aggg (E.2.5)

Carotenoides (ug/mL) = (1000 *x Ay,o — 2,84 % C, — 129,2 % C})) /221 (E.2.6)

MeOH 100% "
—_— @ —_— } Extracto —>» I
50°C—1 h '

Espectro
350nm — 750 nm

Figura 2.13. Esquema de la preparacion de las muestras para la extraccién de pigmentos mediante
el uso de metanol.

2.7.5 Produccion de exudados por exposicion a cromo y andlisis del crecimiento de

las cepas resistente (CRS) y wild type (WT)

Se evalud el efecto de los exudados producidos por las dos cepas en el crecimiento
de las cepas WT y CRS mediante dos experimentos diferentes que constaron de dos
etapas: 1) la generacion de los exudados y 2) la exposiciéon de las cepas al Cr (VI) en
presencia de los exudados. Para la obtencidn de los exudados, se cultivaron las dos cepas
durante 120 hs expuestas a 0 y 1,95 mg/L de Cr (VI). Las suspensiones celulares fueron
centrifugadas a 2.290 x g en un rotor swinging bucket por 30 min en tubos Falcon estériles
de 50 mL (de 3 a 6 tubos Falcon por cepa, dependiendo del volumen final que se
necesitara). Los exudados (sobrenadantes) de cada cepa fueron recuperados y se
combinaron las réplicas (3 a 6 réplicas, segun el ensayo) en un Erlenmeyer de 500 mL. En
todos los casos, se corrobord la ausencia de células en los exudados a través de

observacion microscépica a 400 X de magnificacidon, en el microscopio especificado en
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secciones anteriores. A continuacién, se determind la concentracién de Cr (VI) en cada
exudado generado. Previamente a la segunda etapa, y de forma similar a todos los
ensayos de exposicion a Cr (VI), las cepas fueron adaptadas en medio BBM-Fe durante 3
dias. Una vez expuesto a los exudados la densidad celular de los cultivos fue medida cada
24 horas mediante conteo en la cdmara de Neubauer. Todos los tratamientos se

realizaron por triplicado.

En el primer experimento se evalud el efecto de los exudados de cada una de las
cepas en el crecimiento de las dos cepas (Figura 2.14). De esta manera, los exudados
producidos (210 mL) fueron: exudado de WT con Cr (VI) (WT Cr EX) y exudado de CRS con
Cr (VI) (CRS Cr EX). A continuacion, los 210 mL de cada exudado (WT Cr EX y CRS Cr Ex) se
separaron en 2 Erlenmeyers (105 mL) y cada uno fue inoculado con las células de CRS y de
WT hasta obtener una densidad de 1 x 10° cél/mL. Por ultimo, esos 105 mL fueron
divididos en 3 viales con 35 mL cada uno (triplicados). El experimento tuvo una duracién

de 5 dias. A continuacion, se detallan los 4 tratamientos:
WT + WT Cr EX
WT + CRS Cr EX
CRS + WT Cr EX

CRS + CRS Cr EX

53



Generacion de exudados Tratamiento con exudados
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Figura 2.14. Esquema de la generacién de los exudados de cada cepa y su uso en los tratamientos.

El segundo experimento se enfocé en el crecimiento de la cepa WT con 2 tipos de
exudados (Figura 2.15). De esta manera, los exudados producidos (105 mL) fueron:
exudado de WT sin el metal (WT EX) y exudado de CRS con Cr (VI) (CRS Cr EX). Al finalizar
el periodo de 120 hs de la etapa inicial, la concentracidn final de Cr (VI) fue dosada en 1,85
mg/L para ser utilizada en la segunda etapa del experimento. A continuacion, los 105 mL
de cada exudado (WT EX y CRS Cr Ex) fueron inoculados con las células de la cepa WT
hasta obtener una densidad de 1 x 10° cél/mL y fueron divididos en 3 viales con 35 mL
cada uno (triplicados). Ademas, se hicieron los siguientes tratamientos como controles: la
cepa WT (1 x 10° cél/mL) fue tratada con 0 y 1,85 mg/L de Cr (VI) durante 11 dias. La
duracién del ensayo se extendié a 11 dias en funcidn de los resultados del experimento
anterior, los cuales se muestran en la seccion 3.11. A continuaciéon, se detallan los 4

tratamientos:

WT + WT EX (cepa WT en presencia de exudado de la misma cepa crecida sin

Cr (VI1)).

WT + CRS Cr EX (cepa WT en presencia de exudado de la cepa CRS crecida 1,95

mg/L de Cr (VI), siendo el remanente del metal 1,85 mg/L)
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WT + Cr (VI) (con 1,85 mg/L Cr (VI)) (cepa WT en un tratamiento estandar con
Cr (VI1)).

WT sin Cr (VI) (cepa WT sin tratamiento).

Generacion de exudados Tratamiento con exudados
A I\
[ | [ 1 )
" @ " Wrexudado _
A —]0— T @ s
WT exudado
"
| |
AN
L crvi ) \
\ n @ " CRsexudado \
—_— —_— _— —_— =~ WT + CRSCr EX
‘\J I Sobrenadante ‘\'.
CRSCrEX —

~ t=11dias

—_— ‘ = WTsin Cr(Vl)
\

A
‘wr "

Vel

—_— ‘\ WT + Cr (V1)

WT+Cr

Figura 2.15. Esquema de la generacion de los exudados de cada cepa y su uso en los tratamientos.

2.7.6 Andlisis de los grupos funcionales y de las macromoléculas de la pared celular

Se estudid el efecto del metal en los grupos funcionales y en la sintesis de
macromoléculas presentes en la pared celular en las cepas WT y CRS. Luego de un
tratamiento con 1,95 mg/L de Cr (VI) por 120 hs, se tomé un volumen que contuviese el
mismo numero de células totales para todos los tratamientos y se lo trasvasé a un tubo

Falcon. De esta manera se garantizé el trabajar con un nimero de células equivalentes
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para cada tratamiento. A continuacidn, se centrifugaron las muestras a 2.290 x g en un
rotor swinging bucket durante 30 min. Los sobrenadantes se descartaron y los pellets se
resuspendieron en 30 puL de BBM-Fe. Los experimentos se realizaron siguiendo la
metodologia propuesta y descripta en Ferraro (2018) (Ferraro et al., 2018). Brevemente, 5
uL de cada pellet fueron depositados sobre el cristal del UATR y secados con un flujo de
nitrégeno gaseoso. Cabe destacar que el pellet contenia el mismo nimero de células
totales para todos los tratamientos. Se tuvo la precaucién de que el cristal estuviese
completamente cubierto por la muestra previamente a realizar la determinacién. Los
espectros de FTIR se colectaron usando un UATR SpectrumTwo spectrometer (Perkin-
Elmer, Reino Unido) en el rango de 400-4000 cm™. Los datos obtenidos se procesaron
usando el software Origin. La asignacién e identificacién de los picos correspondientes a
los diferentes grupos funcionales se realizé en base a lo reportado en bibliografia

(Giordano et al., 2001; Heraud et al., 2007; Wagner et al., 2010).

2.8 Ensayos de remocion de cromo

Se realizaron experimentos de remocién de Cr (VI) usando cultivos de algas en
estado estacionario. Cabe destacar que se trabajo con cultivos en estado estacionario para
poder obtener una mayor densidad celular y evitar tener que concentrar un volumen muy
grande para aumentar la biomasa. Los ensayos de remocién se hicieron en viales de 100
mL conteniendo 10 mL de células diluidas en BBM-Fe. Las cepas CRS y WT fueron
expuestas a 100 mg/L de Cr (VI) a pH 2 vy 6,8 durante 24 hs y 10 dias, respectivamente.
Luego del tratamiento con el metal la suspension de algas fue filtrada usando un filtro de
acetato de celulosa de 0,45 um de la marca Sartorius. Para la determinacion de cromo por
EAA, el filtrado fue acidificado con acido nitrico 50% p/V obteniéndose una concentracion
final de 0,5 % p/V. En funcidn de los resultados se calcularon la eficiencia y la capacidad de

remocion (g) segun las siguientes ecuaciones:

. . . .. Cr en biomasa
Eficiencia de remocion = (—) * 100 (E.2.7)
Cr inicial

56



Cr en biomasa = Cr inicial — Cr total en filtrado (E.2.8)
Capacidad de remocion (q) = mg de cromo/g de biomasa seca (E.2.9)

Cabe destacar que en las ecuaciones E.2.7 y E.2.8 la unidad de concentracién del
metal es mg/L, asi como también el término “Cr inicial” hace referencia a la concentracion

de cromo que se adiciond a cada tratamiento en el inicio del ensayo.

El peso seco (g biomasa seca) necesario para calcular la capacidad de remocidén de
las cepas WT y CRS se determind mediante secado en estufa. Brevemente, 30 mL de
cultivos de densidad celular de 12 x 10° células/mL se trasvasaron a crisoles de tara
conocida y se evaporé el medio de cultivo en estufa a 60 °C durante 48 horas. El peso seco

se calculé usando la siguiente ecuacién:
Peso seco (g) = [((Peso células + crisol) — Peso crisol) * 1000]/30 (E.2.10)

Cabe destacar que todas las unidades de la ecuacién E.2.10 estan expresadas en

gramos (g).

2.9 Anadlisis estadisticos

Todos los experimentos se hicieron por triplicado y los resultados se expresaron
como las medias + el desvio estandar (SD). Los andlisis estadisticos y las diferencias
significativas se analizaron mediante ANOVA de una via con test Tukey para
comparaciones multiples, ANOVA de dos vias con test Sidak para comparaciones multiples
y prueba t de Student para muestras desapareadas. En todos los casos el nivel de
significancia fue de p<0,05. Los analisis estadisticos se efectuaron usando el software

Prism (GraphPad Software, USA).
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3. RESULTADOS

3.1 Ensayo preliminar y determinacion del indice CI50-72hs

Inicialmente, para determinar la concentracién de Cr (VI) a utilizar en el ensayo de
generacién de la cepa de S. dimorphus resistente se realizé un ensayo para calcular la
CI50-72hs. La CI50-72hs es un indice que se define como la concentracién del metal que
reduce la tasa de crecimiento especifica de la poblacién en un 50% en 72 hs (OECD, 2006).
Siguiendo las normas de la OECD, previo a realizar un ensayo de toxicidad, se corrobord
que la cepa a utilizar cumpliera con el criterio de aceptabilidad. Esto significa que, en las
condiciones experimentales pero sin el téxico, el crecimiento aumentara al menos 16
veces en 72hs. En este caso la cepa de S. dimorphus crecié unas 130, 24 y 24 veces
partiendo de una densidad inicial de 1 x 10% 1 x 10°; 1 x 10° células/mL, respectivamente
(Tabla 3.1). En base a esto, se optd por realizar los ensayos utilizando una densidad inicial

de 1 x 10* células/mL.

Tabla 3.1. Seleccion de la densidad celular segun el criterio de aceptabilidad de la OECD (2006)
(OECD, 2006). La densidad celular se determiné mediante conteo celular a las 72hs.

Siniciar (N° cél/mL) Duracién Stinal (N° cél/mL) Tasa de crecimiento
1x10* 72 hs 1,3x10° Aumenté 130 veces
1x10° 72 hs 2,4x10° Aumentd 24 veces
1x10° 72 hs 2,4x10’ Aumentd 24 veces

A continuacién, se efectudé un ensayo preliminar para determinar el rango de
concentraciones a utilizar en el ensayo CI50-72hs. Este experimento nos da un indicio de
la sensibilidad de nuestro organismo al evaluar su respuesta en un amplio rango de
concentraciones del contaminante. Mediante el ensayo preliminar pudimos definir las
concentraciones de no efecto y de efecto del metal, esto es la médxima concentracién a la
que se obtuvo un 0% de inhibicidn y la minima concentracion que se aproximé al 100% de
inhibicion del crecimiento, siendo estas 0 y 13 mg/L de Cr (VI), respectivamente (Tabla

3.2).
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Tabla 3.2. Ensayo preliminar: Tasa de crecimiento (u) e inhibicidon del crecimiento de S. dimorphus
ante la exposicion a Cr (VI). La cepa fue expuesta a 0; 0,13; 1,3 y 13 mg/L de Cr (VI) durante 72 hs.
La densidad celular se determind mediante conteo celular. SD: desviacion estandar. El
experimento se realizé por triplicado.

0 mg/L 0,13 mg/L 1,3 mg/L 13 mg/L

Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD

Tasa de
crecimiento ()
Inhibicion del
crecimiento (%)

1,49 0,04 1,36 0,03 1,20 0,10 0,16 0,16

0,00 0,00 9,47 2,20 20,07 6,92 89,27 10,24

Por ultimo, se realizdé un ensayo para determinar la CI50-72hs, la cual se obtuvo
mediante el ajuste a una curva dosis-respuesta de regresién no lineal y fue de 1,80 mg/L
de Cr (VI) (Figura 3.1). De esta manera, se decidié utilizar para la generacion de la cepa
una concentracion de 1,3 mg/L de Cr (VI) (siendo esta menor a la CI50). De este modo, se
garantizd mantener una presién de seleccién que no sobre-estrese a la cepa durante el

ensayo.

100

80
logCls, (72 h) = -4.46

60

404

20+

Inhibicion del crecimiento (%)

0P S —

6.0 5.5 —5I. 0 —4I.5 -4.0 -3.5
log[Cr VI] (M)

T T

Figura 3.1. Determinacion de la CI50-72hs mediante el ajuste a una curva dosis-respuesta de
regresion no lineal usando el programa GraphPad Prism. S. dimorphus fue expuesta a 0 mg/L (O
M); 0,8125 mg/L (1,563 x 10° M); 1,625 mg/L (3,125 x 10° M); 3,125 mg/L (6,250x 10° M); 6,5
mg/L (1,250x 10* M) y 13 mg/L (2,500 x 10™* M) de Cr (VI) durante 72 hs. La densidad celular se
determind cada 24 hs mediante conteo celular. El experimento se realizé por triplicado.
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3.2. Generacion de la cepa resistente

Se generd una cepa resistente a Cr (VI) mediante la exposicién controlada de S.
dimorphus salvaje al metal durante 95 dias. La dosis de Cr (VI) fue de 1,3 mg/L
suministrado en forma de dicromato de potasio. Las cepas, control (sin cromo) vy
tratamiento (con cromo) se mantuvieron en agitacion y con aireacion como se muestra en
la Figura 3.2. El monitoreo del experimento se realizé cada 7 dias mediante conteo celular,
momento en el cual ambas cepas eran subcultivadas a medio fresco y se le adicionaba
nuevamente 1,3 mg/L de Cr (VI) al cultivo tratado. En la Figura 3.3 se puede observar el
crecimiento durante todo el ensayo. Cuando el comportamiento del cultivo tratado
equiparo al de la cepa control, es decir que alcanzé reiteradas veces una densidad celular
similar, se decidié terminar el ensayo. También podemos ver de forma macroscépica
como la coloracion fue una referencia de dicho comportamiento, ya que puede ser un
indicio de la densidad celular (Figura 3.4). Adicionalmente, el color también es
representativo del estado fisioldgico de las microalgas, ya que es un reflejo de la condicién
en la que se encuentran el cloroplasto y los pigmentos, y por lo tanto, del metabolismo de
las células. En el panel A de la Figura 3.4 se observa una coloracién equivalente dado que
son imagenes del tiicial (indculo). Por otro lado, el panel B de la Figura 3.4 muestra que en
la mitad del ensayo, a t4; dias, €l color fue muy diferente, siendo de un verde mas intenso
en la cepa control (que en este caso se corresponde con una mayor densidad celular) y de
un verde mas claro en la cepa tratada con Cr (VI) (que puede reflejar, al menos en parte, la
menor densidad celular observada en la Figura 3.3). Por ultimo, al final del ensayo, tgs gias,
se puede observar un color verde similar en ambas cepas (Figura 3.4 C), en concordancia
con las densidades celulares similares de ambas cepas observadas en la Figura 3.3. A partir
de ese momento, denominamos a la cepa control como WT (por sus siglas en inglés, Wild
Type) y a la cepa generada como CRS (por sus siglas en inglés, Chromium Resistant Strain).
Cabe destacar que, desde entonces, ambas cepas siempre se han mantenido en picos de
flauta en condiciones similares y que solamente han sido expuestas al metal durante los

ensayos.
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+1,3mg/Lde Cr(VI)

Figura 3.2. Imagen del ensayo de la generacidn de la cepa resistente. Se puede observar el sistema
de aireacidn y el agitador magnético que se utilizaron.
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Figura 3.3. Generacién de la cepa de S. dimorphus resistente a cromo (CRS). Crecimiento de las
cepas control y tratada (1,3 mg/L de Cr (VI)) durante el ensayo. La densidad celular se determind
mediante conteo celular. Cada tratamiento consta de una sola réplica.

62



to) Y42 t(9s)

Figura 3.4. Generacién de la cepa de S. dimorphus resistente a cromo (CRS): Apariencia y
coloracion de los cultivos. Imagenes al inicio (t = dia 0), en el medio (t = dia 42) y al final (t = dia 95)
del ensayo.

3.3 Determinacion de la tasa de crecimiento y el tiempo de duplicacion de la cepa

resistente (CRS)

Una vez obtenida la cepa CRS, se procedié a caracterizarla en funcidn de la tasa de
crecimiento () y el tiempo de duplicacién (T,). Se realizaron curvas de crecimiento
durante 37 y 52 dias sin y con el agregado de Cr (VI), respectivamente. Cabe destacar que
en este ensayo la dosis de 1,3 mg/L de Cr (VI) se adiciond por Unica vez al inicio de la
curva. En la Figura 3.5 A se puede observar que, cuando no fueron expuestas a Cr (VI),
ambas cepas presentaron una tasa de crecimiento similar, siendo de 0,6 y 0,7 para WTy
CRS, respectivamente. Adicionalmente, ante la ausencia del metal, ambas tuvieron un
tiempo de duplicacion de 1 dia. No obstante, cuando la cepa WT fue tratada con Cr (VI) su
tasa de crecimiento disminuyd a la mitad, siendo de 0,32 y el tiempo de duplicacion
aumentd al doble (2 dias) (Figura 3.5 B). Por el contrario, la tasa de crecimiento y el

tiempo de duplicacién de CRS no se vieron afectados ante la presencia del metal.
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Figura 3.5. Tasa de crecimiento (W) y tiempo de duplicacién (T,) de las cepas WT y CRS. Curvas de
crecimiento en ausencia de cromo (A) y expuestas a 1,3 mg/L de Cr (VI) (B) durante 37 y 52 dias,
respectivamente. El Cr (VI) se adiciond por Unica vez al inicio de la curva. La densidad celular se
determiné cada 24 hs mediante conteo celular. Ny, densidad en el tiempo t. El experimento se

realizo por triplicado.

3.4 Caracterizacion de la cepa resistente (CRS): Estudio de la resistencia al cromo

y determinacién de la tasa de mortalidad

Para evaluar la resistencia de la cepa CRS se expuso a las dos cepas, CRSy WT, a 0;

1,3; 1,95y 2,6 mg/L de Cr (VI) durante 120 hs y se determiné la densidad celular final. En
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la Figura 3.6 se puede ver que en ausencia del metal ambas cepas llegaron a una densidad
celular final similar. No obstante, cuando fueron tratadas con Cr (VI), independientemente
de la dosis, la cepa CRS crecid entre 3 y 3,5 veces mas que la cepa WT, siendo este
incremento estadisticamente significativo (ANOVA, p<0,05). En base a estos resultados se
decidié utilizar la concentracién de 1,95 mg/L de Cr (V1) para los siguientes experimentos
de caracterizacién. Esta dosis fue seleccionada para poder exacerbar las diferencias de los
efectos del metal (respecto de la dosis de 1,3 m/L) y a la vez poder evaluar efectos en la
cepa WT. La dosis de 2,6 mg/L se descartd para casi todos los experimentos porque
resultd ser demasiado toxica para la cepa WT. Esto puede ser visualizado claramente en la
Figura 3.7, donde se graficd la progresidon del crecimiento de las dos cepas ante la
exposicion de ambas cepas a de 0 y 2,6 mg/L de Cr (VI). En dicha figura, queda en
evidencia la toxicidad de la dosis de 2,6 mg/L de Cr (VI) para la cepa WT, cuyos valores
promedio de densidad celular a los diferentes tiempos de conteo no presentaron

diferencias significativas con respecto al valor de densidad celular inicial.

1.2.10°
1.0-10° b b

8.0.10°

6.0:10%

4.010%4

2.0:10°%

Densidad celular (cél/mL)

Inicial WT CRS WT + Cr CRS +Cr WT + Cr CRS +Cr WT + Cr CRS +Cr

1,3 mg/L 1,95 mg/L 2,6 mg/L

Figura 3.6. Densidad celular de las cepas WT y CRS al ser expuestas a 0 mg/L, 1,3 mg/L, 1,95 mg/L
y 2,6 mg/L de Cr (V1) durante 120 hs. La densidad celular se determiné mediante conteo celular. El
analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via con una comparacién multiple de Tukey.
Las diferentes letras indican diferencias significativas con un p<0,05. Cada experimento representa
el valor promedio de entre 3 y 22 réplicas: 22 réplicas para los controles WT y CRS; 3 réplicas, 22
réplicas y 6 réplicas para los tratamientos con 1,3; 1,95 y 2,6 mg/L de Cr (VI), respectivamente.
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Figura 3.7. Crecimiento de las cepas WT y CRS al ser expuestas a 2,6 mg/L de Cr (VI) durante 120
hs. La densidad celular se determiné cada 24 hs mediante conteo celular. El experimento se realizd
por sextuplicado.

