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Introducción  

 1 

 

1.1. EL CADMIO 

 El cadmio (Cd) fue descubierto en 1817 por el químico y farmacéutico Friedich Strohmeyer 
formando parte de la smithsonita (ZnCO3) (Andersson y Petterson, 1981). Es un elemento de color blanco 
plateado, brillante y de elevada densidad (8,65 g cm-3 a 20ºC) lo que hace que se incluya dentro del grupo 
de los metales pesados (Cabot y col., 1988a). El Cd pertenece al grupo del Zn en la tabla periódica (IIb) y 
presenta un estado de oxidación ordinario de II correspondiente a la pérdida de dos electrones de su 
última capa. Es bastante electronegativo lo que le da un carácter reductor. Algunos complejos del Cd2+ 
presentan propiedades parecidas a los  correspondientes cationes de Zn2+, Co2+, Ni2+, Fe2+, Mg2+ y Ca2+ 
(este último por su radio iónico parecido). El cadmio es capaz de formar complejos con una gran variedad 
de ligandos, preferentemente con donadores débiles como azufre, nitrógeno y selenio. Es por ello que  
interacciona fuertemente con los grupos sulfhidrilo, como los presentes en la cisteína, siendo ésta la 
característica más importante de la interacción del cadmio con los constituyentes bioquímicos (Cabot y 
col., 1988b; Wagner, 1993). El Cd es por tanto, uno de los metales pesados que atrae mayor atención por 
su potencial toxicidad para el hombre ya que se acumula en el suelo y se incorpora a la cadena trófica. 
Fue a partir de la enfermedad conocida como “Itai-Itai”, causada por la acumulación de cadmio en suelos 
de cultivo de Japón y que originó serios problemas de salud a la población (Kobayashi, 1978; Tsuchiya, 
1978), cuando se empezaron a estudiar los posibles efectos y acumulación de este metal en el suelo, su 
paso a plantas y animales, y finalmente, a humanos.  
 El cadmio es un elemento poco abundante en la corteza terrestre y hasta hace relativamente poco 
tiempo se le incluía entre los quince elementos menos frecuentes en La Tierra. Actualmente, sin embargo, 
ocupa el lugar 64, con una abundancia media que se sitúa en 0,098 µg g-1, mientras que en la corteza 
oceánica se estima en 0,13 µg g-1 (Cabot y col., 1988a). En la zona costera de California se encuentra una 
de las más altas concentraciones de Cd de forma natural, formada por rocas sedimentarias con 60-340 µg 
g-1 (Alloway, 1995). 
 
1.2. FUENTES DE CONTAMINACIÓN DE CADMIO 

 En general, se pueden reducir a tres las fuentes antrópicas más importantes que ocasionan 
contaminación en cadmio, que son las emisiones atmosféricas, los depósitos directos y las 
contaminaciones accidentales. 
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1.2.1. Emisiones Atmosféricas 

Son las transportadas por el aire y se depositan sobre suelos y vegetales. Su origen son, 
fundamentalmente, las minas de metales, las emisiones industriales, la incineración de basuras sólidas 
municipales y la combustión del carbón. El cadmio se encuentra suspendido en el aire principalmente en 
forma de óxido, sulfuro, sulfato y cloruro (Jensen y Bro-Rasmussen, 1992). Hay que destacar que en las 
últimas décadas se ha observado un aumento de las deposiciones de Cd desde la atmósfera al suelo 
(Johnston y Jones, 1992). Entre las principales fuentes de emisiones atmosféricas de cadmio se 
encuentran las minas metalíferas, que lo emiten tanto en forma particulada como soluble. Estas emisiones 
suelen tener partículas de tamaño grande y  por tanto no afectan a grandes distancias (salvo rotura y 
escape de sus depósitos). La explotación del cadmio no es viable desde el punto de vista económico y el 
metal se obtiene generalmente como subproducto del Zn o como metal acompañante del Pb, del Cu y de 
otros metales (McLaughlin y Singh, 1999). El Zn y el Cd son elementos antagónicos lo que va a influir en el 
comportamiento fisiológico de los cultivos y en la toxicología de los propios elementos. En Bélgica y en 
Alemania algunas de las mayores concentraciones de Cd que se han encontrado en el aire (60 ng m-3 y 29 
ng m-3, respectivamente) ha sido en sitios próximos a fundiciones de metales (OECD, 1994). Se ha 
estimado que en 1979 Europa fue responsable de la emisión de 1.658 Tm de cadmio a la atmósfera 
(Pacyna, 1987).  

El cadmio es usado en procesos industriales como son: protección del hierro, acero y otros 
metales frente a la corrosión, pigmentos para cristales, esmaltes, pinturas y plásticos, estabilizadores para 
plásticos, producción de insecticidas y baterías de Ni-Cd. Además, el Cd está presente en residuos que 
contienen Zn (gomas y neumáticos de coches). Por tanto, también se producen emisiones de Cd a la 
atmósfera como resultado de procesos industriales y residuos urbanos. La emisión de Cd debido a las 
incineradoras municipales de residuos sólidos también aumenta de modo significativo el contenido de este 
metal en la atmósfera (McLaughlin y Singh, 1999). 

 
1.2.2. Depósitos Directos 

Entre los depósitos directos encontramos los fertilizantes, especialmente los fosfatados que 
contienen hasta 300 mg Cd kg-1 (Fergusson, 1990) y son la fuente principal de contaminación de Cd en 
suelos agrícolas. El hecho de que este metal se incorpore a la cadena trófica y pueda llegar al hombre 
suponiendo un riesgo para su salud, ha obligado a imponer límites a la hora de utilizar fertilizantes 
fosfatados en suelos agrícolas que varían entre 35 y 450 mg Cd kg-1 (Mortvedt, 1996). Otro factor que 
contribuye a los depósitos directos son los fangos que resultan del tratamiento de aguas residuales antes  
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de su eliminación en ríos o mares. Éstos suelen sufrir tratamientos para su posterior utilización en tierra o 
para su eliminación por incineración o vertido al mar. Dependiendo de las aguas de las que proceda y su 
posterior tratamiento la concentración de cadmio en estos fangos puede variar desde 1 hasta 3,41 g kg-1. 
Dado su alto contenido en N y P, aparte de la materia orgánica que puede beneficiar la estructura del 
suelo, estos fangos se están utilizando últimamente en agricultura, aunque con sus limitaciones por el alto 
contenido en metales pesados (Alloway y Steinnes, 1999). 
 
1.2.3. Contaminación Accidental 

Este proceso ocurre eventualmente debido a la contaminación de tierras por procesos industriales, 
residuos de la minería o corrosión de estructuras metálicas galvanizadas. Un ejemplo son los vertidos de 
Aznalcóllar en 1998 que llegaron a alcanzar 40 km de extensión  entre los ríos Agrio y Guadiamar  en la 
provincia de Sevilla (informe de la Junta de Andalucía, Consejería de Medio Ambiente, 1999). 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1.1 Vertido de Aznalcóllar en 1998 

 
 
Como consecuencia de ello, resultaron degradados todos los hábitats que conformaban el cauce y 

sus riberas. Las pérdidas agrícolas calculadas fueron del orden de 11 millones de Euros, y además 
resultaron afectados todos los aprovechamientos primarios que se desarrollaban en la zona, con una 
paralización inmediata de la actividad minera, supresión de la agricultura, eliminación de las cosechas y 
prohibición de la pesca y la caza. El análisis de las zonas afectadas mostró que el principal elemento 
contaminante en el agua era el Zn (con una media de 73 mg/l) y en cantidades mucho menores estaban el 
Pb, Co, Ni y Cd (alrededor de 1 mg/l de media) (Simón y col., 1999). Las concentraciones de Ca, Cd y Cu 
superaban los valores máximos permitidos para poder usar un agua de riego (según Crook y Bastian, 
1992). En los lodos se encontraron concentraciones mucho mayores que en las aguas.  
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El accidente minero de Aznalcóllar no ha sido el único de los que han ocurrido en las últimas 
décadas en el mundo, lo que pone en evidencia la necesidad de mejorar las medidas de seguridad, 
prevención y los análisis de riesgos ecológicos de las explotaciones mineras. En 1996 se produjo un 
vertido tóxico de 235 x 103  m3 de desechos sólidos y líquidos al río Pilaya en la mina de pirita de Porco 
(Bolivia). Las consecuencias en este caso fueron catastróficas en términos de salud humana e impacto 
ecológico y sus efectos ya se extienden por tres países (Argentina, Bolivia y Paraguay). Otro accidente 
ocurrido recientemente, es el vertido de Baia Mare en Rumanía, que a través del afluente Tisza, llevó unos 
105 m3 de mercurio, cianuro y metales pesados al río Danubio, devastando la población de peces y 
dejando sin agua potable a dos millones y medio de personas. 
 
1.3. PASO DEL CADMIO A LA CADENA TRÓFICA 

 Las plantas tienden a tomar y translocar el cadmio del suelo pasándolo a la cadena trófica (Aery y 
Tiagi, 1988), al contrario de lo que ocurre con el plomo (Chumbley y Unwin, 1982). En general, en los 
estudios llevados a cabo hasta ahora, la ingesta de cadmio en la dieta está por debajo de los límites 
impuestos por la FAO (Sherlock, 1984) o la CEE (Sánchez-Martín y col., 2000). Sin embargo, mientras se 
siga con las emisiones de cadmio al entorno habrá que continuar con el control de los niveles del metal en 
los alimentos y del efecto del mismo sobre los humanos, ya que es un peligro importante para la salud no 
sólo del hombre, sino también de los demás seres vivos. Además de ser un elemento tóxico, es 
acumulativo y no degradable por lo que debería evitarse al máximo su dispersión al medio ambiente. El 
cadmio está continuamente redistribuyéndose en los distintos compartimentos del medio ambiente 
depositándose finalmente en los sedimentos marinos. La estancia en el aire es relativamente corta (días-
semanas) pero suficiente para recorrer grandes distancias especialmente en forma de vapor (McLaughlin 
and Singh, 1999). 