Luego de los ensayos de toxicidad se procedié a evaluar la mortalidad en los cultivos ante
la exposicién al Cr (VI) realizando una tincidn con safranina. Inicialmente, para probar la
eficacia de la técnica y definir la diluciéon del colorante para realizar las tinciones, se
hicieron experimentos utilizando un control positivo. Para ello se traté un cultivo con calor
(100 °C durante 10 min) para provocar la muerte de las células, posteriormente se las tifid
con safranina y se las observé al microscopio (Figura 3.8). La Figura 3.9 muestra los
resultados de las tinciones con safranina. En ella se puede observar que, ante la ausencia
del metal, las células de WT y CRS no se tifieron con safranina, es decir que no se
detectaron células muertas (rojas). Sin embargo, cuando la cepa WT fue tratada con 1,3
mg/L (Figura 3.10) y 2,6 mg/L (Figura 3.11) de Cr (VI), presentd células muertas. Por el
contrario, cuando la cepa CRS fue expuesta al metal (Figuras 3.10 y 3.11) no se observaron

células muertas.
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Figura 3.8. Puesta a punto de la tincion con safranina 0,25% p/V para detectar la presencia de
células muertas. Se utiliz6 como control positivo un cultivo de la cepa WT, el cual se calenté a
100 °C durante 10 min. El control negativo fueron muestras del mismo cultivo tefiido con
safranina, pero sin el tratamiento con temperatura. Las imagenes fueron tomadas con una

magnificacion de 400x.
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Figura 3.9. Viabilidad de las células en ausencia de cromo. Imagenes de las cepas WT y CRS
crecidas en ausencia de Cr (V1) y tefiidas con safranina (0,25 % p/V) una vez finalizado el ensayo a
las 120 hs. Las imagenes fueron tomadas con una magnificacién de 400x. Barras de escala = 40
pm. Los dos paneles superiores se corresponden a la cepa WT y los dos paneles inferiores
pertenecen a la cepa CRS.
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Figura 3.10. Efecto del cromo en la viabilidad de las células. Imagenes de las cepas WT y CRS
tefidas con safranina (0,25 % p/V) expuestas a 1,3 mg/L Cr (VI) durante 120 hs. Las imagenes
fueron tomadas con una magnificacion de 400x. Los dos paneles superiores se corresponden a la
cepa WT + Cr y los dos paneles inferiores pertenecen a la cepa CRS + Cr. Las flechas indican las
células muertas. Barras de escala = 40 um.
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Figura 3.11. Efecto del cromo en la viabilidad de las células. Imagenes de las cepas WT y CRS
tefiidas con safranina (0,25 % p/V) expuestas a 2,6 mg/L de Cr (VI) durante 120 hs. Las imagenes
fueron tomadas con una magnificacion de 400x. Los dos paneles superiores corresponden a la
cepa WT + Cr y los dos paneles inferiores pertenecen a la cepa CRS + Cr. Las flechas indican las
células muertas. Barras de escala = 40 um.
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La cuantificacién de las tasas de mortalidad nos permitid confirmar que el efecto
de Cr (VI) sobre la mortalidad de la cepa CRS fue practicamente nulo. Contrariamente,
cuando la cepa WT fue tratada con 1,3 mg/Ly 2,6 mg/L de Cr (VI) las tasas de mortalidad
resultaron ser 5,68% y 13,51%, respectivamente (Tabla 3.3). Nuevamente, ante la
ausencia del metal no se detectaron células muertas en ninguna de las dos cepas. Estos
resultados sugieren que, si bien el mayor efecto del Cr (VI) en la cepa WT es sobre la
proliferacion celular, también aumenta moderadamente la tasa de mortalidad. Ademas, la
resistencia a Cr (VI) de la cepa CRS mantiene las tasas de division celular y de mortalidad

en valores equivalentes al control sin metal.

Tabla 3.3. Tasa de mortalidad luego de la exposicidn al cromo. Las cepas WT y CRS fueron tratadas
con 0 mg/L; 1,3 mg/Ly 2,6 mg/L de Cr (VI) durante 120 hs. La tasa de mortalidad se determiné
mediante la tincidn con safranina 0,25 % p/V y el conteo de las células totales y las células muertas
en camara de Neubauer. El andlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias con una
comparacién multiple de Sidak. Las diferentes letras indican diferencias significativas con un
p<0,05. El experimento se realizé por triplicado. ND: no detectable. SD: desviacidn estandar.

WT CRS
Promedio (%) SD Promedio (%) SD
Sin Cr (VI) ND? - ND? -
1,3 mg/L Cr (V1) 5,68" 3,59 0,50° 0,44
2,6 mg/L Cr (VI) 13,51 1,73 ND? -

3.5 Efecto del Cr (VI) en la morfologia de las cepas wild type (WT) y resistente
(CRS)

3.5.1 Microscopia optica

Las cepas WT y CRS fueron observadas al microscopio éptico en busca de cambios
en la morfologia celular luego de ser tratadas con 1,95 mg/L de Cr (VI) durante 120 hs. En
los dos paneles superiores de la Figura 3.12 se evidencia que la morfologia de la cepa CRS
es idéntica a la de la cepa WT cuando no fueron expuestas al metal. Ambas cepas
presentaron la forma fusiforme tipica de la especie y se pudo apreciar la presencia de

cenobios de 2 y 4 células. No obstante, el 3er panel de la Figura 3.12 muestra que, luego
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del tratamiento con Cr (VI), en la cepa WT se produjeron cambios drasticos en su
morfologia. Las células perdieron la forma tipica de la especie, aumentaron de tamafio y
se redondearon, los cenobios desaparecieron, hubo una pérdida de la coloracién
caracteristica y hubo muchas células despigmentadas. Asimismo, se observo la aparicion
de vacuolas cloropldsticas y grandes vacuolas citopldsmaticas que podria deberse a un
proceso de autofagia. Estos mismos detalles se pueden observar en los dos paneles
superiores de la Figura 3.13, donde ademds hay numerosos signos de divisién celular,
como por ejemplo la presencia de “colonias hijas” y “células fantasmas”®. Por el contrario,
cuando la cepa CRS fue expuesta al metal durante 120 hs presentd una morfologia similar
a la forma tipica de la especie (Figura 3.12 cuarto panel). A pesar de que hubo cambios en
la morfologia y de que la coloracidn caracteristica se modifico, estas alteraciones fueron
mas leves que las producidas en la cepa WT. Sin embargo, en la cepa CRS se pudieron
apreciar numerosas “células fantasmas”, pero no “colonias hijas” (Figura 3.13, dos paneles
inferiores). Estos resultados sugieren que la presencia de Cr (VI) provoca sintomas tipicos
de estrés en la cepa WT y que, como parte de la resistencia, estos sintomas de estrés se

encuentran disminuidos en la cepa CRS.

! Cabe recordar gue las especies pertenecientes al género Scenedesmus se reproducen de forma asexual
mediante la formacidn de autoesporas. Por lo tanto, el término “colonias hijas” se refiere a células que se
encuentran en algun estadio del proceso de division celular. De la misma forma, “células fantasmas” son
restos incoloros de pared celular, sin contenido celular que quedaron luego de que una célula se dividid.
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Figura 3.12. Efecto del cromo en la morfologia de las células. Imagenes de las cepas WT y CRS
luego de 120 hs de exposicion a 0 y 1,95 mg/L de Cr (VI). Las imagenes fueron tomadas a 400 x y
1000 x de magnificacion. Las células en ausencia del metal se encuentran en el primer y segundo
panel y las tratadas con 1,95 mg/L de Cr (V1) se hallan en el tercer y cuarto panel. Las imagenes
tomadas con una magnificacion de 400x y 1000x se encuentran en los paneles izquierdos y
derechos, respectivamente. Se sefialan células representativas de distintos sintomas de estrés,
aunque muchas células presentaban mas de un sintoma. Flechas negras: “células fantasmas”,
flechas blancas: células redondeadas y de gran tamafio, flechas negras abiertas: “colonias hijas”,
flechas blancas abiertas: células con vacuolas autofagicas, asteriscos: células despigmentadas.
Barras de escala = 40 um y 20 um. Aclaracién: muchas células presentaban mas de un sintoma,
pero se sefialé sélo uno a la vez.
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Figura 3.13. Efecto del cromo en la morfologia de las células. Imagenes de las cepas WT y CRS
luego de 120 hs de exposicidn a 1,95 mg/L de Cr (VI). Las imagenes fueron tomadas a 1000 x de
magnificacién. Se sefialan células representativas de distintos sintomas de estrés, aunque muchas
células presentaban mas de un sintoma. Flechas negras: “células fantasmas”, flechas blancas:
células redondeadas y de gran tamafio, flechas negras abiertas: “colonias hijas”, flechas blancas
abiertas: células con vacuolas autofagicas, asteriscos: células despigmentadas. Barras de escala =
20 um. Aclaracién: muchas células presentaban mds de un sintoma, pero sélo se sefialé uno a la
vez.
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3.5.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las cepas WT y CRS se observaron mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM) con el fin de detectar cambios que no se pudiesen visualizar mediante microscopia
Optica. En las imagenes tomadas en SEM, se evidencié lo previamente observado por
microscopia Optica. La Figura 3.14 muestra que, ante la ausencia del metal, WT y CRS
fueron indistinguibles en lo que respecta a sus morfologias. Asimismo, cuando ambas
cepas fueron expuestas a 1,95 mg/L de Cr (VI) durante 120 horas, en la cepa WT se pudo
apreciar un aumento del tamafio y un redondeo de las células, perdiendo asi la forma
tipica de la especie (Figura 3.15, paneles de la izquierda). En el caso de la cepa CRS,
cuando fue tratada con el metal, su tamano y su forma no se modificd tan drasticamente,

siendo las células mas parecidas a la cepa control (Figura 3.15, paneles de la derecha).
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Figura 3.14. Morfologia de las cepas WT y CRS en ausencia del metal. Imagenes obtenidas en SEM
de las cepas WT y CRS luego de 120 hs de cultivo en las condiciones experimentales tipicas, pero
sin ser expuestas a Cr (VI). Las imagenes tomadas con una magnificacién de 5000x y 7500x se
encuentran en los paneles de la primera y en los paneles de la segunda y tercera fila,
respectivamente. Barras de escala =2 umy 3 um.
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Figura 3.15. Morfologia de las cepas WT y CRS en presencia del metal. Imagenes obtenidas en SEM
de las cepas WT y CRS luego de 120 hs de exposicion a 1,95 mg/L de Cr (VI). Las imagenes tomadas
con una magnificacién de 5000x y 7500x se encuentran en los paneles de la primera filay en los
paneles de la segunda y tercera fila, respectivamente. Barras de escala=2 umy 3 um.
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3.6 Efectos del medio de cultivo en la reduccién del Cr (VI)

Para evitar la reduccién de Cr (VI) a Cr (Ill) debido principalmente a la presencia del
Fe en el medio de cultivo, y de esta manera subestimar los efectos del Cr (VI), se decidid
utilizar un medio BBM con una concentracién de Fe reducida a 4,48 x 10° M (BBM-Fe).
Para demostrar la reduccién de Cr (VI) por el Fe se utilizaron 4 medios de cultivo que
presentaban diferentes concentraciones de Fe: BBM (1,79 x 10®° M), BBM sin Fe (no
contenia Fe), BBM-Fe (4,48 x 10° M) y Bristol (no contenia Fe), y se los expuso a 1,3 mg/L
de Cr (VI) durante 96 hs. En la Figura 3.16 se observa la desaparicion progresiva de Cr (VI)
que fue reducido a Cr (lll) en los 4 medios de cultivo. De esta manera se evidencid que,
ante la ausencia de Fe (BBM sin Fe y Medio Bristol), la reduccidn de Cr (VI) fue inexistente
durante todo el ensayo, mientras que en el medio BBM y BBM-Fe la reduccion a las 96 hs

fue de aproximadamente de un 50 % y un 11%, respectivamente.

El crecimiento de ambas cepas de S. dimorphus (WT y CRS) en medios de cultivo sin
Fe fue muy lento (resultados no mostrados), lo cual era esperable ya que dicho metal es
un micronutriente esencial para el crecimiento de las microalgas. Por otra parte, la
reduccion de Fe en el medio BBM-Fe produjo una disminucién significativa en el
crecimiento que resultd similar en ambas cepas, WT y CRS (Figura 3.17). En base a estos
resultados, para los subsecuentes experimentos de toxicidad, se decidid utilizar BBM-Fe,
sacrificando crecimiento en pos de poder apreciar los efectos del Cr (VI) producidos por la

concentracion deseada.
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Figura 3.16. Efecto del Fe presente en el medio de cultivo en la reduccién del Cr (V1) a Cr (lll). Los 4
medios de cultivo BBM, BBM sin Fe, BBM-Fe y Bristol fueron expuestos a 1,3 mg/L de Cr (VI)
durante 96 hs. La concentracién de Cr (VI) se determind cada 24 hs mediante el método de la
difenilcarbazida (DPC). El analisis estadistico se realizé para cada tratamiento mediante ANOVA de
una via con una comparacién multiple de Tukey. Las diferentes letras indican diferencias
significativas con un p<0,05. El experimento se realizo por triplicado.
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Figura 3.17. Efecto del Fe presente en el crecimiento de las cepas WT y CRS. Densidad celular de
las cepas WT y CRS en BBM y BBM-Fe, luego de ser expuestas a 0 mg/L, 1,3 mg/L de Cr (VI)
durante 120 hs. La densidad celular se determiné mediante conteo celular. El andlisis estadistico
se realizd mediante ANOVA de dos vias con una comparacién multiple de Sidak. Las diferentes
letras indican diferencias significativas con un p<0,05.El experimento se realizé por triplicado.
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3.7 Efecto del cromo en la induccion de estrés oxidativo: especies reactivas del

oxigeno (ROS)

Uno de los efectos reportados del cromo en las microalgas es la generacién de
especies reactivas del oxigeno (ROS, segln sus siglas en inglés). Para estudiar la
produccién de ROS, se utilizd el marcador fluorescente DCFH-DA luego de que las cepas
WT y CRS fueran expuestas a 0y 1,95 mg/L de Cr (VI) durante 120 horas. La generacién de
ROS se determind de forma cuali y cuantitativa mediante microscopia de fluorescencia y
espectrofluorimetria, respectivamente. En la Figura 3.18 se puede ver una imagen del

experimento al comienzo, tiempo t =0 hs.

Bcdebuide S s

Figura 3.18. Imagen de la disposicion de los viales en la incubadora durante el experimento. Esta
foto es representativa de todos los ensayos realizados bajo condiciones experimentales similares:
densidad celular inicial de 1 x 10° células/mL; pH 6,8; fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 hs de
oscuridad; irradiancia de 80 pumol fotdn m~ s volumen de 30 6 40 mL; 3 réplicas por tratamiento.

En lo que respecta a la microscopia de fluorescencia, si bien es un método
cualitativo, el brillo es un indicativo de la intensidad en la fluorescencia, es decir de la
produccién de ROS, a mayor brillo mayor presencia de ROS. Asimismo, cabe destacar que
todas las fotos fueron tomadas con los mismos parametros, los cuales se establecieron

sobre la imagen que presentaba menos fluorescencia. La Figura 3.19 muestra que, ante la
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ausencia del metal, la cepa WT tuvo una produccidn basal levemente menor que la cepa
CRS, lo que se vio reflejado en que las células WT tenian menos brillo. Sin embargo,
cuando ambas cepas fueron expuestas al Cr (VI), se pudo apreciar que la intensidad en la
fluorescencia de la cepa WT + Cr fue mayor que la observada en la cepa CRS, es decir que
la produccion de ROS fue superior en la cepa WT + Cr (Figura 3.20, dos paneles
superiores). Ademas, se evidencié que la cepa WT + Cr presentd un nimero mayor de
células con una alta fluorescencia en comparacion con la cepa CRS + Cr. Contrariamente,
la cepa CRS + Cr no se diferencié de su respectivo control, dado que no mostré un

incremento en la intensidad de la fluorescencia (Figura 3.20, dos paneles inferiores).
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Figura 3.19. Efecto del cromo en la generacidn de ROS. Imdagenes de las cepas WT y CRS en
ausencia del cromo luego de finalizado el ensayo a las 120 hs. Las imagenes fueron tomadas en un
microscopio de fluorescencia con una magnificacion de 1000x. Los parametros para la obtencion
de las fotos fueron establecidos sobre la imagen que presentaba menos fluorescencia. Barras de
escala =20 um.
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CRS +Cr CRS +Cr

Figura 3.20. Efecto del cromo en la generacidn de ROS. Imdagenes de las cepas WT y CRS luego de
120 hs de exposicion a 1,95 mg/L de Cr (VI). Las imagenes fueron tomadas en un microscopio de
fluorescencia con una magnificacion de 1000x. Los parametros para la obtencidn de las fotos
fueron establecidos sobre la imagen que presentaba menos fluorescencia. Barras de escala = 20

pum.
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A continuacién, se realizd un andlisis cuantitativo de la fluorescencia mediante
espectrofluorimetria. La Figura 3.21 muestra un comportamiento similar al observado en
las imdgenes de microscopia. Nuevamente, la cepa WT + Cr presentd una mayor
concentracion de ROS que el resto de los tratamientos, siendo este incremento
estadisticamente  significativo = (ANOVA, p<0,05). Este aumento representa
aproximadamente un 27% mas de ROS que lo producido por la cepa CRS + Cr. Ademas, la
cepa CRS + Cr mostré una acumulacién de ROS similar a la de su respectivo control
(ausencia del metal), en concordancia con lo observado en la microscopia de

fluorescencia.
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Figura 3.21. Efecto del cromo en la generacion de ROS en las cepas WT y CRS luego de 120 hs de
exposiciéon a 0 y 1,95 mg/L de Cr (VI). El gréfico de barras representa la producciéon de ROS
expresada en unidades relativas de fluorescencia y normalizado por el contenido de proteina de
cada muestra. El analisis estadistico se realizd mediante ANOVA de una via con una comparacion
multiple de Tukey. Las diferentes letras indican diferencias significativas con un p<0,05. El
experimento se realizé por triplicado.

Para poder visualizar mas facilmente las diferencias en la produccion de ROS entre
las cepas CRS y WT, las intensidades de fluorescencia de las cepas expuestas al metal
fueron normalizadas a sus respectivos controles. En la Figura 3.22 se puede ver que la

cepa WT + Cr presentd aproximadamente un 50% mas de ROS que su respectivo control,
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mientras que la cepa CRS + Cr mostré una produccion de ROS similar al de la cepa CRS sin
cromo. Estos resultados sugieren que el estrés oxidativo producido por Cr (VI) es menor
en la cepa CRS, como parte de la resistencia a dicho metal adquirida por esta cepa durante

el periodo de adaptacion.
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Figura 3.22. Efecto del cromo en la generacién de ROS en las cepas WT y CRS. El grafico de barras
se desprende de la Figura 3.21 y representa el pico maximo de fluorescencia de las cepas WT y CRS
tratadas con cromo y normalizados a sus respectivos controles, {WT + Cr (VI) / WT}y {CRS + Cr (VI)
/ CRS}. El andlisis estadistico se realizd mediante una prueba t de Student para muestras
desapareadas. Las diferentes letras indican diferencias significativas con un p<0,05. El experimento
se realizd por triplicado.

3.8 Efecto del cromo en la actividad enzimatica de la catalasa

Se ha reportado que el Cr (VI) puede ocasionar un aumento en la actividad
antioxidante de las células algales y que dicha respuesta antioxidante puede ser
enzimdtica, mediada por enzimas como la catalasa, entre otras (Kovacik et al., 2015; Rai et
al., 2013). Por esta razdn, se estudio el efecto del Cr (VI) en la actividad enzimatica de la
catalasa luego de un tratamiento de 120 horas con 0 y 1,95 mg/L de Cr (VI). En la Figura
3.23 se puede observar que no hubo diferencias en la actividad enzimatica entre las dos

cepas y los distintos tratamientos (ANOVA, p>0,05). Estos resultados sugieren que las
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diferencias observadas en la acumulacion de ROS entre las cepas WT y CRS no se deben a
cambios en la actividad catalasa. Cabe destacar que el contenido de proteina que se utilizé

para normalizar los datos fue similar en todos los tratamientos (datos no mostrados).

—_—
i

N
N
| |

pmol / mg proteina min

WT CRS WT+Cr CRS+Cr

Figura 3.23. Efecto del cromo en la actividad enzimatica de la catalasa en las cepas WT y CRS luego
de 120 hs de exposicién a 0y 1,95 mg/L de Cr (VI). Los datos estan normalizados por el contenido
de proteinas de cada muestra. El andlisis estadistico se realizd mediante ANOVA de una via con
una comparacién multiple de Tukey usando un valor p<0,05. No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos. El experimento se realizd por triplicado.

3.9 Efecto del cromo en la acumulacion de lipidos

Distintos tipos de estrés inducen la acumulaciéon de material de reserva en algas,
siendo los lipidos neutros, principalmente triglicéridos, una de las principales
macromoléculas que presenta un incremento. Por lo tanto, se estudiod el efecto del cromo
en la acumulacion de lipidos luego de exponer a las cepas WTy CRSa 0; 1,95y 2,6 mg/L
de Cr VI) durante 120 hs. La cuantificacién se realizé mediante la técnica de la SPV para lo
cual se efectud, inicialmente, una curva de calibracién usando aceite de maiz como

estandar (Figuras 3.24 y 3.25).
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Figura 3.24. Imagen de la curva de calibracidn utilizada para la determinacidn de lipidos totales

mediante la técnica de la sulfo-fosfo-vanillina (SPV).

-
o

Y = 5.144*X
R? = 0.9999

o
@

Absorbancia
o
@

0.10 0.15

Lipidos (mg)

0.00 0.05

Figura 3.25. Curva de calibracidon para la determinacion de lipidos totales mediante la técnica de la

sulfo-fosfo-vanillina (SPV).

La Figura 3.26 muestra que las cepas WT y CRS presentaron niveles basales de
lipidos similares cuando no fueron expuestas al cromo. Sin embargo, cuando las cepas
fueron tratadas con las 2 concentraciones de Cr (VI) (1,95 y 2,6 mg/L), en la cepa WT se
produjo un incremento en la acumulacion de lipidos de hasta dos veces superior al de la
cepa CRS, siendo este aumento estadisticamente significativo (ANOVA, p<0,05). Por el

contrario, nuevamente la cepa CRS parece no presentar signos de estrés (segln esta
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técnica de medicion) cuando es tratada con Cr (VI), ya que mantuvo niveles de lipidos
parecidos a los de su respectivo control. Si bien en algas el aumento de lipidos,
principalmente triglicéridos, es sélo uno de los sintomas de estrés, estos resultados junto
con la determinacién de ROS sugieren que, en las condiciones experimentales evaluadas,

la cepa CRS es afectada en menor medida que la cepa WT.
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Figura 3.26. Efecto del cromo en la sintesis de lipidos totales en las cepas WT y CRS luego de 120
hs de exposiciéon a 0, 1,95 y 2,6 mg/L de Cr (VI). Los datos estan normalizados por el contenido de
proteinas de cada muestra. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias con una
comparaciéon multiple de Sidak. Las diferentes letras indican diferencias significativas con un
p<0,05. El experimento se realizé por triplicado.