Químicamente, el cadmio puede encontrarse en el suelo disuelto, adsorbido en superficies 
orgánicas o inorgánicas, dentro de minerales, precipitado con otros compuestos del suelo o incorporado 
en estructuras biológicas. Sin embargo, la disponibilidad del cadmio presente en el suelo para las plantas 
depende de procesos físicos, químicos y biológicos que controlan la solubilidad y estado del metal en la 
solución del suelo, especialmente en la rizosfera (Jensen y Bro-Rasmussen, 1992; Helmke, 1999; 
Christensen y Haung, 1999). Por tanto, hay que tener en cuenta tanto factores no bióticos como bióticos. 
Entre los primeros está el pH, ya que se ha visto que la capacidad de adsorción del cadmio aumenta de 
dos a tres veces por cada unidad de pH (Jensen y Bro-Rasmussen, 1992). Pero también influyen el 
contenido de arcillas del suelo, la presencia de carbonatos y óxidos de hierro y manganeso, el potencial 
redox, el tipo y contenido de materia orgánica y ligandos, el contenido de agua, y finalmente las prácticas 
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de manejo del suelo (Alloway y col., 1990). Entre los factores bióticos está la especie de planta de la que 
se trate. Así, en cultivos hortícolas se ha observado que son las plantas de hoja ancha las que tienden a 
acumular más cadmio (Alloway y col., 1990; Rahlenbeck y col., 1999). Pero también es importante la 
actividad de la raíz, por lo que se refiere al flujo de protones, salida de elementos reductores, actividad de 
las NADPH-reductasas y de las ATPasas de la membrana plasmática, salida de ácidos orgánicos o 
aminoácidos no proteicos y absorción de macro y micronutrientes (Salt y col. 1995a; Gries y Wagner, 
1998; Cabot y col., 1988b). Finalmente, también hay que tener en cuenta a los microorganismos asociados 
que influyen en la entrada de cadmio a las plantas (McLaughlin y Singh, 1999). 
 La absorción de cadmio por parte de la planta se realiza en su mayor parte a través de la raíz y 
parece ser que se lleva a cabo de un modo bifásico (Fujimoto y Uchida, 1979; Salt y Wagner, 1993; Cohen 
y col., 1998). Se han definido dos sistemas de entrada distintos:  
1) A través de un transportador saturable de cationes de la membrana plasmática, que transportaría Zn2+, 
Cu2+, Mn2+ o Fe2+. En plantas de guisante crecidas con deficiencia en hierro se ha observado una mayor 
entrada de cadmio a través de la raíz que puede ser explicada por la inducción de la expresión de un 
transportador de hierro (Cohen y col., 1998). También se ha observado que cuando se expresa en 
levaduras la proteína IRT1, transportadora de hierro de A. thaliana, es capaz de transportar manganeso y 
esta entrada se ve disminuída en presencia de cadmio, lo que sugiere que este metal utiliza para su 
entrada el mismo transportador (Korshunova y col., 1999). Además, se ha encontrado que en el 
hiperacumulador Thlaspi caerulescens existe un gen que codifica un transportador de Zn/Cd en la 
membrana plasmática de raíces, cuya expresión es mucho mayor, tanto en tallo como en raíz, que en T. 

arvense que no es un hiperacumulador (Pence y col., 2000). 
2) Una entrada por difusión a través de un canal de membrana para cationes divalentes (probablemente 
Mg2+ o Ca2+) con una cinética lineal, y que parece ser usada para concentraciones  altas de cadmio 
(Kochian y Lucas, 1988). También puede que existan interacciones con el apoplasto usadas para la 
entrada del metal al simplasto, como se ha observado en dos cultivares de trigo en un estudio llevado a 
cabo por Hart y col. (1998). Estas dos vías de acceso se han evidenciado en bacterias (Nies, 1995; Nies y 
Silver, 1989). 
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 Sin embargo, el mecanismo por el cual se absorben complejos inorgánicos de cadmio a través 
de la raíz no está muy claro. Podrían utilizarse canales de cationes monovalentes en el caso de CdCl+ y 
para complejos no catiónicos podrían difundir a través de la membrana o vía transporte de proteínas 
(Welch y Norvell, 1999). La absorción de complejos orgánicos no está bien definida. Podrían formarse 
complejos con fitometalóforos tales como aminoácidos no proteicos, que libera la raíz en caso de 
deficiencia de hierro (Welch, 1995) e introducirse por regiones de la membrana plasmática de las células 
de la raíz específicas para estos compuestos. Sin embargo, esta hipótesis no está corroborada (Shenker y 
Crowley, 1997). 
 

1.4. TRANSLOCACIÓN, ALMACENAMIENTO Y TOLERANCIA AL CADMIO 

 Son varios los mecanismos que se han propuesto en plantas para la desintoxicación de los iones 
de metales pesados potencialmente tóxicos. Debido a sus efectos negativos para la planta, su 
concentración intracelular debe mantenerse a concentraciones bajas, existiendo distintas estrategias para 
llevar a cabo este propósito. En Euglena gracilis, que es resistente al cadmio, se ha propuesto un  
mecanismo que consiste en la reducción de la entrada del metal (Bariaud y col., 1985). En algunas 
bacterias se ha descrito como mecanismo para evitar la toxicidad del cadmio el secuestro extracelular del 
cadmio y una posterior extrusión del metal (Mitra y col., 1975; Tynecka y col., 1981). En plantas, sin 
embargo, no se conoce un mecanismo similar, y se ha sugerido la compartimentación en la vacuola como 
uno de los principales mecanismos de desintoxicación (Woolhouse, 1983) (Fig. 1.2). Otro mecanismo 
relacionado con la tolerancia al metal es la formación de quelatos de Cd con moléculas orgánicas, 
disminuyendo así la concentración intracelular del ión tóxico (Krotz y col., 1989), o con péptidos ricos en 
cisteína, denominados fitoquelatinas (PCs), que son altamente inducibles por cadmio al que se unen con 
gran afinidad (Leita y col., 1992; Obata y Umebayashi, 1993; Rauser y Meuwly, 1995; Vögeli-Lange y 
Wagner, 1996). En la Fig. 1.2 se muestra un modelo en el que se proponen varios mecanismos de control 
de entrada, salida y acumulación de Cd en células vegetales.  
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Fig. 1.2 Modelo que describe los mecanismos de entrada, exclusión y acumulación de 
cadmio en células vegetales (modificado de Wagner, 1993; Rauser, 1995; Zenk, 1996; 
Cobbett 2000). 1. Unión a la pared celular; 2. limitación del flujo de cadmio a través de la 
membrana plasmática; 3. salida activa de cadmio presente en bacterias; 4. acumulación y 
secuestro de cadmio con diferentes complejos; 5. entrada activa a la vacuola tipo casete, 
unido a ATP; 6. antiporte Cd2+/H+; 7. ATPasa vacuolar generando un gradiente de 
protones; 8. mecanismo hipotético de entrada con S2- a través del plasmalema; 9. 
Transporte de los complejos-Cd fuera de la célula. 

Las PCs son moléculas ricas en cisteína que poseen grupos SH que actúan uniéndose a los metales. 

PCs tienen una estructura primaria que responde a la fórmula (γ-Glu-Cys)n-Gly, donde n suele estar 

 2 y 7 dependiendo del organismo. La síntesis de fitoquelatinas tiene lugar a partir del glutation (GSH) 
el que están relacionadas estructuralmente (Rauser, 1995; Cobbett, 2000). En raíces de Brassica 

ea expuestas a una concentración de cadmio 25 µM se ha observado un incremento en la expresión 

-glutamilcisteína sintetasa mitocondrial, implicada en la biosíntesis de GSH (Schäfer y col., 1998), y en 

idopsis además, se activa la expresión de una GR citosólica (Xiang y Oliver, 1998). En ambos casos 
gulación parece ser a nivel transcripcional.  
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La sobreexpresión de una γ-glutamilcisteína sintetasa de E. coli en plantas de Brassica juncea 

incrementa la producción de PCs y glutation, mejorando así la tolerancia al cadmio (Zhu y col., 1999). El 
mismo efecto se ha demostrado en plantas de tabaco que sobreexpresan una cisteína sintasa de arroz 
(Harada y col., 2001). Por otro lado, las enzimas implicadas en la biosíntesis de fitoquelatinas se 
encuentran de forma constitutiva en la naturaleza (Zenk, 1996), siendo la PC sintasa el primer punto de 
regulación, ya que se activa por la presencia  de metales en el medio (Cobbett, 2000). Las PCs se 
comportan como metabolitos de tránsito con una capacidad de recambio bastante rápido, y parece ser que 
la razón está en su participación en procesos de homeostasis de metales en la planta, algo que se ha 
encontrado tanto en mono- como en dicotiledóneas, así como en algas pardas, verdes y rojas (Rauser, 
1995). También se han descrito PCs en levaduras, como Candida glabrata, en la que coexisten con 
metalotioneínas (Zenk, 1996). Son numerosos los trabajos en los que se correlacionan la indución de PCs 
y los compuestos tiólicos por efecto del cadmio (Leita y col., 1992; Obata y Umebayashi, 1993; Rauser y 
Meuwly, 1995; Vögeli-Lange y Wagner, 1996), aunque también existen otros metales capaces de inducir 
las PCs, como el Zn, el Cu y la Ag (Rauser, 1995; Zenk, 1996; Cobbett, 2000). Las PCs son necesarias 
para la tolerancia al cadmio (Clemens y col., 1999). Así, mutantes de Arabidopsis thaliana, deficientes en 
glutation son sensibles al cadmio, probablemente por una reducción de la  producción de PCs (Howden y 
col., 1995). Sin embargo, la existencia de fitoquelatinas por sí sola no es suficiente para la tolerancia al 
cadmio (Vögeli-Lange y Wagner, 1996).  

Mediante técnicas de microanálisis de rayos-X se han observado gránulos de acúmulo de cadmio, 
densos a los electrones en el citoplasma, vacuola y núcleo de raíces de Agrostis y maíz (Rauser y 
Ackerley, 1987). En raíces de maíz, también se ha detectado cadmio en la pared de elementos cribosos y 
en la lamela que separa la endodermis del periciclo (Khan y col., 1984). Por otro lado, en el alga Dunaliella 

bioculata, tratada con altas concentraciones de cadmio, sólo se ha localizado el metal en la vacuola 
(Heuillet y col., 1986), al igual que en hojas de tabaco, en las que el metal se encuentra unido a PCs 
(Vögeli-Lange y Wagner, 1996). En estudios llevados a cabo en la planta acuática Azolla se han detectado 
grandes concentraciones de Cd formando agregados con fosfatos y calcio, la mayor parte de los cuales se 
localizaron en la pared celular de las células de la vaina y células que rodean al xilema (Sela y col., 1988). 
En el alga unicelular Tetraselmis suecia, capaz de acumular grandes cantidades de cadmio, se ha descrito 
que el metal se acumula en vesículas osmiofílicas que además contienen concentraciones elevadas de N 
y S (Nassiri y col., 1997). La localización subcelular del cadmio resulta difícil en aquellos casos en que no 
se encuentre formando  agregados que puedan detectarse. Así se deduce del estudio en Thlaspi 