3.10 Efecto del cromo en el cloroplasto

Una de las organelas mas estudiadas en lo que respecta a los efectos del cromo en
las microalgas es el cloroplasto (Ali et al., 2008; Perreault et al., 2009; Rodriguez et al.,
2007; Volland et al., 2012). Con el propdsito de evaluar posibles diferencias en esta
organela entre las cepas CRS y WT en presencia de Cr (VI), se evaluaron la concentracién y
composicion pigmentaria y las propiedades de absorcion de la luz de los cultivos utilizando
la técnica “filter pad technique” (QFT: Quantitative Filter Technique, segun sus siglas en

inglés) (Mitchell et al., 2003; Mitchell, 1990; Roesler, 1998), luego de ser expuestos a 0 y
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1,95 mg/L de Cr (VI) durante 120 hs. Esta técnica permite detectar cambios in vivo en la
absorcion del cultivo y por ende en el cloroplasto y en los tilacoides, no sélo a nivel de
pigmentos, sino también en lo que respecta a la morfologia y el empaquetamiento® de los
mismos (Berner et al., 1989; Falkowski & LaRoche, 1991; Kirk, 1994). En la Figura 3.27 se
observa una imagen de los filtros con las muestras que se analizaron en
espectrofotémetro. Con esta técnica no se observaron diferencias entre las cepas WT y
CRS en su composicidon pigmentaria ante la ausencia del metal (Figura 3.28 A y B). Sin
embargo, la exposiciéon a 1,95 mg/L de Cr (VI) produjo cambios significativos en la
amplitud de absorcion en las dos cepas, ya que se observd una disminuciéon en los
coeficientes de absorciéon en todo el espectro en comparacién con sus respectivos
controles (Figura 3.28 A). Por otra parte, al normalizar los espectros por el pico rojo de
clorofila a (665 nm), se evidencié que en ambas cepas tratadas se produjo un incremento
de los pigmentos accesorios correspondientes a la zona de 400 — 500 nm (carotenoides:

carotenos y xantofilas) (Figura 3.28 B).

2 . . . . . . .7 .
El empaquetamiento de pigmentos se refiere a la disminucién en la absorcion de los pigmentos dentro de
las células/cloroplastos/antenas en comparacion con los mismos pigmentos en solucién.
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WT_A WT_B WT_C

Figura 3.27. Imagen de los filtros con las muestras que fueron analizadas por espectrofotometria
usando la técnica “filter pad technique”. Cabe destacar que la coloraciéon de las fotos se
corresponde con las células filtradas y es representativo de la densidad celular del cultivo,
mientras que en los espectros (Figura 3.28 A) los datos de absorcién estan normalizados por el
nuimero de células. Cada cepa consta de 3 réplicas que se representan en los 3 filtros como A, By
C.

90



1.5x105

— WT
— CRS
-/ e WT + Cr
8 10x1084/ . CRS + Cr
£
< 504104
Q.
©
Oty
400 500 600 700
B
) 25
2.0-
™)
e
= 15+
Q.
©
< 1.04
Q.
©
0.5+
o+ -
400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 3.28. Efecto del cromo en el cloroplasto y en los pigmentos: Analisis de la absorcidon
particulada in vivo mediante la técnica “filter pad technique”. Los cultivos de WT y CRS fueron
expuestos a 0 y 1,95 mg/L de Cr (VI) durante 120 hs. A) Espectros normalizados por nimero de
células. B) Espectros normalizados por el pico de clorofila a (665 nm). Los barridos espectrales se
realizaron entre 400 y 700 nm. Cada espectro es el promedio de 3 réplicas.

Para confirmar si los efectos observados en los experimentos de absorcidon
particulada se debian a cambios en la morfologia y estructura del cloroplasto y/o en la
composicidn y concentracion intracelular pigmentaria se procedio a la extraccién y andlisis
espectrofotométrico de los pigmentos en dilucién. Se realizé un experimento en las

mismas condiciones experimentales que para el analisis de absorcién particulada, es decir
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se expuso a las dos cepas a 1,95 mg/L de Cr (VI) durante 120 horas. La Figura 3.29 muestra
la coloraciéon de los extractos a los cuales se les hizo un espectro de absorcién.
Andlogamente al experimento de absorcion particulada, las cepas WT y CRS presentaron
un espectro similar en amplitud y forma ante la ausencia del metal (Figura 3.30 A).
Ademas, se observd una drastica disminucion en los espectros de absorcién cuando
ambas cepas fueron tratadas con Cr (VI) (Figura 3.30 A). Nuevamente, cuando se
normalizaron los espectros al pico rojo de la clorofila a (665 nm), se observd un
incremento en la zona de los pigmentos accesorios para las cepas tratadas (Figura 3.30 B).
En particular, los picos que se ven aumentados bajo tratamiento con Cr (VI) son aquellos
gue poseen maximos de absorcidon en 415, 436 y 466 nm, que se pueden atribuir a los
pigmentos violaxantina (Amsx: 415 nm, 436 nm, 466 nm), B-caroteno (Amsx: 470 nm) y

feofitina (Amax: 417 nm) (producto de degradacién de la clorofila) (Figura 3.30 B).

Por un lado, la similitud entre los espectros obtenidos en el andlisis de particulado
y en la extraccién de pigmentos sugiere que los cambios producidos por el Cr (VI) se
producen a nivel del contenido de los pigmentos, y no a nivel de su empaquetamiento en
el cloroplasto. Por otra parte, el aumento en el contenido de carotenoides relativo a
clorofila en la cepa CRS incubada con Cr (VI) sugiere que dichos pigmentos protectores
pueden estar cumpliendo un rol en la reduccidn de los sintomas de estrés oxidativo que

esta cepa experimenta en las condiciones experimentales en comparacién con la cepa WT.

Figura 3.29. Imagen de los extractos de las muestras que fueron analizadas por
espectrofotometria. Cabe destacar que la coloracidn de las fotos se corresponde a los pigmentos
extraidos y es representativo de la densidad celular del cultivo, mientras que en los espectros (Fig.
3.30 A) los datos estan normalizados por el nimero de células.
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Figura 3.30. Efecto del cromo en el cloroplasto: Analisis de pigmentos en HL (Higher Light, seglin
sus siglas en inglés). Los cultivos de WT y CRS fueron expuestos a 0 y 1,95 mg/L de Cr (VI) durante
120 hs. El experimento se realizé en HL: 80 pmol fotén m? s™ (. A) Espectros normalizados por
nuimero de células. B) Espectros normalizados por el pico de clorofila a (665 nm). Los barridos
espectrales se realizaron entre 350 y 750 nm. Cada espectro es el promedio de 3 réplicas. El
analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via con una comparacién multiple de Tukey,
con un valor p<0,05. Los asteriscos indican deferencias entre los tratamientos WT + Cr y CRS + Cr

en los picos con maximos en 417 nm, 437 nm y 470 nm, de acuerdo a los analisis estadisticos
mostrados en la Figura 3.32.
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Considerando que los organismos fotosintéticos estan expuestos a la posibilidad de
sufrir estrés foto-oxidativo (producido por la luz), se evaltio la posibilidad de un efecto
combinado (ya sea aditivo o sinérgico) entre el estrés generado por cromo y aquel
generado por luz. Debido a que el estrés por luz es mayor cuanto mayor es la intensidad
de luz (Baroli & Melis, 1996; Niyogi, 1999), se evalué el efecto del Cr (VI) sobre cultivos
crecidos a una intensidad de luz menor a la utilizada previamente. De esta manera, a los
experimentos descriptos anteriormente, realizados a una intensidad luminica de 80 pmol
fotén m™ s (considerado como Higher Light (HL), segun sus siglas en inglés), se sumaron
otros en los cuales se disminuyé la irradiancia a 35 umol fotén m? s (considerado Lower

Light (LL), segun sus siglas en inglés).

En la Figura 3.31 A se muestra que nuevamente los espectros de absorcion de
ambas cepas sin el metal fueron similares. Sin embargo, ante la presencia del cromo hubo
una disminucion en el pico rojo de la clorofila a (665 nm) y un aumento en los carotenos
en la cepa WT. Por otro lado, en la cepa CRS + Cr se produjo una drastica disminucidn en el
espectro de absorcién en comparacidn con el resto de los tratamientos (Figura 3.31 A).
Cuando se normalizaron los espectros por el pico de 665 nm (clorofila a), se observd que
en la cepa WT + Cr hubo un incremento en la absorcién en la zona de 400 a 500 nm
(Figura 3.31 B). Este aumento es representado por los picos de 415, 436 y 466 nm v, al
igual que en los ensayos de HL, se los puede atribuir a la violaxantina, al B-carotenoy a la
feofitina (Figura 3.31 B). Por el contrario, la cepa CRS + Cr presenté un espectro muy

similar a su respectivo control (Figura 3.31 B).
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Figura 3.31. Efecto del cromo en el cloroplasto: Analisis de pigmentos en LL (Lower Light, segun
sus siglas en inglés). Los cultivos de WT y CRS fueron expuestos a 0 y 1,95 mg/L de Cr (VI) durante
120 hs. El experimento se realizd en LL: 35 pmol fotén m™ s™. A) Espectros normalizados por
numero de células. B) Espectros normalizados por el pico de clorofila a (665 nm). Los barridos
espectrales se realizaron entre 350 y 750 nm. Cada espectro es el promedio de 3 réplicas. El
analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via con una comparacién multiple de Tukey,
con un valor p<0,05. Los asteriscos indican deferencias entre los tratamientos WT + Cr y CRS + Cr

en los picos 417 nm, 437 nm y 470 nm, de acuerdo a los analisis estadisticos mostrados en la
Figura 3.32.
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Figura 3.32. Analisis estadistico de los 3 coeficientes obtenidos en las Figura 3.30 B y 3.31 B: Abs
(417), Abs (437), y Abs (470) estan normalizados al pico de clorofila a (665). A), B) y C) son los
coeficientes de los experimentos en Higher Light; D), E) y F) son los coeficientes de los
experimentos de Lower Light; A) y D) Abs (417) / Abs (665); B) y E) Abs (437) / Abs (665); Cy F) Abs
(470) / Abs (665). El andlisis estadistico se realizd mediante ANOVA de una via con una
comparaciéon multiple de Tukey. Las diferentes letras indican diferencias significativas con un
p<0,05.

Adicionalmente a los cambios en los pigmentos en los experimentos de LL, se
determiné la densidad celular de los controles y los tratamientos a las 120 hs. En la Figura
3.33 se reporta el crecimiento de ambas cepas, WT y CRS, con y sin cromo, una vez
finalizado el experimento. Nuevamente, la cepa CRS + Cr se comportd de forma similar a
su respectivo control ya que presentd una densidad celular equivalente. Por el contrario,
la cepa WT ante la presencia del metal disminuyd drdsticamente su crecimiento en

comparacion a su control.
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Figura 3.33. Crecimiento de las cepas WT y CRS en el experimento de luz reducida. Los cultivos de
WT y CRS fueron expuestos a 0y 1,95 mg/L de Cr (VI) durante 120 hs. El experimento se realizé en
LL: 35 pmol fotén m™ s (Lower Light, segin sus siglas en inglés). El anlisis estadistico se realizd
mediante ANOVA de una via con una comparacién multiple de Tukey. Las diferentes letras indican
diferencias significativas con un p<0,05. El experimento se realizé por sextuplicado.

En funcion de los resultados anteriores (Figuras 3.30 Ay 3.31 A) se reagruparon y
combinaron los espectros por cepa y tratamiento en nuevos graficos. En la Figura 3.34 se
observa que las cepas WT y CRS ante la ausencia del metal presentaron un espectro de
absorcion similar en las dos condiciones de irradiancias LL y HL. Sin embargo, cuando
ambas cepas fueron expuestas a Cr (VI), la cepa WT sufrid una disminucién en el pico de
417 nm y un aumento significativo en los picos de 437 y 470 nm en la condiciéon de LL. Por
otra parte, se observa que la cepa CRS mantuvo la forma espectral pero se produjo una
disminucion en la absorcién en la zona de 400 — 500 nm cuando el experimento se realizé

a una menor irradiancia (LL).
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Figura 3.34. Efecto del cromo en el cloroplasto y en los pigmentos: Analisis de pigmentos. Los
cultivos de WT y CRS fueron expuestos a 0y 1,95 mg/L de Cr (VI) durante 120 hs. Los experimentos
se realizaron en HL: 80 umol fotén m?s™ y LL: 35 umol fotén m?s™. A) y B) WT y CRS bajo HLy LL
en ausencia del metal. C) y D) WT y CRS bajo HL y LL en presencia del Cr (VI). Los espectros estan
normalizados por el pico de clorofila a (665 nm). Cada espectro es el promedio de 3 réplicas. Los
graficos se realizaron utilizando los espectros de las Figuras 3.30 By 3.31 B.

Por ultimo, en funcidn de los cambios observados en los espectros de absorcidn, se
cuantificaron las concentraciones de clorofila a y b y de carotenoides. La Tabla 3.4
muestra que ambas cepas en ausencia del metal y en los dos tratamientos de intensidad
de luz (HL y LL) presentaron concentraciones similares de clorofila a y b y de carotenoides.
En el caso de los tratamientos con Cr (VI), en HL se evidencia que la cepa CRS + Cr
presentd un aumento de 4 veces y 2,4 veces mas de carotenoides que la WT + Cr cuando
los datos se normalizaron al nimero de células o a la suma de las dos clorofilas, a y b,
respectivamente. En la condicidn LL la situacion se invirtid y en la cepa WT + Cr se produjo

un incremento de 4,5 veces y 2,4 veces mas que la cepa CRS + Cr, cuando los datos fueron
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normalizados por célula y los carotenoides fueron normalizados a las clorofilas a y b,

respectivamente.

En su conjunto, los resultados obtenidos en HL y LL sugieren que la respuesta de
los pigmentos a la toxicidad del Cr (VI) varia en base a las condiciones experimentales,
especialmente cuando la toxicidad de dicho metal se combina con los efectos de otros

estimulos.

Tabla 3.4. Concentracion de clorofila a y b, y carotenoides. Los datos son presentados como datos
normalizados por niumero de células y, adicionalmente, los carotenoides estan normalizados por el
contenido de clorofila (carotenoides / (Chl a + Chl b). Los datos se obtuvieron de los espectros de
las Figuras 3.30 y 3.31. *concentracién de pigmentos estd expresada por 10° células. El andlisis
estadistico se realizé para cada pigmento mediante ANOVA de una via con una comparacion
multiple de Tukey. Las diferentes letras indican diferencias significativas con un p<0,05. El
experimento se realizé por triplicado. SD: desviacidn estandar.

Concentracion* de clorofila a y b y de carotenoides totales en pg/célula

Chla Chl b Carotenoides Car/(Chl a + Chl b)

Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD
WT_HL 3,66° 0,85 1,75° 0,37 0,23° 0,08 0,04° 0,01
CRS_HL 3,44° 0,15 1,62° 0,09 0,25° 0,01 0,05° 0,00

WT + Cr_HL 0,62° 0,05 0,40° 0,04 0,08"° 0,02 0,08° 0,02
CRS + Cr_HL 1,03¢ 0,08 0,66° 0,06 0,32° 0,07 0,19° 0,03

WT_LL 3,62° 0,44 1,64° 0,20 0,28° 0,05 0,05° 0,01
CRS_LL 3,62° 0,25 1,69° 0,08 0,28° 0,02 0,05° 0,00
WT +Cr_LL 2,42¢ 0,45 1,41° 0,36 0,72¢ 0,24 0,19° 0,05
CRS +Cr_LL 1,29°¢ 0,21 0,74¢ 0,05 0,16° 0,06 0,08° 0,02

3.11 Efecto protector de los exudados de la cepa resistente (CRS) en la toxicidad

del cromo

Una de las respuestas de las microalgas ante la exposicién a metales tdxicos puede
ser la liberacién de exudados organicos que pueden quelar o reducir quimicamente los
metales, disminuyendo asi su concentracién o su toxicidad. Por esta razén, se evalué si las
cepas WT y CRS secretaban algun tipo de exudado capaz de mitigar el efecto tdxico del
cromo. Inicialmente se realizdé un experimento en el cual se expuso a las cepas WT y CRS a

los exudados con cromo propios y a los de la otra cepa por un periodo de 120 horas.

99



Adicionalmente, en dichos exudados se determind la concentracién de Cr (VI), siendo esta
de 1,76 mg/L para ambas cepas. En la Figura 3.35 se observa que los exudados con Cr (VI)
de la cepa WT (WT Cr EX) parecen haber tenido un efecto inhibitorio en ambas cepas, ya
gue ninguna pudo reproducirse. Por otra parte, las cepas CRS y WT incubadas con el
exudado con Cr (VI) de CRS (CRS Cr EX) (Figura 3.36) presentaron un crecimiento similar al
que se observa cuando son tratadas con 1,95 mg/L de Cr (VI) en 120 hs (Figura 3.6). En
este caso ambas curvas parecerian encontrarse en una etapa de crecimiento exponencial,
aungue con tasas de crecimiento muy diferentes, de manera similar a lo observado en los
experimentos de la Figura 3.6. Por lo tanto, para poder evaluar esta tendencia, se realizd
otro experimento pero con una duracién superior a las 120 hs. Ademas, teniendo en
cuenta que el exudado con Cr (VI) de la cepa WT parece haber tenido un efecto inhibitorio
en el crecimiento en ambas cepas, se decidié estudiar solamente el exudado con Cr (V1) de

la cepa CRS (CRS Cr EX).
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Figura 3.35. Efecto de los exudados con cromo de las cepas WT y CRS en la proliferacion.
Crecimiento de las cepas WT y CRS al ser expuestas a los exudados con cromo (WT Cr EX y CRS Cr
EX) y en ausencia del metal durante 120 hs. La densidad celular se determiné cada 24 hs mediante
conteo celular. El experimento se realizd por triplicado.
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Por lo expuesto anteriormente, se realizd6 un segundo experimento para
corroborar si el exudado con Cr (V1) de la cepa CRS (CRS Cr EX) tenia un efecto protector
en la cepa WT pero, en este caso, se aumenté la duracién del experimento a 11 dias. En lo
que respecta a la cepa WT con su propio exudado sin el agregado de cromo (WT_EX)
presentd un crecimiento similar al control (WT sin Cr (VI): cepa WT sin tratamiento)
(datos no mostrados). Es decir, que de esta manera se comprobé que no hubo un
agotamiento del medio de cultivo durante la generacién del exudado. Por otro lado, en la
Figura 3.36 se observa que dicho tratamiento, WT_CRS Cr Ex, mostrd una clara tendencia
de crecimiento exponencial, mientras que la cepa WT sometida a un tratamiento estandar
con Cr (VI) (WT + Cr) entré en estado estacionario en el dia 9. Ademas, la Figura 3.37
muestra el crecimiento relativo de los tratamientos normalizados al crecimiento del
control (WT sin el metal) en el dia 11 del ensayo. Claramente se evidencié un crecimiento
superior en la cepa WT CRS Cr Ex en comparacion al que presentd la cepa WT + Cr. Estos
resultados sugieren que los exudados de la cepa CRS en presencia de Cr (VI) poseen
compuestos “protectores” que permiten un mejor crecimiento de la poblacién celular de

la cepa WT.
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Figura 3.36. Efecto del exudado con cromo de la cepa CRS en la proliferacién de la cepa WT.
Crecimiento de la cepa WT al ser expuesta al exudado con cromo de la cepa CRS (CRS Cr EX) y a
1,95 mg/L de Cr (VI) (WT + Cr) durante 11 dias. La densidad celular se determiné cada 24 hs
mediante conteo celular. El experimento se realizé por triplicado.
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Figura 3.37. Efecto del exudado con cromo de la cepa CRS en la proliferacién de la cepa WT.
Densidad celular en el dia 11 de los tratamientos WT_CRS Cr EX y WT + Cr normalizadas al
crecimiento de la cepa WT en ausencia del metal (control). El analisis estadistico se realizé
mediante una prueba t de Student para muestras desapareadas. Las diferentes letras indican
diferencias significativas con un p<0,05. El experimento se realizé por triplicado.
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3.12 Efecto del cromo en los grupos funcionales de la pared celular

La primera barrera a la que se enfrenta el cromo en contacto con células de S.
dimorphus es la pared celular. Por esta razén, se realizé un andlisis de FTIR (siglas del
inglés, Fourier-Transform Infrared Spectroscopy). Este tipo de analisis permite evaluar el
efecto del Cr (VI) en los grupos funcionales y en la sintesis de las principales
macromoléculas, ambos presentes en la pared celular. Las cepas WT y CRS fueron
expuestas a 0 y 1,95 mg/L de Cr (VI) durante 120 hs. La figura 3.38 muestra que en
ausencia del metal ambas cepas presentaron un espectro similar y, ademas, tipico segln
lo esperado para algas (Giordano et al., 2001; Heraud et al., 2007). Los grupos funcionales
asociados a los picos de los espectros se detallan en la Figura 3.38. No obstante, cuando
ambas cepas fueron tratadas con Cr (VI) los espectros se modificaron. En el caso de los
picos correspondientes a las amidas | y Il (1650 cm™ v(C=0) y1540 cm™8(N-H)), los dos
tratamientos con Cr (VI) presentaron una disminucion de la intensidad, siendo mas
pronunciada en la cepa WT + Cr. Por el contrario, en las dos cepas expuestas al metal
hubo un aumento en la intensidad de los carboxilatos (1370 cm?, —COO0"), aunque este
incremento fue mayor en la cepa WT + Cr. Por ultimo, se observd un aumento en
diferentes picos correspondientes a polisacaridos (1150 cm™, v.4(C-O-C), ~1050 cm™ y
~1020 cm™, C-3-0-3-H y C-6-H2-0-6-H) en ambas cepas expuestas a Cr (VI). Al normalizar
los espectros por el pico de amida | (Figura 3.39 y Tabla 3.5) se evidencio que la cepa WT +
Cr presentd un incremento superior al de la cepa CRS + Cr en el pico de carboxilatos y en
los picos que corresponden a polisacéridos (1150 cm™ — 1020 cm™). Estos resultados
sugieren que la presencia de Cr (VI) produce cambios en la presencia y/o exposicién de
grupos funcionales de la pared celular, particularmente en la cepa WT. Estos cambios
pueden alterar la quimica del Cr (VI) subsiguiente y podrian guardar relacién con su

toxicidad.
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Figura 3.38. Efecto del cromo en la pared celular. Espectros del FTIR de los cultivos de WT y CRS
luego de ser expuestos a 0y 1,95 mg/L de Cr (VI). Las bandas asignadas fueron las siguientes: 1740
cm™ v(C=0) ésteres de lipidos, amida | ~1650 cm™ v(C=0) y amida Il -~1540 cm&(N-H)
corresponden a proteinas, ~1455 cm™8,(-CH-,/-CH-3), 1370-1398 cm™ &(-CH-,/-CH-3)v4(CO0),
1240 cm™ v(P=0) fosfodiesteres de acidos nucleicos, 1200-950 cm™ corresponden a la valencia y a
la deformacién de los anillos de los sacéridos (C-O, C-C, CH,0H), especificamente 1150 cm™ forma
el estiramiento asimétrico de la unién glicosidica v,,(C-O-C), ~1050 cm™ y ~-1020 cm™ asignados a
las vibraciones de C-3-0-3-H y C-6-H,-0O-6-H. La intensidad de los picos esta expresada en unidades
relativas. Cada espectro es el promedio de 3 pseudoréplicas y cada ensayo de FTIR fue realizado

por triplicado.
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Figura 3.39. Efecto del cromo en la pared celular: Espectros de FTIR normalizados por proteina. La
normalizacion de los espectros se realizé por el pico de amida I, 1650 cm™. Las bandas asignadas
fueron las siguientes: 1740 cm™ v(C=0) esteres de los lipidos, amida I ~1650 cm™ v(C=0) y amida Il
~1540 cm™8(N—H) corresponden a proteinas, ~1455 cm™8,,(-CH-,/-CH-3), 1370-1398 cm™ &(-CH-,/-
CH-3)v(COO’), 1240 cm™ vP=0 de los fosfodiesteres de los &cidos nucleicos, 1200-950 cm™
corresponden a la valencia y a la deformaciéon de los anillos de los sacaridos (C-O, C-C, CH,0H),
especificamente 1150 cm™ forma el estiramiento asimétrico de la unién glicosidica v,(C-O-C),
~1050 cm™ y <1020 cm™ asignado a las vibraciones de C-3-0-3-H y C-6-H,-O-6-H. La intensidad de
los picos estd expresada en unidades relativas. Cada espectro es el promedio de 3 pseudoréplicas

y cada ensayo de FTIR fue realizado por triplicado.

Tabla 3.5. Picos seleccionados de la Figura 3.39. Proteinas: amida | 1650 cm™ v(C=0) y 1370 cm™
8(-CH2/-CH3) v((COO). Polisacéridos: 1150 cm™ estiramiento asimétrico de las uniones glicosidicas
Vas(C-0-C), 1050 cm™ y ~1020 cm™ asignados a las vibraciones de C-3-O-3-H y C-6-H2-0-6-H.

Wavelenght Grupos de Tratamientos
(cm™) macromoléculas WT WT + Cr (VI) CRS CRS + Cr (V1)
1650 Proteinas (amida l) 1,00 1,00 1,00 1,00
1370 Carboxilatos 0,48 1,28 0,64 0,86
0,29 0,61 0,36 0,47
0,36 0,71 0,43 0,62
0,27 0,69 0,34 0,58

Picos elegidos normalizados al pico de proteina, amida |
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3.13 Remocion de cromo

Uno de los principales objetivos con relacién a la generacién de una cepa
resistente a Cr (VI), es el de evaluar su capacidad de remover el metal de fuentes
contaminadas, como efluentes, cursos de agua, suelos, etc. Con el propdsito de evaluar si
la cepa CRS posee una capacidad de remocion de Cr (V1) superior a la del WT, inicialmente
se midid el porcentaje de desaparicion de dicho metal en los experimentos de toxicidad en
las condiciones tipicas de este trabajo, es decir 1,95 mg/L de Cr (VI), con una densidad
celular inicial de 1 x 10° cél/mL, a pH 6,8 y durante 120 horas. La Figura 3.40 muestra que,
al finalizar el tiempo de tratamiento con 1,95 mg/L de Cr (V1), la desaparicion de Cr (VI) fue
de aproximadamente un 15% para ambas cepas y de un 11% para el medio de cultivo sin
células. Vale la pena recordar que la determinacién de Cr (VI) se realizé por el método de
la difenilcarbazida, que no detecta la presencia de Cr (lll). Por esta razén, para poder
discernir si la desapariciéon de Cr (VI) se debia a la reduccion de Cr (VI) a Cr (lll) o a la
remociéon del metal se realizaron determinaciones por ICP-MS® (siglas del inglés,
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry), que permite determinar la concentraciéon
total de cromo (Cr (VI) + Cr (lIl)). De esta manera, a través de la resta entre el cromo total
y el Cr (VI), se pudo estimar la concentracion de Cr (lll) y se corroboré que todo el cromo
en estas condiciones experimentales permanecié en el medio de cultivo, ya que la
concentracion de Cr (V) al inicio del ensayo fue equivalente a la de Cr total a las 120 horas

(Figura 3.41).

* La determinacién de Cr total se realizé mediante ICP-MS ya que se estaba evaluando si habia remocidn del
metal en condiciones experimentales en las que la concentracion inicial de Cr fue muy baja (1,3 mg/L). Por lo
tanto, de producirse algiin cambio, esta técnica lo hubiese detectado ya que para esta determinacion el
limite de deteccién fue de 8,6 pg/L. Dicho de otra manera, el ICP-MS presenta un error muy chico en esta
concentracion del metal (1,3 mg/L), con lo cual puede medir diferencias entre 1,3 mg/Ly 1,29 mg/L.
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Figura 3.40. Determinacion de cromo en el sobrenadante de las cepas WT y CRS luego del
tratamiento con el metal. Los datos corresponden al promedio de 13 ensayos con 3 réplicas cada
uno vy realizados bajo las mismas condiciones experimentales: 1 x 10° células/mL de densidad
celular inicial, 1,95 mg/L de Cr (VI), pH 6,8 y 120 hs de duracidn. La deteccion de Cr (VI) se realizd
utilizando difenilcarbazida. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via con una
comparaciéon multiple de Tukey usando un valor p<0,05. No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos. BBM-Fe: medio de cultivo sin células.
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Figura 3.41. Determinacion de cromo en el sobrenadante de las cepas WT y CRS luego del
tratamiento con Cr (VI). Cultivos de una densidad de 1 x 10’ células/mL fueron expuestos a 1,3
mg/L de Cr (VI) durante 120 hs. El Cr (VI) fue determinado mediante el método de la
difenilcarbazida (DPC). El Cr total se cuantifico por ICP-MS. La concentracion de Cr (lll) se calculé a
partir de la diferencia entre el Cr total y el Cr (VI). El experimento se realizd por duplicado. BBM-
Fe: medio de cultivo sin células.
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Habiendo comprobado que no hubo remocién de Cr (V1) por parte de las células en
las condiciones experimentales tipicas de los ensayos de toxicidad, (1 x 10° cél/mL; pH 6,8;
120 horas; 1,95 mg/L de Cr (VI)), se decidié utilizar condiciones mas propicias para la
remocién de metal. En base a condiciones experimentales reportadas en la literatura se
modificaron las siguientes variables: densidad celular, pH y concentracién y tiempo de
exposicion al metal. Es importante destacar que, en los ensayos de remocién, se produjo
el aumento de la densidad celular (2,4 x 10’ células/mL) en simultdneo con un aumento en
la concentracién de Cr (VI), pero en realidad se disminuyé la dosis del metal por célula
(4,17 x 10°® mg de Cr/célula), la cual fue unas 4,7 veces menor que la de los ensayos de
toxicidad (Tabla 3.6). De esta manera, se realizan los experimentos en condiciones de

menor toxicidad y/o efecto.

Tabla 3.6. Comparacion de las dosis de Cr (VI) por cada célula en experimentos de toxicidad y en
experimentos de remocion.

Densidad de células Concentracion de Dosis de metal (10

(células/mL) Cr (V1) (mg/mL) mg Cr (VI)/célula)
Experimentos de toxicidad 1,0x 10° 1,95 19,5
Experimentos de remocion 2,4 x 10’ 100 4,17

En un primer ensayo las cepas WT y CRS fueron expuestas a 100 mg/L de Cr (V1) y
en este caso se decidido mantener el pH del medio (6,8), aunque la duracién fue de 10 dias.
La Figura 3.42 A muestra que, transcurrido el periodo de exposicién al metal, la
desaparicion del Cr (VI) del medio de cultivo fue de aproximadamente 16%. Por este
motivo, se decidid no determinar por espectroscopia de absorcidon atémica® (EAA) la
concentracion de Cr total en el medio, ya que el valor de desaparicién de Cr (VI) fue bajo,
independientemente de si fue internalizado o removido por las células o reducido a Cr
(111). Adicionalmente, en las cepas WT y CRS se evidencié un crecimiento de un 30 % al

finalizar el ensayo en el décimo dia (Figura 3.42 B).

* La determinacion de Cr total se realizé por EAA debido a que la concentracidn inicial de Cr fue de 100 mg/L
y la sensibilidad de la técnica es suficiente para detectar remocidn del metal en el sobrenadante.
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Figura 3.42. Experimento de remocién de cromo usando las cepas WT y CRS: pH 6,8. Cultivos de
una densidad de 2,4 x 10’ células/mL fueron expuestos a 100 mg/L de Cr (VI) a pH de 6,8 durante
10 dias. A) Desaparicién de Cr (VI) determinada mediante el método de la difenilcarbazida (DPC).
B) Crecimiento de las dos cepas durante el ensayo. La densidad celular se determind cada 5 dias
mediante conteo celular. ND: no detectable. El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de
una via con una comparacion multiple de Tukey (A) y mediante ANOVA de dos vias con una
comparacién multiple de Sidak (B). Las diferentes letras indican diferencias significativas con un
p<0,05. El experimento se realizd por triplicado. BBM-Fe: medio de cultivo sin células.

Luego de los resultados obtenidos a pH 6,8, se realizé un segundo experimento a
pH 2 con una duracién de 24 horas. En este caso, en ambas cepas hubo una desaparicién
de Cr (VI) del medio de cultivo de aproximadamente 80% (Figura 3.43 A). Como la
desaparicion en este caso fue considerable, se determind la concentracién de cromo total
en el medio de cultivo y se corroboré que ambas cepas presentaron un 70% de remocion
de cromo total (Figura 3.43 B). Entonces, restando la concentracidon de Cr total (Figura
3.43 B) a la de Cr (VI) (Figura 3.43 A), se puede deducir que hubo un 10 % de Cr (lll) en el
medio de cultivo. A continuacioén, se calculd el peso seco para poder obtener la capacidad
de remocion (g: mg de metal/gramo de biomasa seca) de las cepas WT y CRS, el cual es un
indice que permite comparar la eficiencia de remocion de diferentes especies de
microalgas en condiciones experimentales similares. En este caso, las dos cepas
presentaron una capacidad de remocién (q) de 71 mg de Cr total por gramo de biomasa
(Tabla 3.7). Estos resultados sugieren que la mayor resistencia a Cr (V1) de la cepa CRS no

le confiere a esta cepa una ventaja en la remocién del metal. Por otra parte, ambas cepas
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fueron eficientes en la remocién del metal sélo a pH 2, condicidon en la cual las células

estaban muertas y la biomasa sélo actué como biosorbente o intercambiador idnico.
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Figura 3.43. Experimento de remocién de cromo usando las cepas WT y CRS: pH 2. Cultivos de una
densidad de 2,4 x 10" células/mL fueron expuestos a 100 mg/L de Cr (VI) a pH de 2 durante 24
horas. A) Desaparicion de Cr (VI), determinada mediante el método de la difenilcarbazida. B)
Remocién de cromo, cuantificacién por espectroscopia de absorcién atdmica (EAA). La
concentracion de Cr (lll) se calculé a partir de la diferencia entre el Cr (VI) y el Cr total. ND: no
detectable. El andlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via con una comparacion
multiple de Tukey. Las diferentes letras indican diferencias significativas con un p<0,05. El
experimento se realizé por sextuplicado. BBM-Fe: medio de cultivo sin células.

Tabla 3.7. Peso seco y capacidad de remocién (g) de las cepas WT y CRS. Para la determinacién de
la capacidad de remocidn cultivos de una densidad de 2,4 x 107 células/mL fueron expuestos a 100
mg/L de Cr (VI) a pH de 2 durante 24 horas. El analisis estadistico se realizé para cada parametro
mediante una prueba t de Student para muestras desapareadas. Las diferentes letras indican
diferencias significativas con un p<0,05. El experimento se realizé por sextuplicado.

Peso seco (g/L) Capacidad de remocidn (q) (mg Cr total/g biomasa)
Muestra Promedio SD Promedio SD
WT 0,46° 0,00 71,25° 1,14
CRS 0,43° 0,01 71,62° 5,58

Por ultimo, se realizé un andlisis de FTIR para estudiar la interaccion del Cr (VI) con
los grupos funcionales presentes en la pared celular durante los ensayos de remocién. En
este caso, cultivos de una densidad celular de 2,4 x 10 células/mL fueron expuestos a 100

mg/L de Cr (VI) a dos pHs diferentes (6,8 y 2). En los Figura 3.44 se puede observar que
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una remocion similar de cromo se correlaciond con espectros equivalentes en los dos
experimentos. Esto sugiere que los grupos funciones de ambas cepas en condiciones

experimentales de alta densidad celular y alta concentraciéon del metal, responden de

forma muy similar.
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Figura 3.44. Efecto del cromo en la pared celular: Espectros del FTIR de los cultivos de WT y CRS
luego de ser expuestos a 100 mg/L de Cr (VI) a pH de 6,8 durante 10 dias (A) y a pH de 2 durante
24 horas (B). Las bandas asignadas fueron las siguientes: 1740 cm™ v(C=0) esteres de los lipidos,
amida | ~1650 cm™ v(C=0) y amida Il <1540 cm™8(N—H) corresponden a proteinas, ~1455 cm™8,(-
CH-,/-CH-3), 1370-1398 cm™ &,(-CH-,/-CH-3)v,(CO0’), 1240 cm™ vP=0 de los fosfodiesteres de los
acidos nucleicos, 1200-950 cm™ corresponden a la valencia y a la deformacién de los anillos de los
sacaridos (C-O, C-C, CH,0H), especificamente 1150 cm™ forma el estiramiento asimétrico de la
unioén glicosidica v.(C-0-C), ~1050 cm™ y ~-1020 cm™ asignado a las vibraciones de C-3-0-3-H y C-6-
H,-0-6-H. La intensidad de los picos esta expresada en unidades relativas. Cada espectro es el
promedio de 3 pseudoréplicas y cada ensayo de FTIR fue realizado por triplicado.
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4. DISCUSION

4.1 Generacidn de la cepa resistente: efectos del cromo en el crecimiento y en la

morfologia

Numerosos metales, como el cromo, tienen efectos toxicos en los organismos. Una
manera de determinar dicha toxicidad es mediante el indice CI50. Este indice se define
como la concentracion del metal que reduce la tasa de crecimiento especifica de la
poblacién en un 50% en un periodo corto de tiempo, generalmente 72 hs o 96 hs.
Asimismo, la CI50 permite comparar la toxicidad de un metal entre diferentes especies de
microalgas o de diferentes metales en una misma especie. En este trabajo se obtuvo una
CI50-72hs para S. dimorphus (WT) de 1,80 mg/L de Cr (VI). En Pseudokirchneriella
subcapitata y Dictyosphaerium chlorelloides, ambas algas clorofitas al igual que S.
dimorphus, se han reportado CI50 similares a la determinada en esta Tesis, siendo estas
de 1,04 y 1,64 mg/L de Cr (VI), respectivamente (Giloni-Lima et al., 2010; Sanchez-Fortun
et al., 2009). Adicionalmente, en estudios con dos cepas de Scenedesmus que fueron
expuestas a Pb (Il), Hg (ll), As (lll) y As (IV) se obtuvieron CI50 de 7,2 mg/L; 0,42 mg/L;
196,5 mg/Ly 7,5 mg/L, respectivamente (Bahar et al., 2013; Wan Omar et al., 2017). Por lo
tanto, si comparamos estos indices con el determinado para S. dimorphus, y haciendo la
salvedad de posibles diferencias entre especies o cepas del mismo género, se podria
concluir que la toxicidad de los metales para algas del género Scenedesmus seria en orden

decreciente Hg (II) > Cr (VI) > Pb (ll) > As (VI) > As (lIl).

Para el desarrollo de una tecnologia de biorremediacién de metales que utilice
microalgas, resulta fundamental la comprension del proceso, es decir obtener una
caracterizacidon de los efectos tdxicos provocados por el metal y los mecanismos de
resistencia de las microalgas. En este contexto, se generd una cepa resistente de S.
dimorphus mediante la exposicion controlada a Cr (VI) durante 95 dias (cepa CRS) y en

simultdneo se mantuvo otro cultivo sin el metal (cepa WT). Inicialmente, la determinacion
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de la CI50 para la cepa S. dimorphus nos permitié seleccionar una concentracion de Cr (VI)

para la generacién de la cepa resistente.

De esta manera, la eleccién de la concentracién de Cr (VI) para el tratamiento, 1,3
mg/L, fue equivalente a la utilizada por el grupo de Corradi et al. (1995) para la generacién
de la cepa resistente a dicho metal (Corradi, Gorbi, Ricci, et al., 1995). Por otro lado, el
periodo del experimento (95 dias) es similar al reportado por Corradi (1995) y Pereira
(2013), en los que generaron cepas resistentes de Scenedesmus acutus y D. chlorelloides a
Cr (V1) y a Cr (Ill), respectivamente, siendo en ambos casos ensayos de 90 dias de duracion

(Corradi, Gorbi, Ricci, et al., 1995; M. Pereira et al., 2013).

La resistencia de la cepa CRS fue evaluada en funcién del crecimiento mediante la
exposicidén a 3 concentraciones de Cr (VI) durante 120 hs. Los resultados demostraron que
el efecto del cromo es dosis-dependiente y, que la toxicidad del metal se incrementa
conforme aumenta su concentracién. Asimismo, la tasa de crecimiento y el tiempo de
duplicacién de CRS no se ven modificados por la presencia del metal, mientras que en la
cepa WT ambos parametros son afectados por el Cr (VI). Adicionalmente, si bien una dosis
de 2,6 mg/L de Cr (VI) provoco una disminucidon de la proliferacién en CRS, en la cepa WT
tuvo un efecto citoestatico, inhibiendo completamente su reproduccién. De la misma
manera, el andlisis de viabilidad demostré que la tasa de mortalidad de la cepa CRS no se
vio afectada por la exposicion a 2,6 mg/L de Cr (VI), mientras que en la cepa WT ésta fue
de un 13,51%. Estos resultados estdn en concordancia con lo reportado por Corradi et al.
(1995) donde se compard el efecto del Cr (VI) en una cepa de S. acutus con su respectivo
control, cepa WT, y se observé que la cepa resistente puede crecer con concentraciones

del metal que son letales para la cepa WT (Corradi, Gorbi, Ricci, et al., 1995).

Diferentes estudios demuestran que la resistencia adquirida tiene una base
genética y que esos mecanismos se mantienen en el tiempo (Corradi, Gorbi, Ricci, et al.,
1995; D’ors et al., 2010; Pereira et al., 2013; Sanchez-Fortun et al., 2009). En el trabajo de
Corradi et al. (1995) se generd una cepa de S. acutus resistente a Cr (VI) en un periodo de

3 meses y se comprobd que la resistencia se mantuvo en la descendencia (Corradi, Gorbi,
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Ricci, et al., 1995). Adicionalmente, dicha cepa fue utilizada a lo largo del tiempo en
estudios posteriores del grupo de investigacion (Cozza et al., 2016; Gorbi et al., 2006;
Marieschi et al., 2015; Sardella et al., 2019). Incluso, en un trabajo reciente realizado en
dicha cepa de S. acutus resistente a Cr (VI), se demostré el rol de los mecanismos
epigenéticos en el desarrollo y mantenimiento trans-generacional de la tolerancia
adquirida al metal (Ferrari et al., 2020). De forma similar, en otros trabajos en los cuales se
utilizé una cepa de D. chlorelloides resistente a Cr (lll) y a Cr (VI), los autores concluyeron
que la resistencia adquirida podria deberse a mutaciones ocurridas al azar y que ademas
éstas son especificas al estado oxidativo del cromo, ya que la sensibilidad al Cr (lll) y al Cr
(V1) resultd ser diferente en cada cepa (D’ors et al., 2010; Pereira et al., 2013; Sanchez-
Fortun et al., 2009). En concordancia con lo reportado, en esta Tesis la cepa CRS demostré
un comportamiento robusto y consistente a lo largo de los anos desde que fue generada
en junio del 2017. Si bien la preservacién de CRS es en ausencia del metal; no obstante, al
ser expuesta al Cr (VI) siempre mostré un comportamiento consistente permitiendo la

reproducibilidad de los resultados a lo largo del tiempo.

Una vez que se evalud la resistencia de la cepa CRS, se estudiaron los efectos del Cr
(VI) en la morfologia de los cultivos y en la celular. Se observé que el metal produjo
cambios en el tamafio y forma celular, las células aumentaron de tamarfio y se deformaron
redondedndose. Ademas, se pudo apreciar la presencia de numerosas vacuolas y vesiculas
cloroplasticas. En cuanto a los cultivos, los cenobios se desarmaron quedando las células
individuales. Asimismo, se observaron colonias hijas y células “fantasmas”, siendo ambos
indicios de division celular. En esta Tesis, estos cambios fueron mas drasticos en la cepa
WT, mientras que la cepa CRS mostré un menor grado de modificacién, manteniendo una
forma mas similar a la tipica de la especie. En concordancia con estos resultados, estudios
previos en microalgas demostraron que el Cr (VI) produce cambios morfoldgicos, como el
engrosamiento de la pared celular o el aumento en el nimero de vacuolas, entre otros
(Corradi, Gorbi, & Bassi, 1995; Cozza et al., 2016; Pereira et al., 2013; Volland et al., 2012).
Incluso, en el trabajo de Corradi et al. (1995) se reportd que la exposicién a Cr (VI) induce

la reproduccién sexual de S. acutus (Corradi, Gorbi, & Bassi, 1995). Cabe destacar que el
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aumento del tamafio celular acompafado de la presencia de colonias hijas en distintas
fases de la mitosis es un indicio de que el metal generaria un arresto celular, ya que las
células no pueden completar el ciclo de division celular. Esto mismo se observd en dos
trabajos, uno con Micrasterias denticulata y otro con S. acutus, y ambos concluyen que el
Cr (V1) produce la inhibicién de la divisién celular (Cozza et al., 2016; Volland et al., 2012).
Todos estos resultados evidencian que el cromo posee efectos deletéreos importantes

sobre la estructura y divisién celular en algas.