caerulescens, hiperacumulador de Zn y Cd, en el que se han empleado dos métodos diferentes para la 
detección de los metales, con resultados distintos, aunque se puede concluir que el cadmio se acumula 
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principalmente en el apoplasto de la raíz y, en menor medida, en las vacuolas, en las que se encuentra 
junto a calcio e hierro (Vázquez y col., 1992). Otro mecanismo de desintoxicación utilizado por algunas 
plantas es la acumulación del metal en los tricomas de la superficie foliar, como ocurre en Brassica juncea 
(Salt y col., 1995a), en la que además, se localiza el cadmio en raíces, ligado a PCs, en contraste con los 
complejos encontrados en el xilema, formados con ligandos de oxígeno o nitrógeno. También se ha 
detectado cadmio en los tricomas de Arabidopsis halleri, acomplejado con P y S además de localizarse en 
la vacuola de las células del mesófilo (Küpper y col., 2000). Choi y col. (2001) han descrito que  plantas de 
tabaco excretan cadmio a través de tricomas, junto con Mg y Mn, en forma de cristales formados a base 
de oxígeno, calcio y carbono. En plantas de lirio de agua se ha encontrado que el cadmio puede 
acumularse formando estructuras cristalinas junto con calcio, en las glándulas de la epidermis de la cara 
abaxial de las hojas, en peciolos y en rizoma (Lavid y col., 2001). 
 En definitiva, la tolerancia a un metal se puede atribuir a mecanismos fisiológicos que permiten a 
la planta funcionar normalmente incluso en presencia de altas concentraciones del metal. Las plantas 
tolerantes se pueden diferenciar de las sensibles por su funcionamiento a lo largo del crecimiento 
(supervivencia de semillas, biomasa, crecimiento de raíces y tallos, crecimiento del tubo polínico, etc.) 
(Baker y Walker, 1989). Una de las diferencias entre tolerancia y sensibilidad puede estar determinada por 
la acumulación y localización del cadmio, como ocurre en dos ecotipos de Silene vulgaris, en los que el 
almacenamiento en la vacuola juega un papel determinante (Chardonnens y col., 1998), así como en 
Thlaspi caerulescens que parece acumular gran parte del metal en la pared celular antes de que ocurra su 
paso al simplasto (Nedelkoska, y Doran, 2000). Existen más de 400 especies hiperacumuladoras, término 
que fue introducido por Brooks y col. (1977) para definir aquellas plantas que acumulaban más de 1 mg Ni 
por g de peso fresco en sus tallos. Estas plantas pertenecen a 45 familias, de las cuáles el 75% son 
hiperacumuladoras de Ni. Normalmente, la tolerancia a metales pesados es específica y son raros los 
casos de co-tolerancia. Sin embargo, hay descritos algunos casos como los de Thlaspi caerulescens y 
Arabidopsis halleri que son  hiperacumuladores de Cd y Zn (Vázquez y col., 1992; Küpper y col., 2000) o 
el de Chloris barbata que presenta co-tolerancia al mercurio, cadmio y zinc (Patra y col., 1994).  
 
1.5.TOXICIDAD DEL CADMIO EN PLANTAS 

1.5.1. Alteraciones Estructurales y Ultraestructurales 

Como se ha indicado anteriormente la entrada del cadmio se produce fundamentalmente por la 
raíz, pero parte de este metal se va a translocar al resto de la planta. Sin embargo, la distribución del 
cadmio en la planta no suele ser homogénea, siguiendo, en general, el siguiente orden, de mayor a menor 
acumulación: raíz, tallo, hoja, fruto y semilla (Leita y col., 1992; di Cagno y col., 1999; Dixit y col., 2001). 
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En monocotiledóneas como Allium sativum, se ha visto que se produce una gran acumulación de cadmio 
en la raíz, pasando muy poco metal al bulbo y mucho menos al tallo (Jiang y col., 2001). Aunque existen 
excepciones como son las de algunas plantas acuáticas en las que la acumulación en hojas es mayor que 
en los tallos (Saygideger, 2000).  

Los cambios en los tejidos y las células son resultado de la interacción bien directa o indirecta del 
metal con componentes estructurales. Como la principal entrada del metal es a través de la raíz, es de 
esperar que los primeros efectos del cadmio sean en este tejido. En general, los principales cambios 
estructurales y morfológicos causados por el metal en este órgano vienen a ser: disminución de la 
elongación de la raíz, daño en el extremo de la raíz, disminución de pelos radicales, disminución de la 
biomasa radicular, disminución del diámetro de los vasos y alteraciones estructurales en la hipodermis y 
endodermis (Khan y col., 1984; Barceló y col. 1988; Ouzounidou y col., 1997; Vitória y col., 2001). Sin 
embargo, al aumentar la concentración del metal, se produce la distribución de éste a lo largo de toda la 
planta y, como consecuencia, se originan daños estructurales generalizados en la misma. Así, se produce 
una reducción en la multiplicación celular, una disminución del número de cloroplastos y un 
ensanchamiento de los mismos, una disminución y deformación de las membranas tilacoidales, una 
disminución del número de grana, un aumento de los gránulos de almidón y de plastoglóbulos, lo que 
indica una liberación de lípidos desde la membrana tilacoidal y una desorganización de la estructura 
interna (Barceló y col. 1988; Ouzounidou y col., 1997; Baryla y col., 2001). Desde un punto de vista 
estructural, los cloroplastos parecen ser el orgánulo diana de la toxicidad del cadmio aunque en cultivos 
celulares  también se han observado cambios en otros orgánulos como mitocondrias y retículo 
endoplasmático (Neumann y col., 1994) 
 
1.5.2. Desequilibrios Nutricionales y de Crecimiento 

 Se han observado desajustes nutricionales en las plantas sometidas a concentraciones tóxicas o 
prolongadas de cadmio, con lo que algunos de los efectos del metal pueden estar relacionados con las 
deficiencias que este desequilibrio provoca. Como se observa en la Tabla 1.1  el efecto del cadmio varía 
según las condiciones experimentales (concentración del metal, periodo de tratamiento, etc.), el tipo de 
tejido y el nutriente considerado, además de la susceptibilidad de la especie estudiada.  

En términos generales, la concentración de macronutrientes disminuye en presencia de cadmio, 
tanto en las raíces como en la parte aérea (Greger y Lindberg, 1987; Welch y col., 1993; Gussarson y col., 
1996). Algo similar ocurre con el contenido de micronutrientes, como se puede observar en la Tabla 1.1. 
Alteraciones en el transporte de macro y micronutrientes en situaciones de toxicidad por cadmio podrían  
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deberse a varios procesos, entre ellos, cambios en las actividades H+-ATPasa y NADPH-reductasas de 
membranas, cambios en la selectividad de los transportadores y procesos de antagonismo entre el cadmio 
y los distintos elementos (Gussarsson y col., 1996; Korshunova y col., 1999). 

 

Tabla 1.1 Algunos ejemplos de desequilibrios nutricionales causados por el cadmio. El 
asterisco indica especies hiperacumuladoras de metales 
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Nutriente 

 
Efecto del Cd 

 
Especie Vegetal Referencias 

Ca Disminuye en la pared 
celular de epidermis de raíz 
 

Azolla filiculoides Sela y col. (1988) 

 Disminuye en tallo y hojas Triticum aestivum   Ouzounidou y col. (1997) 

 Aumenta en hojas Nymphaea Lavid y col. (2001) 

K Disminuye en la pared 
celular de epidermis de raíz 
 

Azolla filiculoides Sela y col. (1988) 

 Disminuye en tallo y hojas Triticum aestivum Ouzounidou y col. (1997) 

Cl Aumenta en células de la 
vaina 

Azolla filiculoides Sela y col. (1988) 

P Aumenta 2 ó 3 veces en 
raíces 

Azolla filiculoides Sela y col. (1988) 

Mg Disminuye en citoplasma de 
raíces y tallos 
 

Azolla filiculoides Sela y col. (1988) 

 Disminuye en tallos y hojas Triticum aestivum Ouzounidou y col. (1997) 

Fe Aumenta en pared celular de 
epidermis 
 

Azolla filiculoides Sela y col. (1988) 

 Disminuye en tallos Triticum aestivum 
Arabidopsis hallieri∗  
 

Ouzounidou y col. (1997) 
Küpper y col. (2000) 

 Disminuye en tallos y raíces Pisum sativum Hernández y col. (1998) 

Mn Disminuye en raíces y tallos Brassica juncea ∗  
Pisum sativum 
Arabidopsis hallieri∗  

Salt y col. (1995) 
Hernández y col. (1998) 
Küpper y col. (2000) 

  
Disminuye en hojas 

 
Nymphaea 

 
Lavid y col., 2001 
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1.5.3. Relaciones Hídricas y Función Estomática  

 El daño provocado por el metal sobre la función de las membranas, el equilibrio iónico y las 
actividades enzimáticas, va a originar alteraciones en las relaciones hídricas de la planta, tanto a nivel 
celular como en la planta completa (Barceló y Poschenrieder, 1990). Uno de los primeros efectos que se 
observan como consecuencia de la toxicidad del metal es la inhibición de la expansión celular (Barceló y 
col., 1988; Poschenrieder y col., 1989; Saygideger, 2000), y una disminución de los espacios intercelulares 
(Barceló y col., 1988; Poschenrieder y col., 1989). El estado hídrico de la planta va a depender de tres 
factores fundamentalmente: la entrada de agua, el transporte, y la pérdida de la misma. La entrada de 
agua se realiza a través de la raíz principalmente, de modo que su daño o menor crecimiento puede 
afectar a este proceso. Sin embargo, éste puede no ser el único motivo para que disminuya la entrada de 
agua, ya que también puede haber un incremento de la resistencia al flujo del agua hacia la raíz y desde 
ésta hacia el resto de la planta (Barceló y Poschenrieder, 1990). El movimiento del agua a lo largo de la 
planta en presencia de cadmio puede verse afectado por una disminución del diámetro y número de los 
vasos, provocado quizás por una menor división celular (Barceló y col., 1988; Saygideger, 2000), así como 
por la obstrucción de los mismos debido a la presencia de complejos de cadmio (Salt y col., 1995a) o de 
deposiciones amorfas probablemente procedentes de la pared celular (Vázquez y col., 1989). Se ha 
encontrado que existe un efecto del cadmio sobre la apertura de los estomas que induce al cierre de los 
mismos, probablemente por problemas de pérdida o disminución de energía o por alteraciones en el flujo 
de iones potasio a través de la membrana o incluso por el incremento de estomas defectuosos o de menor 
tamaño (Barceló y Poschenrieder, 1990; Greger y Johansson, 1992). En respuesta a bajas 
concentraciones de cadmio o a exposiciones muy cortas al metal, puede darse el efecto contrario, la 
apertura estomática (Barceló y Poschenrieder, 1990). En cuanto a la tasa de transpiración, parece que se 
ve afectada por el metal de un modo complejo ya que existen estudios  en los que se observa un 
incremento (Greger y Johansson, 1992; di Cagno y col., 1999), mientras que en otros se observa una 
reducción (Saygideger, 2000),  o bien no se observan cambios con respecto al control (Chardonnens y 
col., 1998)  
 

1.5.4. Desajustes en la Fotosíntesis 

 En general, la actividad fotosíntética siempre se ve afectada por el cadmio, aunque los efectos del 
metal dependen del tiempo de tratamiento, concentración del mismo y especie vegetal de la que se trate. 
Como se ha descrito anteriormente, se han detectado daños en la arquitectura y organización del aparato 
fotosintético (Ouzounidou y col., 1997; Skórzynska y col., 1997; Jemal y col., 2000), y por otro lado, el 
cadmio provoca daños en las enzimas y metabolitos implicados en el proceso fotosintético. En un estudio 
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sobre el efecto del cadmio en el ciclo de Calvin realizado en plantas de Phaseolus vulgaris, se ha 
observado un incremento de tres metabolitos clave para este ciclo, la ribulosa-1,5-bifosfato, el ácido 
fosfoglicérico y el fosfato de dihidroxiacetato, así como en el ATP, quizás por un menor consumo de éstos, 
y una inhibición de la actividad Rubisco (Siedlecka y col., 1997). Además, se ha observado que el cadmio 
provoca la inhibición de otras enzimas, como la carboxilasa, la NADP-gliceraldehido-3-fosfato 
deshidrogenasa, la fructosa-1,6-bifosfatasa y la NADP-malato deshidrogenasa (Lakshaman y col., 1999). 
Parece ser que la actividad del fotosistema II (FSII) se ve más alterada que la del fotosistema I (FSI), tanto 
in vivo como in vitro, en cuyo caso, el primero llega a inhibirse hasta un 46% mientras que el segundo 
prácticamente no se altera (Greger y Ögren, 1991; Lakshaman y col., 1999). Sin embargo, hay casos en 
los que no se ve alterado en modo alguno el FSII, ni el transporte electrónico durante la fotosíntesis, ni la 
ultraestructura de cloroplastos, si bien se argumenta que la reducción de la disponibilidad de CO2 en el 
cloroplasto puede ser uno de los efectos tóxicos del cadmio, aunque no es el único (Baryla y col., 2001). 

No hay que olvidar los daños causados en los pigmentos necesarios para llevar a cabo la 
fotosíntesis principalmente en la biosíntesis de éstos. Así, el cadmio provoca una disminución en el 
contenido de clorofila, a veces localizada en hojas jóvenes, como en el caso de Brassica juncea (Salt y 
col., 1995a), pero en otros casos esta pérdida se observa en toda la planta, así como en  la relación 
clorofila a/b (Sheoran y col., 1990; Gallego y col., 1996; Lakshaman y col., 1999; di Cagno y col., 1999). 
También se ha visto en cotiledones de rábano que el Cd induce cambios en la composición y estructura 
del complejo proteínico 2 de la antena clorofila a/b (Krupa, 1988). Se ha encontrado que la sustitución del 
Mg central en la clorofila por Cd es un daño importante en el estrés causado por este metal. Esta 
sustitución evita la recepción de la luz por parte de los pigmentos interceptando, por tanto, la cadena de 
transporte fotosintética (Küpper y col., 1996). 

Todo esto hace que la tasa fotosintética de las plantas tratadas con cadmio sea menor que la de 
las plantas control, lo que posiblemente está muy relacionado con la reducción de la biomasa (Lakshaman 
y col., 1999; Saygideger, 2000) 
 
1.5.5. Inhibición de otras Actividades Enzimáticas 

 El cadmio ejerce su toxicidad a través de la inactivación de algunas actividades enzimáticas, 
posiblemente debido a su capacidad para reaccionar con los grupos sulfhidrilo de las mismas. Entre estas 
enzimas están la anhidrasa carbónica, las carboxipeptidasas, la alcohol deshidrogenasa y la ARN y ADN 
polimerasas. Las proteínas con dedos de Zn juegan un papel importante en la regulación de genes y 
pueden verse afectadas también por el cadmio (Wagner, 1993). Otra enzima que se ve inhibida por el 
cadmio es la nitrato reductasa, lo que redunda en una reducción de la absorción de nitrato y su transporte 
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de la raíz al tallo (Hernández y col., 1996). Los efectos del cadmio pueden llegar incluso a actividades 
asociadas con membranas, como la H+-ATPasa (Fodor y col., 1995; Gries y Wagner, 1998). 
 
1.5.6. Alteración de Componentes de Membranas 

 El cadmio también provoca cambios en la composición de las membranas, esenciales para el 
desarrollo de determinadas rutas metabólicas y para mantener la integridad de los distintos orgánulos y la 
propia célula. En plantas de tomate sometidas a diferentes concentraciones de cadmio se ha observado 
que existe una disminución de la cantidad de lípidos totales, tanto en hojas como en raíces. Así, 
disminuyen los contenidos de glicolípidos, fosfolípidos y lípidos neutros, y estos últimos pueden asociarse 
a una pérdida de membranas intracelulares dando lugar a un menor número de orgánulos (Ouariti y col., 
1997). Sin embargo, se ha observado un aumento en la fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol y 
fosfatidiletanolamina en hojas, lo que puede afectar a la estructura de las membranas tilacoidales (Jemal y 
col., 2000). Además, se ha encontrado un aumento en la actividad lipooxigenasa, cuyos productos son 
radicales libres, que pueden ocasionar daños en los lípidos de la membrana. En general, en hojas se 
reduce el grado de insaturación, lo que sugiere un aumento en la desaturación de ácidos grasos 
acelerando así la peroxidación lipídica. En cambio, en raíces parece existir una mayor estabilidad en las 
membranas (Gallego y col., 1996; Ouariti y col., 1997; Jemal y col., 2000). Se ha visto que la inducción de 
una proteína por un choque térmico (HSP) previene el daño causado por el cadmio a las membranas y a la 
ultraestructura. Algunas de estas proteínas juegan un papel importante en el ensamblaje de otras 
proteínas, lo que puede llevar a una reintegración de los complejos de proteínas en las membranas 
(Neumann y col., 1994). 
 
 1.5.7. Especies de Oxígeno Reactivo 

 Parece ser que el grado del daño celular producido en plantas crecidas con concentraciones 
tóxicas de cadmio, está relacionado con la formación de especies de oxígeno reactivo y con la eficiencia y 
capacidad antioxidante, así como con los mecanismos reparadores de la planta. Se ha descrito que los 
metales pesados estimulan la producción de radicales libres y especies de oxígeno reactivo (Foyer y col., 
1997), bien de forma directa interfiriendo en la transferencia de electrones, bien de forma indirecta al 
inhibir determinadas reacciones metabólicas (Halliwell y Gutteridge, 1984). Así, se ha observado un 
incremento de la peroxidación lipídica en dos clones de Holcus lanatus uno sensible y otro tolerante al 
cadmio (Hendry y col., 1992), así como en hojas de girasol, judía y guisante expuestos a este metal 
(Gallego y col., 1996; Chaoui y col., 1997; Dixit y col., 2001). La reacción frente a esta situación de estrés 
difiere según la especie, la edad de la planta e incluso del tejido de que se trate, y además, hay que 
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tener en cuenta la concentración del metal y el tiempo del tratamiento. Una respuesta bastante 
generalizada consiste en la disminución de la cantidad de GSH y de la relación GSH/GSSG, lo que implica 
cambios en el estado de oxidación de la planta (Gallego y col., 1996; Dixit y col., 2001). En cuanto al 
efecto del cadmio sobre los antioxidantes enzimáticos como CAT, GR, APX, DHAR y SODs, se ha descrito 
una disminución de su actividad en algunos estudios (Gallego y col., 1996) mientras que en otros se ha 
observado un aumento (Dixit y col., 2001; Vitória y col., 2001).  Sin embargo, se desconocen los 
mecanismos íntimos implicados tanto en la generación de especies de oxígeno reactivo, como en la 
modificación de la actividad de los sistemas antioxidantes enzimáticos. 
 

1.6. RECUPERACIÓN DE SUELOS Y AGUAS CONTAMINADOS MEDIANTE 

LA UTILIZACIÓN DE PLANTAS ACUMULADORAS 

  La contaminación de la biosfera con metales tóxicos se ha acelerado de forma extraordinaria 
desde la revolución industrial. Como se ha visto, la contaminación de suelos y aguas constituyen un grave 
problema para la salud humana y en general, para todos los seres vivos. Se ha observado que las plantas 
son capaces de absorber y concentrar determinados elementos del medio que les rodea, entre ellos los 
metales pesados, independientemente de que sean necesarios para su desarrollo y crecimiento. Lo ideal 
es encontrar plantas que sean capaces de tolerar y acumular grandes cantidades de estos metales 
pesados, a fin de poder retirarlos del medio ambiente (Salt y col., 1995b).  
 Existen principalmente tres tipos de técnicas que utilizan las plantas para la descontaminación de 
suelos y aguas:  
a) La fitoextracción, en la que la planta acumuladora se usa para transportar y concentrar metales desde el 
suelo hacia diferentes partes de la misma (fundamentalmente raíces o tallos).  En este caso, la planta ideal 
debe tolerar y acumular grandes cantidades del metal, debe presentar un crecimiento rápido y una 
capacidad grande de producir biomasa en el campo.  
b) La rizofiltración, en la que las raíces de la planta absorben, precipitan y concentran metales pesados 
desde el agua. Una planta ideal para esta técnica sería aquella que presente un crecimiento rápido de 
raíces que retiren metales pesados de la solución por un largo periodo de tiempo, y muestren baja 
eficiencia en la translocación hacia los tallos.  
c) La fitoestabilización, que consiste en la reducción de la movilidad de los metales por parte de la planta, 
evitando así la salida de éstos hacia acuíferos o hacia la atmósfera. Es especialmente útil en zonas que 
han sido contaminadas y han perdido la vegetación existente. Esta técnica requiere plantas capaces de 
tolerar altos niveles de metales pesados e inmovilizarlos en el suelo, bien por su entrada a través de la 
raíz, bien por su precipitación o reducción (Salt y col., 1995b). 
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 Hasta ahora las técnicas utilizadas para descontaminar suelos consistían en la excavación, 
transporte y deposición de los suelos contaminados en zonas reservadas; o bien en el tratamiento del 
suelo con compuestos químicos para inmovilizar los metales, seguido de un procesamiento del suelo para 
evitar la penetración del agua; y finalmente, provocar la salida de los metales con soluciones ácidas. El 
método de recuperación del terreno con plantas es más deseable desde el punto de vista ecológico, 
puesto que se recicla el suelo de un modo estable por medios biológicos, y además, es menos costoso 
que las técnicas clásicas que utilizan métodos físico-químicos, más destructivos (Meagher, 2000; Mejáre y 
Bülow, 2001). En el caso de aguas contaminadas, las técnicas utilizadas consisten en la precipitación o 
floculación, seguida de la sedimentación con posterior extracción de los fangos resultantes (intercambio 
iónico, ósmosis reversa y finalmente, microfiltración). La rizofiltración presenta una ventaja basada en la 
capacidad de las plantas de extraer metales pesados hasta el 60% de su peso seco, reduciendo así, la 
generación y coste adicional de grandes cantidades de residuos tóxicos. Además, puede ser utilizada en 
los casos en los que la concentración de metales pesados no sea muy alta y el volumen de agua sea 
elevado (Salt y col., 1995b). 
 Aparte de la capacidad natural de las plantas para extraer metales del suelo, existen técnicas 
mediante las cuales se puede ayudar a esta acumulación, como son: la manipulación del suelo (utilización 
de quelantes, disminución de micronutrientes, reducción del pH, utilización de micororganismos, etc.) para 
aumentar la disponibilidad de los metales para la planta. En definitiva, una mejor comprensión de los 
procesos fisiológicos y  bioquímicos de la planta relacionados con la entrada, transporte y acumulación de 
metales, así como de los mecanismos de resistencia a los mismos dará lugar a considerables mejoras en 
la recuperación de suelos y aguas contaminados mediante el uso de modernas aproximaciones de 
genética vegetal (Mejáre y Bülow, 2001). Estas técnicas están pensadas para concentrar metales en los 
tejidos vegetales, minimizando la cantidad de elementos peligrosos en suelos y aguas, metales que 
habrán de ser depositados en lugares de residuos peligrosos y con la idea futura de eliminarlos del tejido 
vegetal (Salt y col., 1995b; Meagher, 2000).  
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1.7. LA MOLÉCULA DE OXÍGENO 