Otra de las observaciones asociadas a los tratamientos con Cr (VI) fue la
proliferacion de vesiculas autofagicas, particularmente en la cepa WT. La autofagia es un
proceso en el que productos de desecho son almacenados en vesiculas que luego son
incorporadas en vacuolas, y donde los componentes téxicos son degradados y los
nutrientes esenciales son reciclados para un uso posterior (Bassham & Crespo, 2014;
Heredia-Martinez et al., 2018; Pérez-Pérez et al., 2017). Bajo condiciones normales, las
células tienen un nivel basal de autofagia; no obstante, en condiciones de estrés, este
proceso de degradacion de productos tdéxicos o dafiados aumenta para mantener la
homeostasis celular (Heredia-Martinez et al., 2018; Pérez-Pérez et al., 2017). La autofagia
se ha descripto previamente en plantas y ha sido asociada a diferentes tipos de estrés
como la privacién de nutrientes y el dafio fotooxidativo, entre otros (Heredia-Martinez et
al., 2018; Pérez-Pérez et al., 2012). Adicionalmente, este proceso ha sido muy estudiado
en microalgas como Chlamydomonas reinhardtii y Chlorella sp. y también en estos
organismos esta relacionado con diferentes condiciones que generan estrés, como el
estrés oxidativo, la privacién de nutrientes, el dafio fotooxidativo, la exposicién a elevadas
irradiancias y la toxicidad de determinados metales, entre otros (Heredia-Martinez et al.,
2018; Jiang et al., 2012; Pérez-Pérez et al., 2017; Pérez-Pérez et al., 2012). Por ultimo, y en
concordancia con los resultados de este trabajo, se ha reportado que la exposicién de
Scenedesmus sp. a diferentes metales como el Al y el Pb provocd un incremento en el
numero de vacuolas autofagicas (Ameri et al., 2020; Sicko-Goad & Lazinsky, 1983, 1986).
Estos resultados permiten concluir que la autofagia es una respuesta comun en

organismos fotosintéticos ante la exposicion a metales.
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4.2 Efectos del Fe en la reduccién del Cr (VI)

Previo a comenzar los experimentos para estudiar los efectos del Cr (VI) en la
fisiologia de las cepas WT y CRS, se comprobd la estabilidad del metal en el medio de
cultivo BBM en un periodo de 72 hs. Se determiné que gran parte del Cr (VI) inicial se
redujo a Cr (Ill) por su interaccion con el Fe presente en el medio de cultivo BBM (1,79 x
10 M de Fe). Por esta razén, se decidié utilizar para los experimentos una concentracion
de Fe 4 veces menor que la del medio BBM (BBM-Fe: 4,48 x 10°® M de Fe) para minimizar
la reduccion del Cr (V1) y asi evitar que se subestimen sus efectos toxicos sobre las células.
Kim et al. (2002) demostré que la presencia de Fe en forma de iones ferrosos producia una
rapida reduccién del Cr (VI) a Cr (lll) y que, como consecuencia, esto provocaba una
disminucion de la toxicidad del Cr (VI) (Kim et al., 2002). En esta Tesis, la permanencia del
Cr (VI) como tal fue afectada por el Fe presente en el medio BBM. La reduccién del Cr (VI)
cuando se encuentra como CrO,* y es mediada por el Fe ocurre segun la siguiente

reaccion (James et al., 1997; Kim et al., 2002):
6Fe?* + 2Cr0%~ + 13H,0 — 6Fe(OH); + Cr,05 + 8H™ (E.4.1)

En esta Tesis, ademads, se comprobé que el medio reducido en Fe (BBM-Fe)
provoco una disminucion en el crecimiento de las cepas WT y CRS. Sin embargo, se decidid
utilizar este medio para los ensayos, con el objeto de garantizar que las células estuviesen
expuestas a la concentracién deseada de Cr (VI) durante todo el periodo del experimento,
en lugar de a una mezcla de Cr (V1) y Cr (lll) que fuese dificil de predecir y de determinar.
El efecto de la disminucidon en la concentracidon de Fe asociada a la proliferacion de las
microalgas ha sido ampliamente estudiado (Abd El Baky et al., 2012; Ruangsomboon et al.,
2013). Asimismo, muchos medios de cultivo utilizados para el crecimiento de microalgas
tienen concentraciones de Fe similares o menores a la del BBM-Fe (Andersen, 2005),

algunos de los cuales se pueden apreciar en la siguiente tabla (Tabla 4.1):
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Tabla 4.1. Concentracién de Fe (M) en distintos medios de cultivos para microalgas

reportado por Andersen (2005) (Andersen, 2005).

Medio de cultivo Concentracion de Fe Proporcidn Fe del BBM-Fe/Fe del
(M) medio (X)
BBM-Fe 4,48 x 10°® 1,0
BG-11 modificado 3,00x 10° 6,7
Bold (Bold’s Basal Medium: BBM) 1,79 x 10° 4,0
C modificado 2,15 x 10° 0,5
CA modificado 1,00 x 10° 0,2
Chu #10 4,93x10° 1,1
Half-Strength Chu #10 2,47 x 10° 0,6
COMBO 3,70x 10°® 0,8
Fraquil 4,51x10” 0,1
WC 1,17 x 10 2,6
Bristol 0 0,0

4.3 Efectos del cromo en la fisiologia y mecanismos de detoxificacion de las cepas

wild type (WT) y resistente (CRS)

Como se menciond previamente en la seccién 1.5, se ha reportado que el Cr (VI)
provoca numerosos efectos adversos en las microalgas, como ejemplo se destaca que
induce la generacién de ROS y que afecta el cloroplasto y a la sintesis de pigmentos. Por
esta razon, se evalud el efecto del Cr (VI) en la fisiologia de las cepas WT y CRS y en la
sensibilidad de cada una de ellas al metal. Adicionalmente, se estudiaron algunos de los

mecanismos que tienen estas cepas para lidiar con y/o evitar la toxicidad del Cr (VI).

4.3.1 Efecto del Cr (VI) en la generacion de estrés oxidativo

Se estudidé la generacion de estrés oxidativo provocada por la exposicion de las
cepas WT y CRS a Cr (VI) mediante la determinacién de la concentracion de ROS. Se
comprobd que la cepa WT presentd un incremento de un 50% en la produccién de ROS
cuando fue tratada con el metal, mientras que la cepa CRS mantuvo los niveles basales de
ROS ante la presencia de Cr (VI). Estos resultados son consistentes con lo observado en
numerosos trabajos, que reportaron un aumento de ROS en algas y en plantas asociado a

la exposicién a Cr (VI) (Gorbi et al., 2006; Joutey et al., 2015; Kovacik et al., 2015; Pinto et
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al., 2003; Rai et al., 2013; Volland et al.,, 2012). Adicionalmente, el Cr (VI) afecta
directamente al fotosistema Il al inhibir la cadena transportadora de electrones, lo que
promueve un aumento en la concentracién del anidn superéxido en el cloroplasto (Ali et
al., 2008; Perreault et al., 2009; Rai et al., 2013; Volland et al., 2012). Por lo tanto, el hecho
de que la cepa CRS no haya aumentado la concentracién de ROS durante el tratamiento
con Cr (VI) sugiere que posee mecanismos de detoxificacién para lidiar con el estrés
oxidativo provocado por el metal o que evita la generacién excesiva de ROS. En
concordancia con lo expuesto previamente, el estrés oxidativo activa los mecanismos de
autofagia ya que las células necesitan degradar las moléculas dafiadas por el incremento
en la concentracion de ROS (Bassham & Crespo, 2014; Pérez-Pérez et al., 2017; Pérez-
Pérez et al., 2012). En la seccidén 4.1 se menciond la presencia de vesiculas autofagicas
asociadas al tratamiento con Cr (VI), particularmente en la cepa WT, que podria estar
relacionado a un proceso de autofagia desencadenado por el estrés oxidativo. Por lo
descripto previamente, se puede afirmar que la cepa CRS presenta niveles basales de ROS,
es decir similares al control, ante la exposicién a Cr (VI) y que esto le confiere una mayor

resistencia al metal en comparacién con la cepa WT.

Para discernir si la mitigacién del estrés oxidativo generado por la exposicién a Cr
(V1) ocurria a través de mecanismos enzimaticos o no enzimaticos se determind la
actividad de la enzima catalasa (CAT). La CAT es una enzima que juega un papel muy
importante en el sistema de detoxificacién de plantas y microalgas ya que degrada el H,0,,
producto de la superéxido dismutasa (SOD), enzima que convierte rapidamente el anién
superoéxido a H,0; (Rai et al., 2013). En el caso de las cepas WT y CRS no se observaron
diferencias en la actividad de la CAT luego de un tratamiento de 120 hs con el metal. Estos
resultados son consistentes con lo reportado para M. denticulata, la cual no presentd un
cambio en la actividad enzimatica luego de ser expuesta al Cr (VI) (Volland et al., 2012).
Contrariamente, otros trabajos reportaron en Scenedesmus quadricauda y en Chlorella
vulgaris un aumento en la actividad enzimatica de la catalasa luego de un tratamiento con
Cr (VI) durante 24 y 120 hs, respectivamente (Kovacik et al., 2015; Rai et al., 2013). Los

resultados obtenidos con las cepas de S. dimorphus de este trabajo (WT y CRS), en
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conjunto con los resultados obtenidos de los estudios realizados en M. denticulata y S.
quadricauda, sugieren que la actividad CAT cuando las algas son expuestas a Cr (VI) es
dependiente de la especie y de las condiciones particulares de cada ensayo, como la

concentracion y el tiempo de exposicién al metal.

Finalmente, al analizar en conjunto los resultados obtenidos en esta seccidn
(4.3.1), se puede concluir que la mitigacién del estrés oxidativo en la cepa CRS al ser
tratada con Cr (VI) se debe principalmente a algun tipo de mecanismo no enzimatico,
aunque no se puede descartar que otra/s enzima/s no evaluadas en esta Tesis tenga/n un
rol en el desarrollo de resistencia. En linea con la hipdtesis de una resistencia no
enzimdatica, numerosos estudios reportan que la sintesis de compuestos como tioles no
peptidicos, glutation o cisteina (Gorbi et al., 2006; Kovacik et al., 2014; Volland et al.,
2012), asi como también fenoles (Kovacik et al., 2010, 2015), son en algunos casos el

principal mecanismo para lidiar con el estrés generado por el Cr (VI).

4.3.2 Efecto del Cr (V1) en la acumulacion de lipidos

Numerosos estudios demuestran que diferentes tipos de estrés, como la privacién
de nutrientes, la exposicidn a irradiancias elevadas, el estrés salino y el estrés oxidativo
entre otros, provocan un aumento en la acumulacidn de lipidos en microalgas (Pancha et
al., 2015; Yilancioglu et al., 2014; Zalogin & Pick, 2014; Zhang et al., 2019). En esta Tesis, se
observé que, ante la exposicion a Cr (VI), la cepa WT mostré un incremento en el
contenido de lipidos, mientras que la cepa CRS mantuvo los niveles basales presentes en
el control. Estos resultados son consistentes con el hecho de que la cepa WT tratada con
el metal muestra un aumento del 50 % en la concentracién de ROS, lo que sugiere una
relacién entre el estrés oxidativo producido por el Cr (VI) y el incremento en la
concentracion de lipidos. Una relacion de ese tipo ha sido reportada previamente en
microalgas (Pancha et al., 2015; Yilancioglu et al., 2014; Zhang et al., 2019). Por ejemplo,
en un estudio realizado en una cepa de Scenedesmus sp. se comprobd que el aumento de
ROS, inducido por estrés salino, provocd un incremento en la sintesis de lipidos (Pancha et

al., 2015). Adicionalmente, en el trabajo de Yilancioglu et al. (2014) se demostrd que en

120



Dunalliella salina el estrés generado por privacidon de nitrégeno y por la exposicion a H,0,,
ambos tratamientos inductores de la producciéon de ROS, produjeron un aumento de

lipidos (Yilancioglu et al., 2014).

En lo que respecta al efecto de los metales en la acumulacion de lipidos hay muy
pocos estudios realizados en microalgas, pero en algunos de ellos se demostrd que habria
una relacién entre el tratamiento con diferentes metales y el incremento en la
acumulacién de lipidos (Zhao et al., 2019). En Chorella minutissima, en Nannochloropsis
sp. y en Monoraphidium sp. se observd que el tratamiento con Cu, Cd y As (lIl) indujo un
incremento en el contenido de lipidos (Upadhyay et al., 2016; Yang et al., 2015; Zhao et
al., 2019). Sin embargo, cabe destacar que sélo en el trabajo realizado en Nannochloropsis
sp. el aumento de los lipidos provocado por los metales fue asociado al estrés oxidativo
causado por los mismos. Los resultados de esta Tesis estdn en concordancia con lo
reportado previamente. Si bien no podemos descartar un efecto directo del Cr (VI) sobre
los lipidos, el aumento de ROS en la cepa WT tratada con el metal sugiere que, en
nuestras condiciones experimentales, el aumento de lipidos podria ocurrir como
consecuencia del estrés oxidativo provocado por el metal. Ademads, nuestros resultados
sugieren que, a diferencia de la cepa WT, la cepa CRS tiene mecanismos para mitigar el
estrés oxidativo producido por el Cr (VI) y, de esta manera indirecta, evitar un aumento en

la sintesis de lipidos desencadenado por dicho estrés.

El efecto de las ROS sobre la sintesis de lipidos, particularmente triglicéridos
(TAGs), esta bien documentada (Chouhan et al., 2020; Pancha et al., 2015; Shi et al., 2020;
Yilancioglu et al., 2014). En el cloroplasto, cualquier alteracion del balance entre el poder
reductor generado por los fotosistemas y la fijacion de carbono provoca un incremento de
ROS. En esta situacion, los equivalentes redox deben ser almacenados en moléculas
estables e inofensivas para la célula, de modo de limitar el dafio que pueden provocar los
ROS. Si bien el almiddn es una de las moléculas generadas, existe el consenso de que los
TAGs son la principal molécula que se acumula en estas condiciones. La sintesis de acidos
grasos consume mucho poder reductor y, como consecuencia, la molécula de TAG
(principal lipido de reserva de las algas verdes) posee mas equivalentes redox que los
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hidratos de carbono o las proteinas. En esta Tesis, debido al estrés oxidativo provocado
por la exposicidn al Cr (VI) en la cepa WT, el exceso de equivalentes redox y el carbono

podrian ser almacenados como TAGs.

4.3.3 Efectos del Cr (VI) en el cloroplasto: Pigmentos fotosintéticos y

fotoprotectores

El cloroplasto es una de las organelas en donde se han reportado ampliamente los
efectos del Cr (VI) en microalgas (Ali et al., 2008; Perreault et al., 2009; Rai et al., 2013;
Rodriguez et al., 2007; Volland et al., 2012). Con el propdsito de evaluar si existian
diferencias en esta organela entre las cepas WT y CRS tratadas con Cr (VI), se realizaron
dos analisis complementarios. Por un lado, el analisis de la absorciéon de la luz por el
material particulado, el cual permite la observacién in vivo de las células y el efecto sobre
cloroplastos intactos. Por otra parte, la extraccion, que permite observar efectos sobre el
contenido de pigmentos. En esta Tesis, en ambos tipos de analisis se observaron cambios
similares en los picos de pigmentos fotosintéticos. Esto sugiere que, en nuestras
condiciones experimentales, los efectos principales del Cr (VI) se producen sobre el
contenido de pigmentos y no sobre su distribucién o empaquetamiento dentro del
cloroplasto. Al analizar los espectros crudos, se observd una disminucién de los pigmentos
cuando las cepas fueron expuestas al metal. No obstante, al normalizar los espectros al
pico rojo de clorofila a (665 nm), quedd en evidencia un aumento en los pigmentos
accesorios (carotenoides) en los cultivos de ambas cepas tratados con Cr (VI). En estudios
realizados en M. denticulata y en C. reinhardtii se observé mediante microscopia que el Cr
(VI) produjo el deterioro en la estructura del cloroplasto (Rodriguez et al., 2007; Volland et
al., 2012). Adicionalmente, se ha demostrado que el Cr (VI) en C. reinhardtii y en Chlorella
spp. provocd una disminucidon en la concentracidon de clorofila y también produjo un
aumento relativo de carotenoides como el B-caroteno y las xantofilas (Ali et al., 2008;
Horcsik et al., 2006; Perreault et al., 2009; Rai et al., 2013; Rodriguez et al., 2007). Por lo
tanto, los resultados de esta Tesis son consistentes con estudios previos sobre el efecto

del Cr (V1) en los pigmentos del cloroplasto de las microalgas.
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En la condicion de luz mas elevada (Higher Light) y tratamiento con el metal, la cepa CRS
mostrd un incremento mas pronunciado en los carotenoides en presencia del metal que la
cepa WT, en los espectros normalizados a la clorofila a (665 nm). Cabe destacar que en
esta Tesis se pudieron diferenciar claramente 3 picos con maximos en 417 nm, 437 nmy
470 nm; y que se los puede adjudicar a la violaxantina (Amsx: 415 nm, 436 nm, 466 nm), al
B-caroteno (Amax: 470 nm) y a la feofitina a (Amsx: 417 nm). Por lo tanto, estos resultados
sugieren que la cepa CRS es mas eficiente en la acumulacién de carotenoides que actian
como compuestos antioxidantes para asi mitigar el estrés oxidativo provocado por el Cr
(V1), lo que le confiere una clara ventaja adaptativa por sobre la cepa WT. En este sentido,
es importante recordar que los carotenoides cumplen dos funciones, una es la de ampliar
el rango de absorcidn de la radiacién fotosintéticamente activa (PAR, segun sus siglas en
inglés) y la otra es la mitigacidn del estrés fotooxidativo (Juarez et al., 2008; Perreault et
al., 2009; Rodriguez et al.,, 2007). Evidentemente, en esta Tesis, el aumento en el
contenido de carotenoides se debe a la funcion de estos como mecanismo de

detoxificacidon de las células algales.

Por otro lado, en el espectro normalizado a clorofila a (Figura 3.30 B) hay un
aumento en el pico de 417 nm en los espectros de la cepa WT que puede deberse tanto a
la violaxantina como a la feofitina a, debido a que sus espectros de absorcién tienen un
pico maximo a esa longitud de onda. No obstante, se ha reportado que el Cr (VI) induce la
feofitinizacidon de la clorofila a, es decir que la clorofila a pierde el dtomo central de
magnesio inhibiendo su funcién como pigmento fotosintético (Juarez et al., 2008;
Rodriguez et al., 2007). Por lo expuesto anteriormente y teniendo en cuenta que los otros
picos de la violaxantina (436 nm, 466 nm) no aumentan en los mismos espectros, en esta
Tesis se sugiere que el aumento en el pico de 417 nm de la cepa WT expuesta a Cr (VI) se
debe a la feofitina a y no al pico de 415 nm de la violaxantina. Este resultado es
consistente con que macroscépicamente el cultivo de WT expuesto a Cr (VI) presentd una
pérdida de la coloracién, el cual es un indicio de degradacion de la clorofila y refleja

feofitinizacion.
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Por ultimo, en la condicidn de luz baja (Lower Light) los resultados mostraron que
en la cepa CRS, al ser expuesta al Cr (VI) hubo una disminucién de intensidad en todo el
espectro. Por el contrario, en la cepa WT tratada con el metal el contenido de
carotenoides fue similar a su respectivo control, aunque el espectro fue menor en la zona
de 600-700 nm. Cuando los espectros fueron normalizados al pico de clorofila a (665 nm),
el espectro de la cepa WT + Cr mostré un incremento relativo en los carotenoides, y en
este caso la cepa CRS + Cr presentd un espectro similar al de su linea de base. No
obstante, a pesar de que la cepa WT en la condicién de luz baja (Lower Light) aumento la
acumulacién de pigmentos accesorios, no le fue suficiente para mitigar los efectos
adversos producidos por el Cr (VI), ya que no pudo reproducirse, mientras que el
crecimiento de la cepa CRS no se vio afectado. Por lo tanto, estos resultados sugieren que
el comportamiento de los pigmentos fotoprotectores depende de las condiciones de
cultivo. Como el aumento en el contenido de pigmentos podria explicar la mayor
tolerancia al Cr (VI) de la cepa CRS en luz alta pero no explicaria por qué no pudo conferir
tolerancia al metal en la cepa WT en luz baja, creemos que la acumulacién de dichos
pigmentos es una respuesta mas, que puede contribuir en ciertas condiciones, pero que
no seria suficiente para otorgar resistencia. Esto sugiere que la cepa CRS tiene
mecanismos adicionales para evitar la toxicidad del metal y que su resistencia al Cr (VI) no

estd basada principalmente en la sintesis de carotenoides.

Asimismo, hay que considerar que el fotodafio aumenta con el incremento de la
intensidad de luz (Baroli & Melis, 1996; Niyogi, 1999), con lo cual también podria haber un
efecto combinado entre el estrés producido por la luz y el provocado por el Cr (VI). HL es
una condicion similar a la utilizada para generar la cepa CRS y, por ende, dicha cepa ha
evolucionado durante todo el periodo de generacién para responder al estrés provocado
por el Cr (VI) en esas condiciones. Parte de dicha respuesta podria ser la acumulacion de
pigmentos protectores. En LL, el estrés foto-oxidativo es menor, con lo que se espera que
la respuesta celular necesaria para tolerar la toxicidad del metal sea menor. En esta

condicidn, se propone que la cepa CRS, adaptada a una condicién mds severa, se
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comporta basicamente como su control sin Cr (VI), ya que crece normalmente sin

necesidad de que se modifique el contenido de pigmentos protectores.

4.3.4 Efecto protector de los exudados

Uno de los mecanismos de defensa de las microalgas para evitar la toxicidad de los
metales es la secrecion de compuestos que puedan formar complejos con ellos,
provocando la disminucién en su biodisponibilidad (Corradi et al., 1998; Gorbi et al., 2004;
Koukal et al., 2007; Paquet et al., 2015). En esta Tesis se evalud el efecto de los exudados
de las cepas WT y CRS generados por la exposicién al Cr (VI). En el caso del exudado de la
cepa WT, el mismo demostrd ser citotoxico tanto para si misma como para la cepa CRS, ya
que inhibid el crecimiento de ambas. Contrariamente, el exudado de la cepa CRS tuvo un
efecto protector en la cepa WT tratada con el metal, lo que sugiere que la cepa CRS libera
algun compuesto o compuestos organicos que contribuye/n con la mitigacion del efecto
téxico del cromo. En estudios realizados en S. acutus, se reportd que los exudados
secretados por esta microalga, al ser expuesta a Cr (VI), le permitieron contrarrestar la
inhibicién del crecimiento provocada por el tratamiento con el metal (Corradi et al., 1998;
Gorbi et al., 2004). Adicionalmente, en estos trabajos se compard el efecto de dos
exudados de S. acutus, uno de la cepa tolerante a Cr (VI) y otro de la cepa salvaje. Lo que
observaron fue que el exudado de la cepa tolerante le confirié una mayor proteccidon que
el secretado por la cepa WT (Corradi et al., 1998; Gorbi et al., 2004), siendo estos
resultados consistentes con lo reportado en esta Tesis. Asimismo, Koukal et al. (2007) y
Paquet et al. (2015) demostraron que la secrecion de compuestos organicos por parte de
la microalga P. subcapitata generé una disminucién en la toxicidad provocada por el Cd, el
Cu, el Pby el Zn (Koukal et al., 2007; Paquet et al., 2015). Aunque la caracterizacion de los
exudados no estuvo incluida dentro de los objetivos de esta Tesis, nos enfocaremos en

ella en el futuro.

La liberacién de compuestos téxicos por parte de la cepa WT sugiere que el estrés
generado por el Cr (VI) en la misma es considerable, ya que las células secretan dichos

compuestos, probablemente como respuesta para reducir su toxicidad en el interior
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celular. Ademads, la secrecidon de dichos compuestos puede ser consecuencia del nivel
avanzado de autofagia. Por el contrario, en esta Tesis se sugiere que la liberacion de
compuestos protectores por parte de la cepa CRS es indicativo de que el estrés
intracelular debido al Cr (VI) es bajo o nulo, y que las células secretan dichos compuestos
como parte de la resistencia genética adquirida, como respuesta para reducir la toxicidad

del metal antes de que ingrese o afecte al interior celular.

4.4 Interaccion del cromo con la pared celular y remocion del metal

La primera barrera con la que se enfrentan los metales es la pared celular de las
microalgas. Por lo tanto, resulta fundamental comprender cémo interactuia el Cr (VI) con
las macromoléculas que conforman la pared celular. Cabe destacar que durante los
ensayos de toxicidad se observd que en las condiciones experimentales de baja densidad
celular (1 x 10° células/mL), pH de 6,8 y 1,95 mg/L de Cr (VI), todo el cromo permanecio en
el medio de cultivo y solamente un bajo porcentaje de éste, aproximadamente un 15%,
fue reducido a Cr (lll). Es decir, el metal no ingresé al interior celular y por lo tanto los
efectos que provocd en las células y los mecanismos que se activaron para mitigar la

toxicidad del Cr (VI) se debieron principalmente a su interaccién con la pared celular.

4.4.1 Efecto del Cr (VI) en la pared celular

Las macromoléculas que constituyen la pared celular interactian con los metales
en solucién, por lo que el FTIR es un analisis que nos permiti®6 monitorear el
comportamiento e interaccion entre las células y los metales. Cabe mencionar que si bien
la pared es la primera estructura celular con la que se encuentran los metales, y siempre
se piensa de manera cldsica como una barrera, esta no resulta inerte y los componentes
gue la constituyen reaccionan e interactian con el ambiente extracelular. Por otra parte
es de esperar que lo cambios producidos por esta interaccion en la pared celular se vean
reflejados en el interior celular. En ausencia de Cr (VI), el andlisis de FTIR evidencié
espectros similares para las cepas WT y CRS, asi como patrones equivalentes a los

descriptos previamente para otras microalgas (Giordano et al., 2001; Heraud et al., 2007).
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Contrariamente, el tratamiento con Cr (VI) provocé una disminucién en los picos de amida
| y Il, siendo esta reduccién mas pronunciada en la cepa WT. Estos resultados son
consistentes con estudios en los que se observé que el Cr (VI) provoca una disminucion en
la concentracion de proteinas (Rai et al., 1992; Vajpayee et al., 2000). Por otro lado, el
tratamiento con Cr (VI) produjo, en ambas cepas, un incremento en la intensidad de los
picos correspondientes a los carboxilatos y a los polisacaridos. Este aumento en el pico de
carboxilatos podria deberse a la reduccién del Cr (VI) a Cr (lll) mediada por los hidroxilos y
carbonilos presentes en los polisacdridos, lo cual ha sido reportado previamente en
microalgas (Han et al., 2007; Pagnanelli et al., 2013; Shen et al., 2013). Este proceso
también se ha demostrado en biopolimeros (Lin & Wang, 2012; Park et al., 2007, 2008). En
base a lo observado, en esta Tesis se propone que la oxidacién de dichos grupos en la
superficie celular podria desencadenar una reaccién en cadena que genera un aumento
en la concentracidon de ROS en la pared celular y que esto se traslada al interior celular.
Aunque nuestros resultados mostraron que soélo una pequeiia parte del Cr (VI) fue
reducida, el incremento en los picos correspondientes a carboxilatos fue superior en la
cepa WT. Por ende, teniendo en cuenta que las reacciones mediadas por radicales libres
se propagan de forma exponencial, se propone que la oxidacion de los polisacaridos
afecté en mayor medida a la cepa WT, ya que la cepa CRS pudo mitigar el estrés oxidativo
y/o evitar los efectos toxicos del Cr (VI) de forma mas eficiente. Esta idea estd respaldada,
como se menciona, por el aumento en la intensidad de los carboxilatos durante la
exposicion al metal, ya que la oxidacién de los hidroxilos y carbonilos de los polisacaridos
se veria reflejado de forma directa en un incremento de los carboxilatos. Futuros
experimentos seguramente arrojardn luz sobre el rol de la pared celular en la generacién

de estrés oxidativo intracelular durante la exposicién a cromo y otros metales téxicos.

Cabe hacer la salvedad de que, al observar los aumentos mencionados al
normalizar los espectros al pico de amida |, queda claro que el incremento de los
carboxilatos no se debe a dichos grupos presentes en las proteinas. Por ultimo, el
aumento en la intensidad de los polisacaridos también pueda deberse, al menos en parte,

a un incremento en la sintesis de esta macromolécula asociado a un engrosamiento de la
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pared celular, lo cual ha sido descripto previamente como uno de los efectos del Cr (VI) en

microalgas (Cozza et al., 2016; Pereira et al., 2013; Volland et al., 2012).

4.4.2 Remocion de cromo

Uno de los principales objetivos de esta Tesis fue generar una cepa resistente a Cr
(VI) para evaluar su capacidad de remocién del metal del medio en el que se encuentra,
como un cuerpo de agua o un efluente. En los ensayos en que se evalud la toxicidad del Cr
(VI) (secciones 3.4 a 3.12) se trabajoé en condiciones fisiolégicas y/o similares a la de
generaciéon de la cepa CRS, es decir, se utilizé una baja densidad celular inicial, una
concentracion del metal similar a la CI50 y un pH de 6,8. Para estudiar la remocidn del
metal, estas condiciones experimentales fueron modificadas con el fin de usar a las
microalgas como un biosorbente. Brevemente, para los ensayos de remocién se aumenté
la densidad celular y la concentracién de Cr (VI) unas 240 veces y 51 veces,
respectivamente. Ademas, se evalué la biosorcién de Cr (V1) a dos pHs diferentes, 6,8 y 2.
Es importante destacar que el comportamiento del cromo dependera principalmente de
su estado de oxidacion y del pH. En el caso del Cr (lll) a pHs mayores a 5, éste puede
unirse directamente a los grupos funcionales de la pared celular que estan cargados de
forma negativa (Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012). Por otro lado, para el Cr (VI) se
ha descripto que, a pHs superiores a 5, puede ser reducido a Cr (lll) (Han et al., 2007) y
luego adsorbido o puede ingresar directamente al interior celular a través de canales de
sulfatos (Fernandez et al., 2018; Joutey et al., 2015; Pradhan et al., 2017; Sardella et al.,
2019). Contrariamente, a pHs menores a 5, el Cr (VI) es adsorbido a los grupos funcionales
cargados positivamente o también puede ser reducido a Cr (lll), permaneciendo unido a la
pared celular, o puede ser desplazado por otros competidores nuevamente al medio de

cultivo (Pagnanelli et al., 2013; Shen et al., 2013).

En el caso del ensayo realizado a pH 6,8 las cepas WT y CRS fueron expuestas al
metal durante 10 dias y se comprobd que no hubo remocidon de cromo por ninguna de las
2 cepas. Este resultado era en parte esperable, ya que a pH de 6,8 las células presentan

una carga superficial negativa al igual que el Cr (VI) que se encuentra como Cr,0; 0 CrO4 y
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habria una repulsion electrostatica entre las algas y el metal. Expresado de otra forma, a
pHs superiores a 5, la mayoria de los sitios con propiedades acido-base de la pared celular,
como los hidroxilos, los carboxilos, y los aminos, que podrian interactuar con el metal se
encuentran cargados de forma negativa (Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012). Sin
embargo, cabe mencionar que luego de diez dias de exposicidon al metal, se observé una
reduccion de Cr (V1) a Cr (Ill) de un 16% en ambas cepas, pero sin remocién de cromo. Esto
indicaria que en las condiciones en las que se realizd el ensayo, el Cr (VI) se une a los
grupos cargados positivamente, logra ser reducido por la biomasa, segin los mecanismos
explicados anteriormente, y luego es desplazado y/ desorbido para volver al medio de

cultivo.

Por otro lado, en el ensayo realizado a pH 2, las cepas WT y CRS fueron expuestas
al Cr (VI) durante 24 hs y presentaron una remocion del metal de aproximadamente 70%.
Esta elevada eficiencia de biosorcion se debe a que en las condiciones experimentales que
se desarrollé el ensayo los grupos funcionales de la pared celular estan cargados
positivamente, pudiendo interactuar con el Cr (VI) que se mantiene en su forma anidnica
como HCrOg4, Cr,05 0 CrO,* (Han et al., 2007; Pagnanelli et al., 2013; Pradhan et al., 2019;
Yen et al., 2017). Adicionalmente, se observé que un 10% del metal que se encontraba en
el medio estaba presente como Cr (lll). Estos resultados son consistentes con estudios en
los que se demostré que, posteriormente a la adsorciéon del Cr (VI) éste puede ser
reducido a Cr (lll). En este caso, el Cr (lll) puede ser liberado nuevamente al medio de
cultivo o puede quedar adsorbido y formar complejos con los grupos funcionales que

permanecen cargados negativamente (Pagnanelli et al., 2013; Shen et al., 2013).

Por ultimo, el hecho de que ambas cepas hayan tenido comportamientos similares
en las condiciones de remocién ensayadas, indicaria que, si bien el Cr (VI) puede haber
producido cambios en la superficie celular de manera diferencial entre WT y CRS
(evidenciados por FTIR), la resistencia al metal no se habria generado en base a las

capacidades adsortivas de la misma.
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Por ultimo, la capacidad de remocidn (g) es un indice que nos permite comparar la
eficiencia de remocién de un metal en condiciones experimentales similares, pero usando
diferentes cepas de microalgas. En este trabajo se obtuvo para ambas cepas un g de 71
mg de Cr/g de biomasa seca. En estudios realizados en condiciones similares a la de este
trabajo, pH de 2 y con una concentracion inicial de Cr (VI) de 100 mg/L, se reportaron
valores de g para cepas de algas verdes Chlorella miniata, C. minutissima, Pediastrum
boryanum, Scenedesmus obliquus, C. vulgaris y C. reinhardtii que se muestran en la Tabla
4.2 (Aksu et al., 1999; Arica et al., 2005; Cetinkaya Dénmez et al., 1999; Han et al., 2007,
Ozer et al., 2012; Singh et al., 2012). Si comparamos los resultados de esta Tesis con los
obtenidos en dichos trabajos, podemos afirmar que las cepas WT y CRS de S. dimorphus
presentan, en condiciones experimentales similares, una capacidad de remocién de cromo
bastante superior a la descripta para otras especies. De esta manera, se puede considerar
a S. dimorphus como una especie de microalga muy interesante para estudios de

biorremediacién de Cr (VI).

Tabla 4.2. Capacidad de remocion (q) de Cr (VI) por diferentes especies de algas verdes.

Especie Cr inicial pH g (mg/g) | Referencia

Chlamydomonas reinhardetii 100 mg/L 2 ~11 (Arica et al., 2005)

Chlorella miniata 100 mg/L 2 ~13 (Han et al., 2007)

Chlorella minutissima 100 mg/L 2 57,33 (Singh et al., 2012)

Chlorella vulgaris 100 mg/L 2 25,6 (Aksu et al., 1999)
Scenedesmus obliquus 100 mg/L 2 15,6 (Cetinkaya Donmez et al., 1999)
Scenedesmus dimorphus 100 mg/L 2 71 Este trabajo

Pediastrum boryanum 100 mg/L 2 ~13 (Ozer et al., 2012)
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5. CONCLUSIONES

5.1 Conclusiones

Los objetivos de la presente Tesis fueron generar una cepa de S. dimorphus
resistente a Cr (VI), evaluar el efecto del Cr (VI) en ésta y estudiar los mecanismos de la
cepa para mitigar la toxicidad del metal. Adicionalmente, se propuso estudiar la capacidad
de la cepa para la remocién de Cr (VI) del medio. Por lo tanto, se abordaron estudios
desde dos puntos de vista: uno enfocado en la fisiologia de las células al ser expuestas al
metal, y otro en el que se consideré a la biomasa algal como un biosorbente. A

continuacion, se describen los principales resultados y conclusiones de esta Tesis.

Inicialmente, en el desarrollo de esta Tesis, se generd una cepa resistente (CRS), la
cual no mostré diferencias en su tasa de crecimiento cuando fue expuesta a una dosis de
cromo (VI) de 1,3 mg/L. En las mismas condiciones, la proliferacion de la cepa salvaje (WT)
se vio marcadamente afectada por el tratamiento con el metal. Por lo tanto, la generacién
de la cepa CRS tuvo un efecto directo en su capacidad para crecer en presencia de

concentraciones de Cr (VI) que fueron nocivas para la cepa WT.

En cuanto a la morfologia, el Cr (VI) provocd cambios en la forma tipica de la
especie en ambas cepas, siendo estos mas drasticos en la cepa WT. La cepa WT mostro
claros sintomas de estrés, como deformacidn, disgregacion de cenobios y signos severos
de autofagia, mientras que la cepa CRS presentd signos muy leves de autofagia, en

concordancia con una casi nula mortalidad celular.

En relacion a lo expuesto se puede concluir que mediante el protocolo utilizado se
obtuvo una cepa resistente que ademas de crecer en concentraciones de metal tdxicas

para la cepa WT logré mantener una mejor morfologia celular y de los cultivos.

En lo que respecta a la caracterizacién de las cepas, se comprobé que la cepa CRS
no mostré signos de estrés cuando fue expuesta al Cr (VI), mientras que en la cepa WT se

evidencio un incremento en la generacion de ROS y en la sintesis de lipidos. Ademas, la
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apariciéon de numerosas vesiculas cloroplasticas y vacuolas, indicios de un proceso
avanzado de autofagia, se relaciona directamente con el estrés oxidativo provocado por el
metal. Asimismo, el tratamiento con Cr (VI) indujo una disminucién en la absorcién de la
luz de las cepas WT y CRS, siendo mds pronunciada en CRS y evidencidndose a nivel de
clorofilas a y b. No obstante, la cepa CRS presentd un incremento relativo de los
carotenoides cuando fue tratada con el metal, mientras que en la cepa WT hubo indicios
de feofitinizacién de la clorofila. Estos resultados sugieren que, en la condicion de luz mas
alta evaluada, los pigmentos protectores (carotenoides) podrian contribuir a la resistencia
de la cepa CRS, mientras que la degradacién de la clorofila producida en la cepa WT
evidencia un efecto del estrés. Sin embargo, los resultados en la luz mds baja evaluada
evidencian que la respuesta de los pigmentos fotosintéticos al cromo es mds compleja que
lo anticipado y sugiere que el aumento de los carotenoides en la cepa CRS no conferiria

per se resistencia.

En relacidon a los mecanismos para evitar la toxicidad del metal ambas cepas de
Scenedesmus dimorphus (WT y CRS) excluyeron significativamente al Cr (VI) evitando su
internalizacion. Sin embargo, la cepa CRS secreté compuestos que disminuyeron la
toxicidad del metal, mientras que los compuestos secretados por la cepa WT fueron
inhibitorios para ambas cepas. Por lo tanto, al evaluar todos estos resultados en conjunto,
se concluye que la liberacion de exudados que reducen la toxicidad del metal es
probablemente uno de los mecanismos principales de resistencia al cromo de la cepa CRS.
A futuro, la caracterizacion de la composicidn del exudado permitira conocer la naturaleza

de estos compuestos.

Por otro lado, los analisis de FTIR, evaluados en simultaneo con los resultados
previos, nos permitieron presentar un modelo hipotético que explicaria como se produce
el estrés oxidativo en el interior celular, siendo que el Cr (VI) no ingresa a las células.
Nuevamente, es importante recordar que la pared celular no es inerte y que cualquier
cambio en la superficie que afecte a su estructura se deberia ver reflejado en las células.
En esta Tesis, se propuso que la reduccién del Cr (VI) a Cr (lll) estd mediada por los
polisacaridos que estdn presentes en la pared celular. Los polisacdridos son moléculas
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altamente reductoras y el Cr (VI) es un agente oxidante, con lo cual es de esperarse que la
interaccidon entre ambas moléculas se vea reflejada en el interior celular. La oxidacion de
los polisacaridos de la superficie celular es mayor en la cepa WT que en la CRS. En esta
Tesis proponemos que la oxidacién de los polisacaridos de pared produce una cascada de
ROS que se transmite desde la superficie hasta el interior celular. A pesar de que sélo una
pequefia proporcién del cromo parece seguir esta ruta, las consecuencias para la cepa WT
son severas, mientras que la cepa CRS puede mitigar sus efectos de manera mucho mas

eficiente.

Por ultimo, el principal objetivo de generar una cepa resistente a un metal es
utilizarla en procesos de biorremediacion. En este caso, no hubo biosorcién de Cr (VI) por
parte de ninguna de las dos cepas en condiciones en las que el pH fue de 6,8.
Contrariamente, se observé que un pH de 2 promovio la remocidn del metal en las cepas
WT y CRS, pero en este caso, ambas presentaron una eficiencia de biosorcidn equivalente.
Por lo tanto, aunque la resistencia mejord la performance de la cepa, esto no se vio
reflejado en un aumento de su capacidad de remocion de Cr (VI) del medio. De manera
mas general, en esta Tesis se comprobd que la generacién de cepas resistentes no
necesariamente conlleva un aumento en la eficiencia de remocién. Desde el punto de
vista energético, esto probablemente se deba a que a las células les resulta mas eficiente
evitar la toxicidad de los metales excluyéndolos al medio extracelular. Cabe recordar que
la generacién de cepas resistentes mediante una presion de seleccidn prolongada en el

tiempo es un proceso estocastico, siendo imposible predecir el resultado.

Como conclusién general, en esta Tesis se demostré que en una cepa de S.
dimorphus sometida a una exposicidon prolongada a Cr (VI) se generd resistencia a dicho
metal principalmente a través de la secrecion de sustancias que reducen la toxicidad del
mismo y respondiendo al estrés oxidativo generado por el metal, en combinacién con una
habilidad natural de la cepa original de excluir la mayor parte del metal. Como se dijo
anteriormente, debido a la elevada toxicidad del Cr (VI), probablemente sea mds seguroy
eficiente para la célula mantener al metal en el exterior celular. Esto plantea una
desafortunada consecuencia para la biorremediaciéon, ya que la tolerancia no garantiza la
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remocion del metal de una fuente contaminada. En casos como este, cuando la
biorremediacidn no puede lograrse in vivo, utilizar la biomasa como biosorbente a bajo pH

es una alternativa apropiada.

Por otra parte, como es poco probable que la estrategia de exclusién sea 100%
efectiva y, por ende, algo de cromo ingrese a la célula, es probable que este mecanismo
no sea capaz de conferir resistencia por si solo. En este contexto, la respuesta a los efectos
generales del estrés oxidativo generado por el metal que ingresa o que genera una
cascada de ROS parece ser una estrategia complementaria apropiada. En todos los
sistemas quimicos celulares (procariotas y eucariotas), muchos tipos de estimulos
estresantes confluyen en la generacién de ROS. Por ello, la respuesta al estrés oxidativo es
también un proceso eficiente para reducir los dafios, ya que constituye un mecanismo
general que la cepa puede utilizar en caso de verse expuesta en otro momento a otras
fuentes de estrés con efectos similares. En este sentido, la tolerancia a cromo en la cepa
CRS se presenta como un proceso complejo que comienza en la superficie celular e

involucra varios frentes de accién, tanto naturales como adquiridos.

En el siguiente esquema se representa el modelo propuesto en esta Tesis de la

interaccion del Cr (VI) con las cepas WT y CRS (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Modelo de la interaccion entre el Cr (V1) y las cepas WT y CRS. La primera barrera con la
que se enfrenta el Cr (V1) es la pared celular. Cuando el Cr (VI) se encuentra como hidrocromato
(HCrO,), cromato (CrO,*), o dicromato (Cr,0,%), la pared celular, que presenta carga superficial
neta negativa, ejerce fuerzas repulsivas sobre estas especies. En esta Tesis, se demostré que, a pH
fisiolégico, no se produce una internalizacion significativa del cromo del medio ni una adsorcién
del Cr (VI). Sin embargo, el Cr (VI) puede ser reducido a Cr (lll) por polisacaridos presentes en la
pared celular. Como contraparte de esta reduccion, los hidroxilos y carbonilos de los polisacéridos
se oxidan a carboxilatos. En esta Tesis se mostrd que este proceso podria ocurrir en mayor medida
en la cepa WT y se propone que la reduccién del Cr (V1) ocurrida en la superficie celular provoca
una reaccion en cadena que inicia una cascada de ROS en el interior celular. Un aumento en la
generacion de ROS provoca un aumento en el contenido de lipidos e inician un proceso de
autofagia que se ve reflejado en la degradacion del cloroplasto y en un incremento en el nimero
de vacuolas. Por otro lado, ademds puede provocar la oxidacién de lipidos polares (relacionados
con la fluidez de la membrana oxidando acidos grasos poliinsaturados (PUFAS). Una de las
respuestas que podria mitigar los efectos de los ROS es el aumento en el contenido de
carotenoides, pero en las condiciones experimentales de esta Tesis dicha respuesta no puede
explicar la resistencia de la cepa CRS ni conferir tolerancia a la cepa WT. Sin embargo, la cepa CRS
es de alguna manera capaz de reducir la generaciéon de ROS y sus efectos, evidenciado por el
contenido de lipidos y la morfologia celular. Dichas diferencias con la cepa WT, de caracter
probablemente genético como consecuencia del proceso de generacidon de la cepa, si pueden
explicar la resistencia al Cr (VI), ya que la reduccidn de la autofagia posee efectos sobre la
proliferacién celular. Ademas, la cepa CRS secreta compuestos protectores que contribuyen
considerablemente a la resistencia mediante mecanismos de detoxificacion, que pueden incluir la
quelacién y la reduccion. En esta Tesis se propone que la secrecidn de dichos exudados es también
parte de la resistencia genética generada, ya que la cepa WT secreta compuestos toxicos al ser
expuesta a Cr (VI), probablemente como respuesta para tratar de reducir su concentracion en el
interior celular.
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Finalmente, esta Tesis ha sido una contribucién al campo de la biorremediacion de
metales, ya que aporta al conocimiento sobre los mecanismos, naturales y
potencialmente adquiribles, presentes en las microalgas para mitigar los efectos téxicos
de los metales y para la remocién de los mismos. Ademas, para el Instituto de Energia y
Desarrollo Sustentable, lugar donde fue desarrollada esta Tesis, los resultados obtenidos
abren perspectivas interesantes para trabajos futuros relacionados con el tratamiento de

efluentes contaminados con metales.