 El elemento químico que conocemos como oxígeno existe en el aire en forma de  molécula 
diatómica (O2) y apareció en la atmósfera terrestre en cantidades apreciables hace unos 2.500 millones de 
años debido a la existencia de algas verdeazuladas capaces de realizar procesos fotosintéticos (Halliwell y 
Gutteridge, 2000). El oxígeno fue descubierto como un constituyente del aire, casi simultáneamente por el 
químico, filósofo y teólogo inglés Joseph Priestley y por el farmacéutico sueco Carl Scheele, a finales del 
siglo XVIII. Pero fue el químico francés Antoine Lavoisier, quien años más tarde le dio su nombre actual y 
estableció las bases de la química del oxígeno.  
 Desde que los organismos colonizaron la tierra han debido evolucionar con el incremento del nivel 
de oxígeno presente en la atmósfera, que actualmente se sitúa en un 21%. Esta evolución ha estado 
dirigida hacia dos aspectos fundamentales para los seres vivos actuales, uno de ellos es la producción, de 
modo eficiente, de energía a través de cadenas de transporte electrónico cuyo último aceptor es el O2 y el 
otro, es el desarrollo de un mecanismo de defensa, que implica distintos sistemas antioxidantes, frente a la 
toxicidad del propio O2 (Noctor y col., 2000). Si bien, actualmente existen organismos anaerobios que han 
evitado esta evolución y que  residen generalmente en habitats en los que el oxígeno no puede penetrar 
fácilmente (Halliwell y Gutteridge, 2000).  
 

1.8. ESPECIES DE OXÍGENO REACTIVO (ROS) 

Los trabajos de Rebeca Gerschman y Daniel Gilbert realizados en 1954 fueron pioneros en 
proponer que la toxicidad de la molécula de oxígeno no se debe tanto a su efecto directo sobre 
determinadas enzimas, a las cuáles puede llegar a inactivar, sino a la formación de radicales libres de 
oxígeno. 
 Un radical libre es cualquier átomo o molécula, capaz de existir de forma independiente, que 
contiene, al menos, un electrón desapareado ocupando un orbital atómico o molecular (Halliwell y 
Gutteridge, 2000). La molécula de oxígeno es un radical libre, según esta definición, pero no todas las 
especies de oxígeno reactivo (ROS) lo son (Fig 1.3). Éstas, incluyen a los productos de su reducción, el 

radical superóxido (O2
.-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (∙OH), y su forma excitada, 

el oxígeno singlete y son a las responsables de la toxicidad de la molécula de oxígeno (Fridovich, 1983; 
Elstner, 1987; Cadenas, 1989; Boveris, 1998; Halliwell y Gutteridge, 2000) (Fig. 1.3). 
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. 1.3 Configuración electrónica de la molécula de oxígeno y de sus formas activadas 

 Figura 1.4 se muestra la secuencia de reacciones de transferencia de electrones a la 
oxígeno y la formación de especies de oxígeno reactivo, y en la Tabla 1.2 se muestran 
s especies más importantes. 
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1.4 Secuencia de reacciones de transferencia de electrones a la molécula  de oxígeno 
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oluciones acuosas tiene una vida media de milisegundos y es el radical de oxígeno 

 reactividad depende del medio en el que se encuentre y del pH, a menos que esté 

dical perhidroxilo (HO2
∙) que es un agente reductor mucho más potente y capaz de 

as, además de iniciar la peroxidación de ácidos grasos (Halliwell y Gutteridge, 2000). El 
puede actuar como oxidante y como reductor, y en soluciones acuosas desaparece 
ismutación espontánea (Fridovich, 1986). De hecho, esta reacción espontánea de 
proporcionamiento domina toda la química de los radicales superóxido en medios 
icales pueden disminuir la actividad de enzimas antioxidantes como catalasa y glutation 
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idratasa, la aconitasa, la fumarasa y la ribonucleótido reductasa (Halliwell y Gutteridge, 
, la toxicidad de los radicales superóxido realmente proviene de su interacción con el 
mediante la reacción de Haber-Weiss, a la producción del radical ∙OH, uno de los 
ntes que se conocen (Fig.1.5).   
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En sistemas biológicos el O2
.- se origina como producto o intermediario en la reacción enzimática 

de oxidasas y oxigenasas, siendo la xantina oxidasa (XOD) uno de los principales sistemas generadores 

de O2
.-. También tiene lugar su formación durante la autooxidación de compuestos de importancia 

biológica, como la hemoglobina, la ferredoxina reducida, las flavinas, las catecolaminas e hidroquinonas 
(Halliwell y Gutteridge, 2000).  
 
1.8.2. Peróxido de Hidrógeno (H2O2) 

Es la única especie de oxígeno reactivo estable en solución, por lo que puede acumularse de 
forma apreciable en medios acuosos neutros y difundir a través de las membranas (Elstner, 1987). El H2O2 

se ha encontrado en tejidos vegetales en concentraciones del orden de 2 µM pudiendo incrementarse 

hasta 30 µM en casos de infecciones por Phytophtora megasperma (Svalheim y Robertsen, 1993). 

También se han descrito concentraciones de 0,1 – 0,6 µmol g-1 de peso fresco (Patterson y col., 1984), 

que pueden aumentar entre tres y cuatro veces con bajas temperaturas (Okuda y col., 1991; Kingston-
Smith y col., 1999). El H2O2 es un agente oxidante y reductor no muy fuerte pero a pesar de ello puede 
llegar a ser citotóxico.  

 
1.8.3. Radical Hidroxilo (∙OH) 

Este radical libre es uno de los agentes oxidantes más fuertes que se conocen (Buettner, 1989). 
Su vida media es muy corta, del orden de nanosegundos, de tal modo que, nada más producirse, 
reacciona inmediatamente con las moléculas más cercanas. Se origina en reacciones tipo Fenton y 
también en la clásica reacción de Haber-Weiss (1934) catalizada por trazas de metales, principalmente 
Fe3+ o Cu2+ (Halliwell y Gutteridge, 1992) (Fig. 1.5). En realidad, esta reacción está constituida por dos 
semirreacciones; en la primera de las cuales interviene el radical superóxido, que actúa reduciendo al Fe3+ 
o Cu2+, mientras que la segunda es la reacción de Fenton, mencionada anteriormente. El radical ∙OH 
reacciona con la mayoría de los compuestos presentes en los sistemas biológicos, incluido el ADN, 
provocando daños en las bases y rotura de las cadenas (Packer y Glazer, 1990; Halliwell y Gutteridge, 
2000), dando lugar a mutaciones como se ha observado en E. coli (Nunoshiba y col., 1999). Estos 
radicales también pueden producir daños oxidativos importantes en las proteínas y en las membranas 
(Halliwell y Gutteridge, 2000). 
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1.8.4. Oxígeno Singlete (1O2) 
Es una especie muy reactiva que para formarse necesita un aporte de energía y se produce 

principalmente en reacciones fotodinámicas en el interior de los cloroplastos (Asada y Takahashi, 1987). Al 
perder la restricción de spin, la capacidad oxidativa del oxígeno singlete es mucho mayor que la del 
oxígeno molecular (Halliwell y Gutteridge, 2000). Se ha observado que es capaz de oxidar determinadas 
enzimas como la catalasa (Lledías y col., 1998) y promover la peroxidación de lípidos (Halliwell y 
Gutteridge, 2000). 

 
1.9. ESPECIES DE NITRÓGENO REACTIVO (RNS) 

El óxido nítrico (NO∙) es un radical libre gaseoso, ligeramente soluble en agua y más soluble en 
solventes orgánicos, que puede difundir rápidamente en el espacio celular e intercelular. En contacto con 

el aire, puede reaccionar con el oxígeno dando lugar al dióxido de nitrógeno (NO2
∙) mucho más reactivo 

que el NO∙ (Halliwell y Gutteridge, 2000) (Fig.1.6). La reacción del NO∙ con el O2
.- da lugar a la formación 

de peroxinitrito (ONOO-) que es un potente oxidante de moléculas biológicas, incluyendo los grupos -SH, 

los lípidos, los aminoácidos y los nucleótidos (Beckman y Koppenol, 1996). El NO∙ fue caracterizado en un 
principio como factor de relajación del tono endotelial  (Moncada y col., 1991) y actualmente se sabe que 
es una molécula señal en células animales que regula varios procesos biológicos de los sistemas inmune, 
nervioso y vascular (Buchanan y col., 2000). Estudios recientes han llevado a pensar que el NO∙ actúa 
como una molécula señal también en plantas (Wendehenne y col., 2001). El NO∙, como regulador del 
desarrollo, promueve la germinación, la extensión foliar y el crecimiento de la raíz, y retrasa la senescencia 
foliar y la maduración del fruto (Leshem y col., 1998; Leshem, 2000). En la mayoría de los organismos el 
NO∙ es sintetizado por un grupo de enzimas denominadas óxido nítrico sintasas (NOS; EC 1.14.13.39), 
que catalizan la oxidación, dependiente de oxígeno y NADPH, de la L-arginina a NO∙ y citrulina, en una 
reacción compleja que requiere FAD, FMN y tetrahidrobiopterina, y en algunos casos también calcio y 
calmodulina (Knowles y Moncada, 1994). Hay tres tipos de NOS: la neuronal (nNOS), originariamente 
descubierta en el sistema nervioso; la endotelial (eNOS), que se expresa constitutivamente en células 
endoteliales; y la inducible (iNOS), identificada inicialmente en macrófagos y hepatocitos después de un 
tratamiento con endotoxinas o ciertas citoquinas. La nNOS y eNOS necesitan Ca2+ y calmodulina para su 
acción, mientras que la iNOS es independiente de Ca2+ (Knowles y Moncada, 1994; Halliwell y Gutteridge, 
2000). 
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Fig. 1.6 Bioquímica del NO· en sistemas biológicos 