5.2 Perspectivas a futuro

Durante el desarrollo de esta Tesis se han generado nuevas preguntas e hipdtesis.
Con respecto a la caracterizacion de la interaccién del Cr (VI) con las células algales,
consideramos que se requieren de mas experimentos para dilucidar completamente los
procesos que ocurren ante la exposicion al metal. Resulta fundamental una buena
comprensiéon de los mecanismos para proponer una tecnologia de biorremediacion por
microalgas. Puntualmente, en base a las conclusiones de esta Tesis, podemos decir que
seria muy relevante caracterizar los exudados de las microalgas cuando son expuestas al

metal y su capacidad para disminuir la toxicidad de los mismos.

En cuanto al proceso de remocidon de Cr (VI) usando microalgas es importante
realizar estudios en soluciones complejas que sean similares a un efluente real. De
acuerdo a esto, se deberia evaluar la biosorcion del Cr (VI) ante la presencia de otros
metales y compuestos que pudiesen estar presentes en los desechos industriales y
domeésticos. La eficiencia de remociéon de las microalgas, vivas o muertas, dependera
directamente de la especie utilizada, de las variables fisicoquimicas del efluente y de la
presencia de otros contaminantes. Estos estudios son muy relevantes debido al nivel de
degradacion del medioambiente provocado por desechos de origen antropogénico. A
pesar de que hay algunas industrias que han mejorado el tratamiento de los efluentes que
liberan al medioambiente, muchas otras no cumplen con las normas que regulan los

niveles de descarga permitidos. Actualmente existen numerosos suelos y cuerpos de agua
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con elevados niveles de contaminacion para los que se requiere tratamientos eficientes.
En este sentido, avanzar en el campo de la biorremediacidén, en complementacién con

técnicas de remediacién tradicionales, es una prioridad a nivel mundial.
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Abstract

The development of strategies for the bioremoval of heavy metals from the environment will greatly
benefit from a deep understanding of how resistance arises. For the purpose of advancing in the
knowledge of resistance to chromium in algae, we generated a resistant strain of the green alga
Scenedesmus dimorphus by chronically exposing cells to this metal for a 95-day period. This
procedure generated a strain that showed normal growth in the presence of the metal. This strain,
termed chromium resistant strain (CRS), was able to overcome oxidative stress generated by
chromium by employing antioxidant mechanisms based on the augmentation of accessory pigments

and the release to the medium of substances that reduced metal toxicity. In addition, both the WT
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(wild type) and CRS strains appeared to exclude most of the metal from entering the cells, which
suggests that this is a natural mechanism of metal tolerance in algae. Although CRS resistance
significantly improved strain performance in the presence of chromium, it had no impact on the
metal removal capacity of the strain. We observed that chromium bioremediation only occurred at
low pH with the biomass working as a biosorbent, but the WT and CRS strains were equally

efficient in metal removal.

Keywords: Accessory pigments, Algae, Cell exudate, Chromium, Metal exclusion, Resistance.

Abbreviations

Cr (VI), chromium VI; CRS, chromium resistant strain; DCFH-DA, dichloro-dihydro-fluorescein
diacetate; DPC, 1,5-diphenylcarbazide; FT-IR, Fourier Transform Infrared spectroscopy; HL,

higher light; LL, lower light; WT, wild type.

1. Introduction

Metal pollution is a growing concern due to its effects on living organisms and the difficulties of the
remediation processes. Many metals, including cadmium, chromium, copper, mercury, lead and
zinc, have increased their concentration in the environment since the industrial revolution to date, in
air, water and soil. Different anthropogenic activities have increased chromium concentration over
the past decades. Due to its widespread use in textile dyeing, leather tanning, electroplating,
alloying and metallurgic industries, this metal has become an important pollutant in the

environment [1-4].

Although there are multiple oxidation states, due to their stability, chromium commonly occurs in
nature as Cr (IlI), the trivalent form, and Cr (VI), the hexavalent form. Cr (lIl) is mainly found
bound to organic matter in the environment. Conversely, Cr (V1) usually occurs combined with

oxygen as chromate (CrO,*) or dichromate (Cr20-%), which makes it more available to organisms.
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In addition, Cr (VI) can easily penetrate the cells using the sulfate transporter [4-9]. Based on the
differences in bio-availability and capacity to enter the cells, it has been proposed that Cr (VI) is
more toxic [10-13]. Nevertheless, other studies conducted in algae reported that Cr (I11) could be

more deleterious than Cr (V1) based on cell viability and/or lipid peroxidation [14, 15].

Cr (VI) oxyanions are strong oxidants and are, thus, able to rapidly generate reactive oxygen
species (ROS), which has severe consequences in plants, vertebrates and microorganisms. In
humans, Cr (V1) produces ulceration of the skin, acute dermatitis, respiratory system irritation, lung
and kidney cancer and liver necrosis [1, 2, 4, 16]. In plants and algae, the overall effect of
chromium is the reduction of photosynthesis and growth [12, 17-20]. During the past decades, a
few studies reported the physiological effects of chromium on algae. It is well established that this
metal produces morphological changes that affect cell size and shape, cell-wall thickening and cell
vacuolation, as well as the disruption of coenobia and the induction of sexual reproduction [13, 21—
24]. Photosynthesis is also affected by this metal, which causes a reduction in the content of
photosynthetic pigments and a decrease in photosynthetic activity [20, 25-29]. In addition, ROS
generation, as well as lipid peroxidation, has been associated with metal damage in algal cells [2, 9,
30-32]. Clearly, the toxic effects of chromium on living organisms demand appropriate effluent

treatment before the final disposal to water bodies.

There are recommended limits for chromium concentration in the environment. According to the
World Health Organization, the maximum tolerable limit for total chromium in drinking water is
0.05 mg/L [33], while in inland surface water the maximum is 0.1 mg/L, according to the
Environmental Protection Agency (USA) [34]. For many industrial activities, chromium
concentration in effluents is above these limits. Chromium enrichment in the environment above
tolerable levels can be due to leakage, poor storage or inadequate industrial waste treatment.
Traditionally, heavy metals are removed using physico-chemical methods such as flocculation, ion

exchange and reverse osmosis. However, these techniques are inefficient at low metal
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concentrations. An alternative is bioremediation, an emerging technology that involves the use of
microorganisms for the removal of contaminants that is appropriate for low metal concentrations
(under 100 mg/L) [9, 35, 36]. This method is based on the capacity of living organisms to tolerate
contaminants and finally remove them from the surrounding media. Since the late 50°s, algae have
been proposed as appropriate candidates for bioremediation, as algae that grow in polluted
environments are likely to show a higher capacity to handle contaminants [29, 37, 38].
Understanding the mechanisms by which these species grow in polluted environments is a key step

for developing a bioremediation strategy.

In this work, we used a laboratory-generated chromium resistant strain to study resistance and to
evaluate its metal removal capacity in comparison with the wild type (WT) strain. We evaluated the
effects of chromium on the cell physiology of both the WT and the chromium resistant strain (CRS)

and identified targets for this metal, as well as possible mechanisms involved in its detoxification.

2. Materials and methods

2.1. Culture conditions, chromium resistant strain (CRS) generation and resistance

characterization

Axenic cultures of wild type Scenedesmus dimorphus (UTEX 417) were maintained in 100 mL
Bold’s Basal Medium (BBM) [39], in a climate-controlled chamber at 21 °C, 80 umol photons m™
s* and a 14 h photoperiod. Liquid cultures were grown on a rotary shaker. Growth was monitored

by cell counting using a Neubauer chamber.

In order to define the metal dose to be used for CRS generation, an IC50-72h on wild type S.
dimorphus was done, according to OECD normative (2011) [40]. Based on the 1C50 obtained, 25
uM was the dose selected for resistance generation. The idea was using a dose that would have a

significant effect on the WT strain without over-stressing it (Figure S1). S. dimorphus CRS was
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obtained by exposure of 1.5 x 10° cells/mL to 25 uM Cr (VI), supplied as potassium dichromate
(K.Cr,05) (Biopack). The treated culture, as well as an untreated control, were maintained under the
conditions described above for 95 days. Both cultures were maintained in exponential phase by
serial transfers to fresh medium every two weeks. The exponential phase of the strains was

determined using growth curves as explained bellow.

Growth curve experiments were performed in 500 mL Erlenmeyer flasks containing 200 mL of
algal cultures in BBM at 1 x 10° cells/mL. The CRS and WT strains were exposed to 0 and 25 uM
of Cr (VI) for 37 and 52 days, respectively. CRS and WT intrinsic growth rates p (1) and

duplication times T, (2) were calculated using the following equations:

u= (ln (ﬁ—é))/At Q)

T,_ 06931/, (2)

where N; and Ny are the cell densities at time t and 0, respectively, and A, is the time interval (t; —

).

For evaluating resistance, CRS and WT cultures were exposed to 0, 25, 37.5 and 50 uM Cr (V1) for
120 h at pH 6.8. Experiments were performed in 100 mL vial flasks containing 30 mL of algal cells
diluted in BBM to reach 1 x 10° cells/mL. Culture cell density was evaluated at 120 h by cell
counting and, based on the results, the 37.5 uM dose was used in the rest of the experiments. CRS
and WT images were obtained using a Light Microscope DM1000 (Leica Microsystems, Germany)

and a digital camera ICC50HD (Leica Microsystems, Switzerland).

For pigment, oxidative stress, catalase activity, lipid and FT-IR analyses, cells were pre-adapted to a
modified BBM medium with reduced iron concentration (4.48 x 10°® FeSO, - 7H,0) (BBM-Fe) for

3 days, to minimize iron-dependent Cr (V1) reduction. Afterwards, cells (1 x 10° cell/mL) were
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treated with 37.5 uM Cr (V1) (3.75 x 10™* pmol Cr Vl/cell) for 120 h at pH 6.8 at the temperature
and light conditions described previously. Experiments were performed in 100 mL vial flasks

containing 40 or 50 mL of algal cells diluted in BBM-Fe.

2.2. Chromium quantification

Cr (VI) concentration was determined by the diphenylcarbazide method with a limit of detection of
1.9 uM [41]. The purple complex formed from the reaction of 1,5-diphenylcarbazide with Cr (V1)
was measured by absorbance at A = 540 nm in a spectrophotometer (Shimadzu, UV-Vis 1800,
Japan). Total chromium concentration was determined by atomic absorption spectroscopy (AAS)
(Perkin Elmer, Aanalyst 200, USA) or by Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-
MS) (Thermo Scientific, iCAP Qc, Germany). The detection limit of AAS in these measurements
was 3.8 uM. When indicated, the Cr (Ill) concentration was calculated by subtracting the Cr (VI)

content from the total chromium concentration.

2.3. Oxidative stress determination: reactive oxygen species (ROS) levels and catalase activity

analyses

Cell cultures (50 mL) were exposed to 37.5 uM Cr (VI) for a period of 120 h. Algal cell
suspensions were centrifuged at 2,290 x g in a HERMLE Z 366 (HERMLE Labortechnik,
Germany), 221.15 swinging bucket rotor for 30 min. The oxidation-sensitive fluorescent probe
dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA) was used to evaluate intracellular ROS levels
[42]. Pellets were resuspended in 1 mL of BBM-Fe and incubated with 3 uM DCFH-DA for 10 min
in the dark. Then the samples were centrifuged at 15,000 x g for 10 min at 4 °C, and DCFH-DA
excess was removed together with the supernatants, pellets were frozen at -20 °C for 24 h.
Subsequently, to improve the cell lysis, 1 cycle of freezing/thawing was done and the pellets were
resuspended in 500 ul of phosphate-EDTA buffer (0.5 M phosphate: 0.1 M EDTA) and disrupted

using an ultrasonic sonicator (Omni International, Sonic Ruptor 400 Ultrasonic Homogenizer,
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USA) for 3 min on ice. Finally, 500 pl of PE buffer were added and the supernatant was separated
from the cell debris by centrifugation at 15,000 x g for 15 min at 4 °C and used for
spectrofluorometer measurements. Data were recorded as relative fluorescence units, with 480 nm
as the excitation wavelength, using a spectrofluorometer (Horiba Scientific, Fluoromax-4, USA).
The emission spectra between 500 nm and 600 nm were obtained for all experiments. Fluorescence
was normalized and referred to the protein content of each sample. Total protein content was
determined by the Bradford method. In addition, images of DCFH-DA-stained cultures were
obtained using a fluorescence microscope (Nikon, Eclipse E800, Japan); with excitation and

emission wavelengths at 480 nm and 530 nm, respectively.

For catalase (CAT) analysis, enzyme activity was determined by the disappearance of hydrogen
peroxide [43]. Cell pellets from Cr (VI) treated and untreated cultures of both WT and CRS were
frozen at -20 °C for 24 h and then resuspended in 300 uL of phosphate-EDTA buffer (0.5 M
phosphate: 0.1 M EDTA). Afterwards, cells were disrupted using an ultrasonic sonicator for 3
minutes on ice, centrifuged at 15,000 x g for 10 min at 4 °C, and the supernatant used for CAT
activity determination. The reaction mixture consisted in 490 pL deionized water, 200 pL
phosphate-EDTA buffer, 300 pL supernatant (containing the enzyme extract) and 10 uL 0.1 M
H,0,. CAT activity was measured by the decrease in absorbance at 240 nm caused by the
disappearance of H,O,. Enzyme activity was normalized and referred to the protein content of each

sample.

2.4. Lipid accumulation analysis

Lipid accumulation was determined by the sulfo-phospho-vanillin (SPV) assay [44]. Standard lipid
stocks and the SPV solution were prepared as described by Mishra et al (2014) [45]. Cell cultures
were exposed to 0, 37.5 and 50 uM Cr (VI) for a period of 120 h. Pellets were obtained by

centrifugation at 2,290 x g in a swinging bucket rotor for 30 min. One mL of concentrated sulfuric
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acid was added to each pellet sample and then heated to 100 °C for 10 min. Subsequently, samples
were cooled on an ice bath for 5 min, 2.5 mL of SPV reagent was added and samples were

incubated at 37 °C for 15 min. A calibration curve at 530 nm was performed for lipid quantification.

2.5. Pigment analysis and particulate absorption coefficient determination

Pigment analyses were performed after 120 h of metal treatment as previously described. Algal
cultures (40 mL) were harvested by centrifugation at 2,290 x g in a swinging bucket rotor for 30
min. Pellets were frozen at -20 °C for 24 h and pigments were extracted with methanol for 1 h at 50
°C. A spectral scan (350 nm-750 nm) was made for each extraction; chlorophyll (a and b) and
carotenoids concentrations were determined as described by Wellburn (1994) [46]. In addition,
particulate experiments were made after 120h of Cr (VI) exposure following standardized
methodology [47]. Forty mL of algal cultures were filtered using GF/F glass-fiber filters (Whatman)
of ~ 0.75 um pore size and a spectral absorption scan of the particulate fractions were done across a

range of visible wavelengths (400 nm-700 nm).

2.6. Exudates production and culture recovery during Cr (VI) treatments

The effect of exudates produced by the two strains on growth was evaluated. To obtain the
exudates, WT and CRS strains (40 mL) were cultured under normal conditions for a 120 h period.
Both strains were exposed to 0 and 37.5 uM Cr (VI). After exhaustive centrifugation to ensure
complete cell harvesting (2,290 x g for 30 minutes in a HERMLE Z 366, 221.15 swinging bucket
centrifuge rotor), supernatants were inspected under an optical microscope (20x objective, 200
magnification) to discard the presence of cells. One hundred and five mL of exudates were
transferred to another glass vessel in order to be used on the next stage. Prior to the experiments,
cells were adapted to BBM-Fe for 3 days. The exudates were inoculated to reach 1 x 10° cells/mL
and divided in three vial flasks (triplicates). The WT strain treated with 0 and 37.5 uM Cr (V1) were

used as controls. Culture cell density was measured each 24 h by cell counting.
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2.7. Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR)

For FT-IR analysis, 20 mL of cell cultures were exposed to 37.5 uM Cr (VI) in BBM-Fe at pH 6.8.
After metal treatment, algal cultures were centrifuged at 2,290 x g in a swinging bucket rotor for 30
min. Supernatants were removed and pellets were resuspended in 200 pL of BBM-Fe.
Measurements were performed according to Ferraro et al. (2018) [48]. FT-IR spectra were collected
in a UATR Spectrum Two spectrometer (Perkin-Elmer, United Kingdom) in the range of 600-3000
cm™. Data were processed using the software Origin (OriginLab Corporation, USA). Assignment of
peaks corresponding to the different functional groups was done following references from the

literature [49-51].

2.8. Chromium removal experiments

Metal uptake assays were done in 100 mL vial flasks containing 10 mL of algal cells in BBM-Fe at
an initial cell density of 2.4 x 10" cells/mL. CRS and WT were exposed to 1.92 mM of Cr (V1) (8 x
10 umol Cr (VI)/cell) at a pH of 2 and 6.8, for 24 h and 10 days, respectively. After metal
treatment, algal cultures were harvested, the cell suspension was filtered through a 0.45 pm
cellulose acetate filter (Sartorius), and the filtrate was acidified with nitric acid prior to chromium

determination.

2.9. Statistical analyses

All experiments were performed in triplicates and the results were expressed as mean values *
standard deviation. Statistical treatment and significant differences were evaluated by one-way
ANOVA with Tukey multiple comparisons test, by two-way ANOVA with Sidak multiple
comparisons test or by unpair t-test, as indicated in figure’s captions. Statistical analyses were
performed using Prism (GraphPad Software, USA). In all cases the significance level was set at p <

0.05.
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3. Results and Discussion

3.1. Generation of the Chromium Resistant Strain

To advance in the understanding of chromium resistance in algae, a laboratory strain resistant to this
metal (in the form of Cr (V1)) was generated. To this purpose, S. dimorphus was exposed to 25 uM
dichromate for 95 days (Treated culture), while another culture was kept unexposed to the metal
(Control, WT strain) (Figure S1). Figure 1A shows the progression of cell density over time. At the
beginning of the experimental period, the effect of chromium was significant. However, after 60
days of chromium treatment, the cells recovered and eventually reached similar cell density as the
WT strain. Figure 1B shows that, in the mid period of the experiment, the culture exposed to
chromium had an overall lighter color than at the beginning of the experiment, but its appearance
was again very similar to the control by the end of the experimental period. The strain generated

was named Chromium Resistant Strain (CRS).

The period at which the culture started to show resistance coincided with that reported by Corradi et
al. 1995 [20]. In addition, our results are in agreement with other reports that showed the success of
prolonged exposure to generate resistant strains to Cr (l11) [22, 23]. Interestingly, a few studies
showed that, during this type of process, resistance acquisition had a genetic basis, which
guaranteed its prevalence over time, and that the selected strains could be used to understand

resistance mechanisms [20, 24].

3.2. Evaluation of chromium resistant strain (CRS) resistance to chromium

We quantified the growth parameters of both strains in the course of a complete growth curve (~40
to 60 days). In the absence of the metal, WT and CRS showed a similar proliferation rate (p) and

equal duplication time (1 day). However, when exposed to 25 pM chromium, CRS proliferated at
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an identical rate with and without Cr (V1), while the WT showed a significant reduction in p (from

0.6 to 0.32) and an increased duplication time (from 1 to 2 days) (Figures 1C and D).

To assess the differences in chromium resistance between WT and CRS, both strains were grown at
25, 37.5 and 50 uM Cr (V1) over a period of 120 h. Figure 1E shows that the cell density of CRS
was significantly higher than that of the WT strain for the three doses. Based on the relative
differences between the CRS and WT strains (Figure 1E), we selected the 37.5 puM dose for

subsequent experiments.

3.3. Chromium effect on cell morphology

Figure 2 shows representative images of cell morphology at 120 h after treatment. In the absence of
chromium, both strains featured the typical fusiform cell shape and the cell association within
coenobia. Exposure to chromium produced the disappearance of coenobia in both strains (Figure 2).
In the presence of chromium, WT cells showed several signs of stress, such as augmented cell size,
cell rounding, the appearance of colorless cells and the presence of chloroplastic vesicles and large
vacuoles, this last presumably due to autophagy. In addition, we observed in these cells’ signs of
cell division, such us the presence of daughter colonies and “ghost cells”. In CRS, these changes
were less pronounced and the proportion of cells with a normal morphology was higher. While

ghost cells were abundant in the CRS strain, daughter colonies were not observed (Figure 2).

Chromium effects on cell morphology, such as cell wall thickening, vacuolation, and cell
deformation have been reported previously [13, 22-24]. Chromium exposure was shown to induce
gametogenesis and sexual reproduction in S. acutus [20, 21]. The increase in cell size that we
observed in the WT strain was accompanied by an inhibition in cell proliferation, suggesting that
the cells were less competent to commit to mitosis. This exact same observation was reported by
Cozza et al. (2016) for S. acutus [24]. Another interesting observation was the presence of

autophagy-like vesicles, particularly abundant in the WT strain. Autophagy has been described and
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documented in plants and algae associated with several stresses, including nutrient deprivation and
photodamage [52]. This process has been particularly studied in Chlamydomonas reinhardtii and
Chlorella sp. [53, 54]. The autophagic process has also been reported in the genus Scenedesmus sp.

during the stress generated by heavy metal exposure [55-57].

3.4. Chromium effect on oxidative stress: reactive oxygen species (ROS) generation

In order to evaluate differences in the occurrence of oxidative stress due to chromium treatment, we
monitored ROS generation by DCFH-DA staining and spectrofluorometry. Figure 3A shows that
WT cells treated with Cr (VI) ( WT+Cr) showed more and much brighter cells than WT untreated
cells, indicating that exposure to chromium did increase ROS production in the WT. In contrast,
exposure to the metal did not affect ROS generation in the CRS strain (CRS+Cr) compared to
untreated cells (CRS) (Figure 3A). These observations were quantified by fluorimetric analysis of
the DCFH-DA content in cell pellets. Figures 3B and 3C show that, when normalized to protein
content and to their respective controls, ROS levels in CRS showed no increase as a result of
chromium exposure, whereas the amount of ROS generated in the WT resulted 50% higher than its

control.

Cr (VI)-induced ROS formation has already been reported in algae and plants [7, 13, 15, 30, 31].
When Cr (VI) enters the cell, it is reduced to Cr (1) and that reduction generates ROS [7, 30, 31,
58]. In addition, in algae, Cr (V1) directly affects photosystem Il (PSII), which promotes superoxide
anion and ROS formation in the chloroplast [13, 28, 59]. In agreement with the reported data, our
results suggest that ROS increase in the WT during Cr (V1) exposure, whereas they are either not
produced or are rapidly detoxified in the CRS strain. Indeed, the reduced levels of ROS in CRS

could either contribute to and/or be a consequence of metal resistance.

3.5. Chromium effect on catalase activity

166



To evaluate if the differences in ROS levels were due to an exacerbated anti-oxidant enzymatic
response in the CRS strain, we analyzed catalase (CAT) activity. Figure 3D shows that there were
no significant differences in CAT activity between the different strains and treatments. Even though
only CAT activity was measured, these results suggest that the antioxidant enzymatic system does

not play a major role in ROS mitigation in the CRS strain during exposure to Cr (V1).

In agreement with our results, Volland and coworkers reported that no enzymatic activities were
involved in the response to ROS during Cr (V1) treatments in the alga Micrasterias denticulata [13].
In contrast, Kovacik et al. [15] reported increased catalase activity during S. quadricauda Cr (I11)
and (VI) treatments. Long term treatments of S. quadricauda have also shown a remarkable
increase in catalase activity when exposed to other metals such us cadmium [60]. Altogether, the
differences in the response of the enzymatic antioxidant system between reports indicate that its
contribution to metal tolerance might be metal and species dependent and vary with the treatment
conditions, including the time of exposure. Accordingly, others have proposed that the enzymatic
degradation of ROS might not be the primary mechanism of tolerance to chromium in algae.
Indeed, several studies showed that the synthesis of non-peptidic thiol groups such as glutathione
and cysteine [13, 31, 61], as well as phenols [15, 62], might be one of the main contributing

mechanisms of tolerance to the oxidative stress generated by chromium.

3.6. Chromium effect on neutral lipid accumulation

In photosynthetic organisms, different types of stress trigger the accumulation of triglycerides and
other lipids. Hence, total lipid content was analyzed by the sulpho-phospho-vainillin method in WT
and CRS cells exposed to different doses of Cr (V1) for 120 h. Figure 3E shows that untreated WT
and CRS cells had similar basal lipid levels. When exposed to the metal, the WT strain showed a 2-
fold increase in total lipids for both Cr (V1) concentrations, whereas the content of these compounds

in CRS cells remained similar to its untreated, basal levels. Our results suggest that the CRS strain
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has the means to prevent or overcome chromium-induced stress in a manner that some of its

symptoms, precisely ROS and lipid over-production, do not occur to levels that can be detected.

3.7. Chromium effect on chloroplast pigments

To determine whether chloroplast and/or thylakoid structure were affected by chromium, a
particulate light absorption analysis (PA) was performed [47, 63, 64].This method allows to monitor
changes in photosynthetic pigment content as well as their packaging by analyzing the in vivo light
absorption spectrum of living algal cultures [65-67]. Figure 4A shows that chromium induced a
significant reduction in absorption along the whole spectrum (A= 400-700nm) in both strains, when
the absorption spectra were normalized to the cell number. When the spectra were normalized to the
chlorophyll a peak (665 nm) (Figure 4 B), the region corresponding to accessory pigments (400nm-

500 nm) showed a relative increase in both strains treated with chromium.

In order to distinguish whether the effect of chromium observed in PA experiments was a result of
changes in pigment content or in thylakoid packaging, a methanol extraction, followed by
spectrophotometric analysis, was done. This method allows to measure changes in pigment content
independently of cell morphology. The results were very similar to those obtained in the PA
analysis (Figures 4C and D), suggesting that the response to chromium in S. dimorphus is mediated
mainly by variations in pigment content, and not in pigment packaging within chloroplast
thylakoids. Interestingly, the relative increase in pigments after exposure to chromium was
significantly higher in the CRS strain, specifically for carotenoids such as the xanthophyll
violaxanthin (An.x 415, 436, 466 nm) and carotenes (Amax 470 nm), but not for the chlorophyll
degradation product pheophytin (Amax 417 nm) (Figure 4 D, see also Figure S2) (Roy et al., 2011

and references therein) [68].

In order to evaluate whether there was a synergistic effect of Cr (V1) and light on oxidative stress in

the previous experiments, a set of cultures was analyzed under lower light (LL). In this condition,
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the spectra normalized to the number of cells, shown in Figure 4E, evidenced a decrease in peak
intensity in the CRS when compared with the WT treated with Cr (VI) and with the untreated
strains. When the spectra were normalized to the chlorophyll a peak, a significant relative increase
in the peaks attributed to carotenoids (437 and 470 nm) were observed in the WT strain treated with
chromium (Figure 4 F). Estimation of carotenoids and chlorophylls based on Wellburn’s (1994)
methods confirmed our previous analysis (Table S1) [46]. Under higher light (HL, 80 pumol photon
m? s™), carotenoids in CRS treated with Cr (V1) increased 4-fold compared to WT exposed to the
metal, and 2.4-fold when normalized to chlorophyll. In the lower light condition (LL, 35 pmol
photon m?s™), carotenoids were 4.5- and 2.4-fold higher in WT exposed to chromium than in CRS,

when expressed as raw values or normalized to chlorophylls, respectively.

From this analysis, we conclude that Cr (V1) had a considerable effect on pigment content and that
this effect was influenced by light. The effect of light on chromium toxicity was reported in S.
acutus [69]. The authors concluded that metal uptake is an energy dependent process stimulated by
light and that would explain the higher toxicity of chromium with light. In our experiments,
chromium did not significantly enter the cells (please see results bellow and figure S3). In addition,
light is considerably higher in our work than in the cited report. Since photodamage increases with
light intensity [70, 71], we propose that, in our system, a synergism between light-promoted and Cr
(VI)-induced oxidative stress occurs. In higher light, a condition in which the CRS strain had a clear
advantage in the presence of chromium, the CRS showed a significant relative increase in
carotenoids, pigments that protect photosynthetic membranes from oxidative stress [72]. These
results suggest that the differential accumulation of carotenoids might contribute to the increased
capacity of the CRS strain to overcome or prevent oxidative stress generated by the metal under
higher light. Nevertheless, the results obtained in lower light suggest that the response to chromium

might vary in culture conditions that differ from those used for strain generation and that, overall,
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pigment increases might not be sufficient to confer resistance. In view of this, we could further

conclude that the CRS strain has additional mechanisms of resistance.

3.8. Protective effect of chromium resistant strain (CRS) exudate on chromium toxicity

In the experiments of Figures 1-4, we also measured Cr (V1) disappearance in the media by the
diphenylcarbazide method. In addition, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS)
was done to evaluate total chromium levels in supernatants. At low cell density (1x10° cells/mL),
pH 6.8 and chromium doses of 25, 37.5, and 50 uM Cr (VI), little or no metal reduction and/or
removal from the media was observed (Figure S3). Furthermore, Scanning Electron Microscopy
with Energy-dispersive X-ray spectroscopy (SEM-EDS) showed no detectable levels of Cr (V1) on
the cells, suggesting that the metal did not bind to the surface (data not shown). These results
prompted us to question whether the cells could avoid metal toxicity by an exclusion strategy. To
evaluate if the cells could produce and release substances that might mitigate chromium toxicity by
either binding, chelating, and/or reducing Cr (VI) to Cr (111), we performed an exudate protective
assay. Previous results had shown that the exudate of the WT strain grown in the presence of
chromium was highly toxic for both strains (data not shown). Hence we did not include this
condition in subsequent experiments. Figure 5 shows the growth of the WT strain exposed to a CRS
exudate (containing chromium) relative to the control (WT strain without Cr (VI1)). As can be seen,
the CRS exudate had a protective effect, since the cell density of the WT culture in the presence of
the exudate was 2-fold higher than in the regular chromium treatment (WT+ Cr). Furthermore, WT
growth in the presence of a CRS exudate fitted an exponential curve, while WT subjected to a

standard Cr (V1) treatment entered a stationary phase starting on day 9.

These results suggest that WT cells, sensitive to chromium, release toxic compounds, presumably in
an attempt to reduce their concentration inside the cell. In contrast, the protective effect of CRS

exudates indicates that resistant cells secrete substances that prevent the deleterious effects of Cr
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(VI). This observation is in agreement with results previously reported on the effects of algal
exudates on metal toxicity [73-76]. Although exudate characterization exceeds the scope of this

study, future work will focus on this issue.

3.9. Chromium effect on cell functional groups

Despite the fact that chromium was not observed on the algal surface to significant levels, cell
surface functional groups could still be modified by the metal. For the purpose of analyzing this
possibility, we performed FT-IR after metal exposure. FT-IR analysis of the WT and CRS strains
grown without the metal showed spectra similar to those reported previously [49, 50] and no
differences in the pattern and/or abundance of functional groups were found between strains (Figure
6). The spectra were modified when the strains were exposed to Cr (V1), indicating that the metal
either interacted or induced the synthesis and exposure of particular functional groups. In the
presence of Cr (VI), carboxylate groups (-COO- 1370 cm™), increased in the WT strain and, to a
lesser extent, in the CRS. On the contrary, the amide | (1650 cm™ v(C=0)) and amide 11 (1540 cm-

18(N-H)) groups, exclusive to proteins ™

, different peaks corresponding to polysaccharide
functional groups (1150 cm™, v,(C-O-C), ~1050 cm™ and ~1020 cm™ , C-3-0-3-H and C-6-H2-O-
6-H) [77, 78] showed an increase after exposure to chromium, in both the WT and CRS strains.
Interestingly, normalization of the spectra to the amide | peak (1650 cm™) revealed a relative

increase in carboxylate and polysaccharide peaks in the WT + Cr (V1) compared to the control and

to the CRS+ Cr (VI) treatment (Figure S4 and Table S2).

In view of these results, we propose that Cr (VI) is reduced to Cr (lIl) by cell surface
polysaccharides that are augmented during metal exposure, particularly in WT cells. This
mechanism has been described in algae [35, 79, 80] and demonstrated with biopolymers [81-83].
Once that occurs, this could trigger a chain reaction that generates a ROS cascade that translates

from the cell surface to the cell interior. Even though a small proportion of the chromium appears to
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follow this path, the consequences of this would be severe to WT cells, whereas CRS cells could

mitigate it much more effectively.

3.10. Metal removal capacity

During the previous assays, done in physiological conditions, no significant metal reduction or
removal was observed. In view of these results, we evaluated the possibility of removing chromium
from the media by using the cells in non-physiological conditions as a mere ion exchanger or
biosorbent. In the first set of experiments, a cell density of 2.4 x10” cells/mL and 1.92 mM of Cr
(V1) at pH 6.8 were used (8 x 10° pmol Cr (VI)/cell), according to other reports in the
bioremediation field [35, 79, 80, 83]. In this experiment, chromium reduction was merely about
15% at day 10 in both strains (Figure 7 A). The second set of experiments was done in similar
conditions but at pH 2. The main objective of reducing the pH was to trigger a positive net charge
on the cell surface that could promote Cr (V1) interaction with functional groups. Metal removal
was evaluated at 24 h after exposure; the analysis showed a removal efficiency of approximately
70% in both strains, with a removal capacity of about 70 mg/g (DW) for both strains. From the
difference of total chromium and DPC Cr (V1) determination, we could calculate that approximately

a 10% of Cr (I11) remained in the media (Figure 7 C-E).

One of the interests in generating a chromium-resistant strain is to obtain an organism with a good
capacity for metal elimination from the media. The different forms and oxidative states of
chromium interact with the cell surface differently. Cr (l1l), positively charged, can directly bind
and adsorb to negatively-charged groups at pHs higher than 5, to eventually be incorporated. In
contrast, at those higher pHs, Cr (V1) needs to be reduced in order to be adsorbed, and it could also
be internalized in an unmodified form through sulfate transporter channels [8]. At low pH (1-3), Cr
(V1) directly binds to positively charged groups and is reduced to Cr (111) [35], which can either

remain adsorbed or solubilized [81]. The results obtained in our removal assay at pH 2 are in
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agreement with previous reports [35], in which Cr (V1) reduction to Cr (I11) on the cell surface was
shown to require metal biosorption prior to reduction. The presence of solubilized Cr (1I1) in the
media is consistent with the fact that, at low pH, Cr (l1l) can either exhaust active sites for metal
binding and/or it can be displaced after Cr (VI) reduction, by the presence of other metal ion
competitors [79, 80]. Our results are consistent with the fact that low pHs promote protonation and
the establishment of positive net charges on functional groups that can interact with the anionic
forms of Cr (VI) (Cr2072', Cro,%, HCrO,) [3, 35, 80, 84]. This is less likely to occur at intermediate
or elevated pHs (e.g. pH over 5), since most of the sites with acid-base properties, such as
hydroxyls, carboxylic acids, phenolics and amino groups that could interact with the anions are

negatively charged.
4. Concluding remarks

As a summary, in this work, resistance to chromium was generated through a stochastic process by
exposing a S. dimorphus strain to a continuous selective pressure factor, Cr (VI). In our
experiments, the path to resistance appears to have been achieved by secreting substances that
reduce its toxicity and responding to the oxidative stress caused by chromium. These mechanisms
would operate in conjunction with a natural ability of the wild type strain to exclude most of the
metal. Metal exclusion is certainly an energy-efficient strategy of tolerance. Due to the high toxicity
of chromium, it is most likely safer for the cell to maintain it in the exterior, rather than internalize
it. However, this poses an unfortunate disadvantage for bioremediation, as shown in our results,
since tolerance does not necessarily contribute to metal removal from a polluted source. Indeed,
similar results showed enhanced chromium reduction without uptake of Cr (V1) in Chlorella spp.
[38] and lower uptake in a S. acutus resistant strain [6]. In cases like these, when Cr (VI)
bioremediation using algae cannot be achieved in vivo, growing the algal biomass to high cell

density and using it as a biosorbent at low pH is a suitable alternative.
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Since metal exclusion is unlikely to be 100% effective, it does not confer full resistance. In this
scenario, resistance to the general effects of oxidative stress appears as an efficient complementary
response, as opposed to the development of ad hoc mechanisms of response to other aspects of
chromium toxicity that are not necessarily shared with other stressors. Thus, if the selective pressure
disappears, the mechanisms developed could be capitalized for the mitigation of other stresses with
similar effects. Pigment increase might be one of the responses to oxidative stress that contribute to
resistance to chromium. However, our results show that this response is not necessarily sufficient
and other mechanisms, such as the secretion of protective compounds, might be necessary to confer
resistance. In this scenario, the path to resistance to chromium appears as a complex process that

starts on the cell exterior and involves several fronts of action.
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Figure 1. Chromium resistant strain (CRS) generation and characterization. A) Culture cell density

(cell/mL) of both strains during the generation assay. B) Appearance of the cultures at the beginning
(t = day 0), at the middle (t = day 42) and at the end (t = day 95) of the strain generation period. C)
and D) Growth rate (u) and duplication time (T,) of WT and CRS without chromium (C) and in the
presence of 25 uM Cr (V1) (D). E) WT and CRS cell densities exposed to 25 pM, 37.5 pM and 50
MM of Cr (VI) for 120 h. Statistical analyses were done with one-way ANOVA and Tukey multiple

comparisons test. Different letters label denote significant differences at p < 0.05. C), D), and E)

Each assay were done at pH 6.8 and in triplicates. CRS, chromium resistant strain; WT, wild type.
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Figure 2. Chromium effect on cell and culture morphology. Images of WT and CRS cells after 120
h of Cr (VI) treatment observed under 400 and 1000 magnification: 0 uM (top and second line) and
37.5 uM (third and bottom line). Images under 400 and 1000 magnifications are in the left and right
panels, respectively. Black arrows: “ghost cells”, white arrows: rounded and enlarged cells, black
open arrows: “daughter colonies”, white open arrows: cells with large autophagic-like vesicles,

asterisks: colourless cells. Bars = 40 um and 20 um. CRS, chromium resistant strain; WT, wild

type.
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Figure 3. Chromium effect on ROS generation, catalase activity and neutral lipid accumulation
after treatment of WT and CRS cells with 37.5 uM of Cr (V1) at pH 6.8 for 120 h. A) Images of
both strains were taken in a fluorescence microscope under 1000 magnification. The settings were
the same for all images and the fluorescence baseline intensity was chosen using the image with the
lowest brightness. B) Bars indicating ROS production expressed as relative fluorescence units and
referred to the protein content. C) Maximum fluorescence peak of both strains treated with Cr (V1)
normalized to each baseline, {WT with Cr (VI) / WT} and {CRS with Cr (VI) / CRS}. (D) Effect of
chromium exposure on catalase activity referred to the protein content. (E) Lipid accumulation was
normalized to the cell number. Statistical analyses were done with one-way ANOVA and Tukey
multiple comparisons test (assays B and D) and two-way ANOVA and Sidak multiple comparisons
test (assay E). Different letters label denote significant differences at p < 0.05. Each assay was done

in triplicates. CRS, chromium resistant strain; WT, wild type.
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Figure 4. Chromium effects on the chloroplast and on pigments. Cultures were exposed to 37.5 uM
Cr (V1) at pH 6.8 for 120 h. A) and B) Particulate analysis: spectral scans were done between 400
and 700 nm. A) Spectra normalized to cell number. B) Spectra normalized to chlorophyll a (665
nm). C), D), E) and F) Pigment analysis: spectral scans were done between 350 and 750 nm,
experiments were done at a higher light condition (HL: 80 pmol photon m? s™) and at lower light
(LL: 35 pmol photon m? s™). HL spectra and LL spectra are in the mid and bottom panels,
respectively. C) and E) are spectra normalized to cell number; D) and F) are spectra normalized to
cell number and chlorophyll a peak (665 nm). Each spectrum is the mean of triplicates.
Statistical analyses were done with one-way ANOVA and Tukey multiple comparisons test,
significant values set at p < 0.05. Asterisks indicate significant differences between WT + Cr and
CRS + Cr treatments at 417 nm, 437 nm and 470 nm peaks. CRS, chromium resistant strain; WT,
wild type.

190



=
L")

0.25
_a 6.0x1054 O WT_CRS crEX O
0204 F'_I T WT + Cr o
2 E . o
§ 015 b T 4.0x10° a
© - g . k%) v
2 2 = 7
0104 @ o
g § 2041051 o 08 97
4 © S (] 7 v
0054 = 1 o
g -
OOO 0 T T T T

T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10 11
Time (day)

w

T
WT CRSCrEX WT+Cr 01 2

Figure 5. Effect of CRS exudate on the WT strain. A) WT_CRS + Cr EX and WT + Cr growth at
day 11, normalized to WT growth without metal. B) Progress of WT cell densities exposed to: CRS
+ Cr exudate, and 37.5 uM Cr (V1) for 11 days; culture densities were measured every 24 hours by
cell counting. Statistical analyses were done with unpaired t-test. Different letters label denote
significant differences at p < 0.05. Each assay was done at pH 6.8 and in triplicates. CRS,

chromium resistant strain; WT, wild type.

191



PROTEINS N.A. POLYSAC.

C=0 N-H CHFCHs 2 o (o (CeOH
0.10— amidelamidell COO .

= \‘ —— CRS
= 0.084 CeOH ==+ WT+Cr
= -=- CRS+Cr
[4}]
2 0.06
e}
)
Q
[ .
~ 0.04
%
=
e
S 0.02-
e
k=
0!00 IIIIIIIIIII IIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIII rrr IIIIIIIIIIIIIIIII IIIIII T IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800
Wavenumber(cm™)

Figure 6. Effects of chromium treatment in cell functional groups. Infrared spectra of WT
and CRS cultures after 120 h of exposure to 0 and 37.5 uM Cr (VI) at pH 6.8. The
identified bands were: 1740 cm™ vC=0 lipids esters, amide | ~1650 cm™ v(C=0), amide I
~1540 cm™*3(N-H), ~1455 cm™8,5(-CH-2/-CH-3), 1370-1398 cm™ 85(-CH-2/-CH-3)vs(COO")
all corresponding to proteins, 1240 cm™ vP=0 from phosphodiesters of nucleic acids, 1200-
950 cm™ correspond to valence and vibrational deformation of the saccharides rings (C-O,
C-C, CH,OH), specifically 1150 cm™ form the asymmetric stretching from the glycosidic
link va5C-O-C), ~1050 cm™ and ~1020 cm™ assigned to vibrations of C-3-0-3-H and C-6-
H,-O-6-H. Peak intensities are expressed as relative units. Each spectrum is the mean of
three pseudoreplicates, every FTIR assay was done in triplicate. CRS, chromium resistant

strain; WT, wild type.
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Figure 7. Metal removal assay. Cultures at of 2.4 x10" cells/mL of CRS and WT were exposed to
1.92 mM of Cr (V1) at a pH of 2 or 6.8, for 24h and 10 days, respectively. Cr (V1) disappearance
(A) and culture growth (B) during metal treatment at pH 6.8 measured by the diphenylcarbazide
method. Cr (V1) disappearance (C), Cr removal (D) and Removal Capacity (E) (mg Cr/g DW) after
24h of metal exposure at pH 2. A) and C) Cr (V1) disappearance measured by the diphenylcarbazide
method. D) Total Cr determined by AAS. ND: Not Detectable. Cr (l11) concentration was calculated
from the difference between Cr (V1) disappearance and Cr removal. There were not statistically

significant differences between WT and CRS treatments. CRS, chromium resistant strain; WT, wild

type.
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