 

 
 
1.10. PRODUCCIÓN DE ROS EN SISTEMAS BIOLÓGICOS 
1.10.1. Mitocondrias 

En mitocondrias tiene lugar la producción de O2
.- y H2O2 en el complejo I  de la cadena de 

transporte electrónico mitocondrial, en la NADH-deshidrogenasa, y en el complejo II en la región de la 
ubiquinona-citocromos b (González-Flecha y Boveris, 1995) (Fig. 1.7). Una fuente adicional de H2O2 la 
constituiría la superóxido dismutasa (SOD) mitocondrial. En condiciones normales se estima que un 5% 

del flujo electrónico en mitocondrias se desvía hacia la formación de O2
.- (Rich y Bonner, 1978), aunque 

este porcentaje se incrementa en situaciones de estrés que provocan aumento de equivalentes de 
reducción, tales como salinidad (Hernández y col., 1993; Gómez y col., 1999) o sequía (Leprince y col., 
1994), entre otros.  
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Fig. 1.7 Producción de especies de oxígeno reactivo (ROS) en la cadena de transporte electrónico 
mitocondrial. Fe-S: centros sulfoférricos del complejo II; Fe-SR: proteína sulfoférrica de Rieske; 
Mn-SOD: Mn superóxido dismutasa; UQ: ubiquinona. 
 
 
1.10.2. Cloroplastos 

Los cloroplastos son unos de los orgánulos celulares mas expuestos a la acción de los radicales 

O2
.- en virtud de la elevada presión parcial de oxígeno existente en su interior. La producción de O2

.- y 

H2O2 se encuentra junto al lado reductor del fotosistema I (FSI), en los centros S-Fe (Asada, 1994) (Fig. 

1.8). Otra vía alternativa de producción de O2
.- consiste en la autooxidación de la ferredoxina y en la 

reacción de la ferredoxina-NADP+ reductasa (Asada y Takahashi, 1987). También se ha descrito la 

producción de O2
.-  en el FSII y se ha propuesto al P680, la feofitina y la proteína QA como responsables de 

la generación de superóxido (Ananyev y col., 1994; Navari-Izzo y col., 1999, 2001). Según Asada y 
Takahashi (1987) la tasa de reducción monovalente del O2 en tilacoides constituye un 5-10% de la tasa de 
transporte electrónico total del cloroplasto y este porcentaje puede verse incrementado en situaciones de 
estrés, como se ha descrito en condiciones de salinidad (Hernández y col., 1995; Gómez y col., 1999), 
estrés hídrico (Price y Hendry, 1989), estrés térmico (Hodgson y Raison, 1991), herbicidas (Halliwell, 1987) 
y estrés medioambiental (Elstner, 1987). El H2O2 en cloroplastos puede originarse también en la reacción 
de la Fe-superóxido dismutasa (Fe-SOD) y la CuZn-superóxido dismutasa (CuZn-SOD). 



   Introducción 

 24 

PQH2

PQ

Cit b6/f

PC
psaF

P700

A0

A1

X

Fd

psaD
psaE

A/B
psaC

psaBpsaA

NADP+

LUMENLUMEN

P680

Feo

QA
QBFSII

FSI

Fe-SOD

ESTROMAESTROMA
O2

.-

H2O2

CuZn-
SOD

H2O
Fd/Ciclo Ascorbato-

Glutation

O2
.-

H2O2

CuZn-
SOD tAPX

H2O

PQH2

PQ

Cit b6/f

PC
psaF

P700

A0

A1

X

Fd

psaD
psaE

A/B
psaC

psaBpsaA

NADP+

LUMENLUMEN

P680

Feo

QA
QBFSII

FSI

Fe-SODFe-SOD

ESTROMAESTROMA
O2

.-O2

.-

H2O2H2O2

CuZn-
SOD

H2O
Fd/Ciclo Ascorbato-

Glutation

O2
.-O2
.-

H2O2H2O2

CuZn-
SOD tAPX

H2O

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.8 Esquema de la producción y degradación de especies de oxígeno reactivo en cloroplastos 
(modificado de Navari-Izzo y col., 1999, 2001). CuZn-SOD: CuZn-superóxido dismutasa; Fd: 
ferredoxina; Feo: feofitina; FSI y FSII: fotosistema I y II; Fe-SOD: Fe-superóxido dismutasa; PC: 
plastocianina; PQ: plastoquinona; psaA-F: polipéptidos del FSI con función estructural; tAPX: 
ascorbato peroxidasa de tilacoides 
 
 
1.10.3. Membrana Plasmática 

En la membrana plasmática de células de raíces se ha descrito la producción de O2
.- y H2O2 

asociada a cadenas de transporte electrónico en las que participan actividades NAD(P)H oxidorreductasas 
dependientes de Fe (Vianello y col., 1990, 1992). Quizás el sistema de producción de ROS asociado a la 
membrana plasmática más estudiado es el que se induce en procesos de infección por patógenos dando 

lugar a lo que se denomina “explosión oxidativa”, caracterizada por la producción masiva de H2O2 y O2
.-. 

La producción de ROS parece ser dependiente de una NADPH-oxidasa similar a la descrita en neutrófilos 
compuesta por una flavina y un citocromo tipo b (Lamb y Dixon, 1997; Blumwald y col., 1998). Estas 
formas de oxígeno reactivo desempeñan un papel importante en el proceso de defensa frente al patógeno, 
bien actuando directamente como antifúngicos o antipatógenos, o indirectamente  reforzando la pared 
celular o actuando como molécula señal en la inducción de la respuesta de defensa (Low y Merida, 1996; 
Grant y Loake, 2000).  
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1.11. TOXICIDAD DE ESPECIES DE OXÍGENO REACTIVO  
 La toxicidad de las especies de oxígeno reactivo en sistemas biológicos se debe 
fundamentalmente a:  
1) La inactivación de enzimas por la oxidación de grupos –SH en sus centros activos, o por cambios en el 
estado redox de los metales presentes en estos centros activos. No sólo pueden verse afectadas enzimas, 
sino también receptores y proteínas implicadas en el transporte, provocando alteraciones en el equilibrio 
iónico celular. La oxidación de proteínas catalizada por metales se ha identificado como una modificación 
postraduccional implicada no sólo en procesos fisiológicos sino también en procesos patológicos 
(Stadtman, 1992). Las proteínas dañadas por ROS/RNS son mas susceptibles a la degradación 
proteolítica (Stadtman, 1992), aumentando así el reciclaje de aminoácidos en células sometidas a estrés 
oxidativo, aunque también puede darse el caso de proteínas altamente oxidadas que forman agregados 
resistentes al ataque proteolítico y que se acumulan en la célula contribuyendo a la toxicidad (Pacifici y 
Davies, 1990). 
2) Daños en la molécula de ADN, bien a través de mecanismos indirectos, como pueden ser la activación 
de endonucleasas dependientes de Ca2+, como consecuencia del incremento intracelular de Ca2+, o la 
interferencia con enzimas encargadas de la reparación o de la replicación del ADN (Halliwell y Gutteridge, 
2000). También puede ser a través de una acción directa sobre las bases y/o azúcares que componen las 
cadenas del ADN. En este sentido, el radical hidroxilo (∙OH) es el más peligroso ya que puede atacar a los 
azúcares y las bases, tanto púricas como pirimidínicas, generando multitud de productos que van a influir 
de forma negativa en la estructura tridimensional de la molécula de ADN y, en definitiva, de la cromatina, 
así como en la reparación, replicación y transcripción del mismo, provocando como efecto final mutaciones 
en las cadenas del ADN (Nunoshiba y col., 1999; Halliwell y Gutteridge, 2000). 
3) La peroxidación de los lípidos de membrana, lo que altera la funcionalidad de las mismas (Halliwell y 
Gutteridge, 2000), siendo los ácidos grasos poliinsaturados los más susceptibles a este ataque. Los 
radicales hidroxilo (∙OH) pueden iniciar la peroxidación lipídica, llevando a cabo la sustracción de un H de 
un grupo metileno dando lugar a agua y un radical carbonilo (-C∙H-) (Fig. 1.9). En condiciones aerobias, lo 
normal es que este radical carbonilo reaccione con una molécula de oxígeno dando lugar a un radical 
peroxilo (ROO∙). Éste, a su vez, es capaz de sustraer un átomo de hidrógeno de otra molécula lipídica 
adyacente, dando lugar a una cadena de reacciones que tienden a propagar la peroxidación lipídica, 
además de formar radicales lipídicos (Halliwell, 1987) (Fig. 1.9). 
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Fig. 1.9 Peroxidación lipídica en membranas. α-lin: α-linoleato; α-lin·: radical linoleato; α-
lin-O-O·: radical peroxo-linoleato; α-lin-O-OH: peróxido de linoleato; α-lin-O·: radical 
alcoxi-linoleato 

 
 
1.12. PAPEL DE ROS Y NO∙ COMO SEÑALES CELULARES 

Además de ser citotóxicos, el O2
.- y H2O2 tienen también funciones positivas dentro de la célula. 

Así, se ha descrito que la infección avirulenta por patógenos provoca la activación de una batería de 
defensas que da lugar a lo que se conoce como “respuesta hipersensible” (HR), que resulta en la 
restricción de la lesión a una zona claramente delimitada por tejido sano. Por otro lado, está la “resistencia 
sistémica adquirida” (SAR) que resulta del ataque por patógenos virulentos y que afecta a toda la planta, 
caracterizada por la inducción de un conjunto de respuestas frente a este ataque. En ambos casos, la 
respuesta implica la generación de especies de oxígeno reactivo, dando lugar a la “explosión oxidativa”, 

con una producción masiva de O2
.- y sobre todo de H2O2, como se ha mencionado anteriormente (Lamb y 

Dixon, 1997; Bolwell y Wojtaszek, 1997). El H2O2 participaría en procesos de reforzamiento de la pared 
celular, en la generación de especies mas tóxicas que actuarían como antifúngicos y también como un 
disparador local de la muerte celular programada de las células implicadas en el ataque. Gracias a su 
difusibilidad, el H2O2 también actúa como una molécula señal que contribuye a la inducción de genes 
protectores en las células adyacentes (Desikan y col., 2000). Así, en la “explosión oxidativa”, el peróxido 
de hidrógeno juega un papel principal en el control de la respuesta hipersensible localizada (Levine y col., 
1994; Low y Merida, 1996). Se ha descrito una respuesta similar a la “explosión oxidativa” en situaciones 
de estrés abiótico, tales como las debidas al ozono (Sharma y col., 1996), a daños físicos (Orozco-
Cárdenas y col., 1999; 2001) o a radiaciones ultravioleta (Mackerness y col., 2001). El H2O2 también está 
implicado  en el cierre estomático de plantas sometidas a estrés hídrico, a través del ácido abscísico (Pei y 
col., 2000). 
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El NO∙ también actúa como una molécula señal en la resistencia de la planta a patógenos 
avirulentos,  interviniendo en el proceso de resistencia asociado a la muerte celular de la zona implicada 
en la agresión (Delledonne y col., 1998). El proceso de resistencia no depende sólo de la acumulación de 
NO∙, sino que está determinado por la producción concomitante de otras especies de oxígeno reactivo y la 

relación entre ellas (NO∙/ H2O2 y NO∙/O2
.-) (Delledonne y col., 2001). Por otro lado, se ha implicado también 

a la molécula de óxido nítrico junto con las especies de oxígeno reactivo en la respuesta frente a 
diferentes tipos de estrés (Delledonne y col., 1998, 2001; Bolwell, 1999 a, b; García-Olmedo y col., 2001; 
Mackerness y col., 2001; Corpas y col., 2001). 
 Mediante el uso de inhibidores se ha demostrado que la “explosión oxidativa” está regulada, al 
menos en parte, por procesos de fosforilación/desfosforilación, y en mamíferos además se activa por 
fosfolipasas, aunque en plantas esto no está suficientemente claro (Blumwald y col., 1998; Grant y Loake, 
2000). La NADPH-oxidasa también se induce por iones Ca2+ del citosol, probablemente por cambios 
conformacionales o bien indirectamente elevando los niveles de NADPH  por activación de la calmodulina 
o de la NAD quinasa (Grant y Loake, 2000). A  su vez los niveles de Ca2+ pueden estar regulados por 
GMPc (Durner y col., 1998). El NO∙ activa la guanilato ciclasa, lo que lleva consigo un incremento de los 
niveles de GMPc, amplificando de esta forma la señal (Durner y col., 1998; Grant y Loake, 2000). Además 
de las ROS y el NO∙, también intervienen otras moléculas en el proceso de transducción de señales, entre 
ellas el etileno, el ácido jasmónico y el ácido salicílico (SA) existiendo procesos de sinergismo y 
antagonismo entre ellos y diferentes rutas metabólicas, lo que genera una compleja red que, de alguna 
forma, coordina las respuestas de defensa de la planta (Blumwald y col., 1998; Grant y Loake, 2000). 
Como resultado de ello tiene lugar la activación de factores de transcripción que activan procesos de 
apoptosis o muerte celular programada, genes de defensa (fenilalanina amonioliasa o PAL, proteínas de 
resistencia o PRs, glucanasas y quitinasas), o genes que codifican enzimas protectoras como la glutation-
S-transferasa, la glutation peroxidasa y otras peroxidasas. En la Fig. 1.10 se esquematizan los procesos 
implicados en la transducción de señales en la respuesta de la planta frente a patógenos.  
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1.13. SISTEMAS ANTIOXIDANTES 
 Como protección frente a las ROS y RNS, los organismos han desarrollado una batería de 
defensas antioxidantes. Se considera como antioxidante cualquier sustancia, que a baja concentración, 
comparada con el sustrato potencialmente oxidable, disminuye o previene de forma significativa la 
oxidación del mismo (Halliwell y Gutteridge, 2000). Estos mecanismos de defensa incluyen moléculas de 
bajo peso molecular (antioxidantes no enzimáticos) y enzimas que degradan superóxido e hidroperóxidos 
(antioxidantes enzimáticos). Estos sistemas previenen la formación incontrolada de radicales libres y 
especies de oxígeno reactivo o inhiben su reacción con estructuras biológicas. Esta función antioxidante 
puede inducir cambios en el metabolismo y juega un papel importante en la regulación de la expresión de 
determinadas proteínas y en su actividad a nivel transcripcional y/o postranscripcional (Chaudière y Ferrar-
Iliou, 1999). 
 
1.13.1. Antioxidantes no Enzimáticos 
 También conocidos como antioxidantes estequiométricos por su capacidad de neutralizar un 
radical libre por molécula. Normalmente actúan a concentraciones relativamente elevadas (Halliwell y 
Gutteridge, 2000). Se pueden describir tres grupos: 
1) Reductores hidrosolubles. Este grupo incluye compuestos como cisteína (N-acetilcisteína), glutation 
(GSH), ácido ascórbico (vitamina C), ácido úrico, glucosa, manitol y albúmina (Arouma y col., 1989; 
Halliwell y Gutteridge, 2000). In vivo, los de mayor relevancia son el GSH y el ácido ascórbico (Ames y 
col., 1981; Chou y Khan, 1983; Cadenas 1989; Alscher, 1989; Packer y Glazer, 1990; Crystal y Bast, 
1991).  

La importancia del ascorbato en los sistemas biológicos reside en su capacidad reductora, siendo 
quizá el antioxidante más abundante (Smirnoff, 2000) y de especial relevancia en plantas ya que está 
implicado en la eliminación del H2O2 con la intervención de la ascorbato peroxidasa (APX) (Foyer, 1993). 
También puede actuar reduciendo directamente al radical superóxido, dando lugar al H2O2 y al ácido 
deshidroascorbato (DHA) (Takahama, 1988), y puede reaccionar el oxígeno singlete y con los radicales 
∙OH. En los sistemas biológicos, el ascorbato funciona normalmente como donador de un electrón dando 
lugar al monodeshidroascorbato (MDHA), siendo su oxidación completa a deshidroascorbato (DHA) rara 
por la constricción estructural de la molécula (Njus y col., 1990; Villalba y col., 1995). En células vegetales 
el ascorbato está presente en todos los compartimentos celulares, incluyendo el apoplasto, con una 
concentración media celular de 2-25 mM, encontrándose la mayor concentración en el estroma 
cloroplastídico. En los últimos años también se ha demostrado la implicación del ascorbato en la división 
celular y el crecimiento vegetal (Noctor y col., 2000; Smirnoff, 2000).  
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El glutation (γ-glutamil-cisteinil-glicina) es un tripéptido tiólico cuya unión γ parece ser una 

protección frente a la degradación por aminopeptidasas (Sies, 1999). Funciona como reductor intracelular, 
generando el ambiente necesario para que algunas enzimas actúen. Es el principal compuesto tiólico de 
bajo peso molecular en plantas que contribuye también a la desintoxicación de xenobióticos, bien de forma 
espontánea, o a través de la actividad glutation S-transferasa (GST), así como a la defensa frente a 
algunos metales pesados, siendo el precursor de las fitoquelatinas (Noctor y Foyer, 1998). Junto con el 
ascorbato forma parte del ciclo ascorbato-glutation que elimina el H2O2. El glutation está implicado en la 
regulación de la expresión de genes relacionados con la respuesta celular al estrés ambiental y a los 
ataques por patógenos (Creissen y col., 1992; Wingsle y Karpinski, 1995), y en el transporte por el floema 
de azufre reducido (Rennenberg, 1982). Esta molécula juega un importante papel en la regulación de la 
nutrición azufrada entre los distintos órganos de la planta (Rennenberg y Brunold, 1994), así como en el 
control del potencial redox en la división celular (Noctor y Foyer, 1998). Casi todas estas funciones las 
ejerce el glutation reducido, mientras que la forma oxidada (GSSG) puede llegar a acumularse en 
condiciones de estrés oxidativo. El glutation se puede sintetizar en el citosol y en el cloroplasto, y la 
concentración estimada en cloroplastos se sitúa entre 1-4,5 mM, aunque es difícil determinarla por su 
contínuo intercambio entre los distintos compartimentos celulares, que parece realizarse a través de 
permeasas de aminoácidos (Noctor y Foyer, 1998). En los últimos años se ha implicado al glutation en 
procesos de transducción de señales, expresión de genes y apoptosis, mediante la glucotionilación de 
proteínas (Sies, 1999; Noctor y col., 2000). 

2) Reductores liposolubles. En este grupo está incluida la vitamina E (α-tocoferol) que reacciona con los 

radicales de oxígeno y peroxilo o lipoxilo formando un radical tocoferilo que, por ser estable, interrumpe la 
cadena de reacciones en cascada producida por los radicales libres. La vitamina E es el antioxidante más 
importante en las membranas lipídicas (Diplock, 1983; McCay, 1985; Fryer, 1992; Halliwell y Gutteridge, 
2000). Los flavonoides también están incluidos en el grupo de reductores liposolubles y son una familia de 
polifenoles de origen vegetal (denominados como vitamina P) que pueden ser regenerados por la vitamina 
C. Actúan inhibiendo a las lipooxigenasas y a las ciclooxigenasas, e incluso a la xantina oxidasa (Hayashi 

y col., 1988; Bors y col., 1990). Otro miembro de este grupo es el β-caroteno que actúa, de forma no 

estequiométrica, como atrapador físico del oxígeno singlete utilizando su energía para interconvertir la 

forma cis del β-caroteno en la forma trans y viceversa (Kappus y Sies, 1981; Krinsky y Deneke, 1982; 

Haliwell y Guteridge, 2000). 
3) Quelantes de metales. Otro mecanismo antioxidante es el constituido por determinados componentes 
celulares que actúan atrapando a los iones metálicos, impidiendo de esta forma su participación en 
reacciones de tipo Fenton que generan radicales ∙OH. A este grupo pertenecen proteínas como la 
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transferrina y la ceruloplasmina. Esta última, almacena cobre y cataliza la oxidación del Fe2+ a Fe3+ con 
formación de agua, evitando así la producción de radicales ∙OH (Gutteridge y col., 1980). Otros quelantes 
de metales son las fitoquelatinas. 
 
1.13.2. Antioxidantes Enzimáticos 
 Su función es prevenir la iniciación de las oxidaciones en cadena, al eliminar las especies de 

oxígeno parcialmente reducidas (O2
.- y H2O2) (Winston, 1990). 

 
1.13.2.1. Superóxido dismutasas (SOD; EC 1.15.1.1) 

 La actividad superóxido dismutasa (SOD) fue descubierta por primera vez por McCord y Fridovich 
en 1969, y juega un papel muy importante como mecanismo de defensa, al llevar a cabo la dismutación o 

desproporcionamiento catalítico de los radicales libres O2
.- con formación de agua y peróxido de 

hidrógeno. La SOD aprovecha la capacidad oxidante y reductora del radical superóxido para llevar a cabo 
su función, usando un radical superóxido para oxidar a otro: 
 
 
 
 

Las SO
enzima: las 
finalmente, la
diferentes co
Salin, 1985; 
en Streptom

H2O2): las Fe
sensibles a a

Las S
(procariotas 
1989).  La 
característica
los datos filo
seguidas de 

SODSOD
31 

Ds son una familia de enzimas que se agrupan según el grupo prostético metálico ligado a la 
que contienen cobre y zinc (CuZn-SODs), las que contienen manganeso (Mn-SODs) y 
s que contienen hierro (Fe-SODs). Se han encontrado algunas SODs atípicas que contienen 
mbinaciones de estos metales (SODs híbridas) en su molécula (Parker y col., 1984; Duke y 
Barkley y Gregory, 1990; Ciriolo y col., 1994) e incluso alguna que contiene níquel (Ni-SOD) 
yces (Kim y col., 1998). Las distintas SODs se pueden identificar utilizando inhibidores (CN- y  
-SODs son sensibles al H2O2 (5mM) pero son resistentes al KCN (2mM), las CuZn-SODs son 
mbos inhibidores, mientras que las Mn-SODs son resistentes. 
ODs se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza en organismos aeróbicos 
y eucariotas) e incluso en algunas bacterias anaerobias estrictas y facultativas (Hassan, 
distribución de los tres tipos fundamentales de SODs podría considerarse como una 
 del estado evolutivo del organismo o compartimento celular en el que se encuentran ya que 
genéticos de estas enzimas indican que las Fe-SODs aparecieron antes en la evolución, 
las Mn-SODs y finalmente, las CuZn-SODs. Las dos primeras comparten un mayor grado de 

O2
.- +  O2

.- +   2H+ H2O2  + O2O2
.- +  O2

.- +   2H+ H2O2  + O2
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homología tanto en secuencia aminoacídica como en estructura. Todas las SODs se codifican en el núcleo 
y su localización subcelular se muestra en la Tabla 1.3.  
 
 

Tabla 1.3 Distribución subcelular de SODs en plantas superiores  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Isoenzima 

 
Nº de 
subunidades 

 
Localización Referencias 

CuZn-SOD 2 x 16,5 kDa Citoplasma Sandalio y col. (1987) 
Palma y col. (1997) 
Kanematsu y Asada (1989ab) 

  
Cloroplastos Hernández y col. (1994) 

 Ogawa y col. (1995) 

  
Peroxisomas Sandalio y col. (1987, 1988a, 1997) 

Bueno y del Río (1992) 
 

  
Mitocondrias Duke y Salin (1985) 

Sandalio y col. (1987) 

  
Núcleo Ogawa y col. (1996) 

Valderrama y col. (en prensa) 

  
Extracelular Streller y Wingsle (1994) 

Ogawa y col. (1996) 

Mn-SOD 4 x 27 kDa Peroxisomas del Río y col. (1983) 
Sandalio y col. (1987, 1988a) 
del Río y Donalson (1995) 
Palma y col. (1998) 

  

Mitocondrias Sandalio y col. (1987) 
Sakamoto y col. (1992) 
Zhu y Scandalios (1995) 

Fe-SOD 2 x 20-24 kDa Citoplasma Becana y col. (1989) 

  Cloroplastos Salin y Bridges (1980) 

  Peroxisomas Droillard y Paulin (1990) 

  Mitocondrias Droillard y Paulin (1990) 
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1.13.2.2. Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) 

 Es una enzima hemínica que cataliza la descomposición del H2O2 con un mecanismo similar al de 
la SOD, una molécula de H2O2 es reducida a agua, mientras que la otra es oxidada a O2 según la 
reacción: 
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n se encuentra favorecida en condiciones de concentración de H2O2 elevadas 
). Sin embargo, la catalasa también es capaz de llevar a cabo ciertas reacciones 
ásico, en presencia de H2O2, actuando sobre algunos alcoholes, aldehídos y ácidos 
atos (AH2) (Butt, 1980; Halliwell y Gutteridge, 2000). 
de las células aerobias contienen actividad catalasa (Chance y col., 1979), y son 
oseen, como las bacterias Bacillus popilliae, Mycoplasma pneumoniae, el alga verde 

rásitos helmínticos y el alga verdeazulada Gleocapsa. La mayoría de los organismos 
nen catalasa salvo algunos como Propionibacterium shermanii que sí tienen esta 

utteridge, 2000). 
atalítica de la catalasa es enorme, muy difícil de saturar y su velocidad catalítica sólo 
oncentración de su sustrato en la disolución (Halliwell y Gutteridge, 2000). Es una 
plicada en procesos metabólicos en los que se genera H2O2 de forma importante, 

ción de ácidos grasos y el ciclo del glioxilato (Huang y col., 1983). Normalmente, es 

rica con un tamaño de subunidad entre 55-59 kDa. En plantas está codificada por una 
Ni y Trelease, 1991; Frugoli y col., 1996) lo que refleja su complejidad funcional 
 de la planta (Kunce y Trelease, 1986) o en respuesta a diferentes tipos de estrés 
4). Son numerosos los estudios que han puesto de manifiesto que la catalasa es una 
l mecanismo de defensa frente a distintos tipos de estrés (Willekens y col., 1997), y 
entes isoformas de catalasa (Eising y col., 1990; Havir y col., 1996; Corpas y col., 

atalasa se encuentra localizada casi de forma exclusiva en peroxisomas/glioxisomas, 
abitualmente como marcador de estos orgánulos celulares (Huang y col., 1983).  

H2O2 + H2O2 

CAT
2 H2O + O2H2O2 + H2O2 

CAT
2 H2O + O2
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1.13.2.3. Enzimas del Ciclo Ascorbato-Glutation 

 También denominado ciclo de Foyer-Halliwell-Asada, es un mecanismo eficiente de las células 
vegetales para la eliminación del H2O2, especialmente en compartimentos celulares donde se produce 
este metabolito y no existe catalasa (Halliwell y Gutteridge, 2000). Es un ciclo en el que participan cuatro 
enzimas: ascorbato peroxidasa (APX), monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR), deshidroascorbato 
reductasa (DHAR) y glutation reductasa (GR) que resulta en la eliminación del H2O2 usando ascorbato 
(ASC) y que implica la utilización de glutation reducido (GSH) y de poder reductor (NADPH) (Foyer y 
Halliwell, 1976; Asada, 1984) (Fig. 1.11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(Foye
y col.
compo
mismo
distint
enzim
 
 
 
 

Glutation
reductasa

Deshidro-
ascorbato
reductasa

Monodeshidro-
ascorbato
reductasa

Ascorbato 
peroxidasa

Ascorbato 

Monodeshidro-
ascorbato 

Deshidro-
ascorbato 

Glutation
oxidado
(GSSG )

Glutation
reducido
(GSH )

NADPH

NAD(P)H NADP

NAD(P)

H2O2

H2O

Glutation
reductasa

Deshidro-
ascorbato
reductasa

Monodeshidro-
ascorbato
reductasa

Ascorbato 
peroxidasa

Ascorbato 

Monodeshidro-
ascorbato 

Deshidro-
ascorbato 

Glutation
oxidado
(GSSG )

Glutation
reducido
(GSH )

NADPH

NAD(P)H NADP

NAD(P)

H2O2

H2O
 
 
 
 

Fig. 1.11 Ciclo ascorbato-glutation o de Foyer-Halliwell-Asada 

 
Las enzimas de este ciclo se han localizado en cloroplastos, citosol y mitocondrias de nódulos 

r y col., 1976, 1977; Jiménez y col., 1997), así como en peroxisomas de hojas de guisante (Jiménez 
, 1977). Existe un alto grado de complejidad en términos de compartimentación subcelular de los 
nentes de este ciclo, del tamaño de sus familias de genes y de la regulación de la expresión de los 
s. Esta complejidad, asociada al papel del glutation en procesos de señalización en respuesta a 

os tipos de estrés sugiere que el ciclo ascorbato-glutation es sólo una parte de la función de las 
as que lo forman dentro de la célula (Creissen y Mullineaux , 2002). 
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Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11) 

 Es una enzima con un mecanismo de funcionamiento típico de una peroxidasa hemínica y lleva a 
cabo la primera reacción del ciclo, reduciendo el peróxido de hidrógeno a agua usando ascorbato como 
fuente de poder reductor. El papel de esta enzima en la eliminación del peróxido de hidrógeno y es 
esencial, al menos en cloroplastos (Asada y Takahashi, 1987). Se ha localizado esta actividad en el 
estroma de cloroplastos (sAPX)  así como unida a tilacoides (tAPX), en el citosol, mitocondrias y 
peroxisomas (Chen y Asada, 1989; Miyake y Asada, 1992; Foyer y col., 1997; Jiménez y col., 1997; López-
Huertas y col., 1999a). Son enzimas monoméricas fundamentalmente, con una subunidad comprendida 
entre 30-40 kDa (Tanaka y col., 1991; Ishikawa y col., 1996; Morimura y col., 1996), aunque también se 
han descrito algunas formas diméricas (Mittler y Zilinskas, 1991). 

En un principio se pensó que había un sólo gen que codificaba la APX citosólica en guisante y en 
Arabidopsis. Sin embargo, la base de datos de Arabidopsis muestra la existencia de 4 clases de APXs 
(que incluyen a 62 cDNAs con homología al centro activo de APX): APX1, APX3 y los que codifican las 
isoformas tAPX y sAPX. Todos ellos se expresan en los tejidos de la planta en condiciones fisiológicas. 
Además, se ha detectado un gen que sólo se expresa en condiciones de estrés (APX2) (Creissen y 
Mullineaux , 2002). 

 
 Monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR; EC 1.6.5.4) 

 Cataliza la reducción del MDHA para generar ascorbato usando NAD(P)H como donador de 
electrones (Asada y Takahashi, 1987). Por otro lado, el MDHA puede transformarse en ascorbato y DHA 
por dismutación espontánea. Es una enzima ampliamente distribuida en plantas, algas y animales, y está 
presente en el citosol, cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas generalmente unida a la membrana 
(Hossain y Asada, 1984a; de Leonardis y col., 1995; Møller, 1998; Jiménez y col., 1997). 

Se han clonado los cDNAs de la MDHAR en tres especies vegetales diferentes (pepino, tomate y 
guisante) que codifican un péptido similar de unos 47 kDa, y se supone que es la forma citosólica de la 
MDHAR para la que parece existir una sola copia del gen. Sin embargo, la detección de otras isoformas en 
otras especies y en compartimentos celulares diferentes sugiere la existencia de otros genes (Creissen y 
Mullineaux , 2002). 
 
Deshidroascorbato reductasa (DHAR; EC 1.8.5.1) 

 La actividad deshidroascorbato reductasa (DHAR) cataliza la reducción divalente del 
deshidroascorbato (DHA) a ascorbato (ASC) a expensas del GSH (Hossain y Asada, 1984b; Villalba y col., 
1995). Es una enzima poco caracterizada debido a su baja estabilidad (Foyer y Halliwell, 1977; Trumper y 



   Introducción 

 36 

col., 1994), lo que unido a su escasa afinidad por el sustrato (Minetti y col., 1992) ha llevado a sugerir que 
in vivo la DHAR no parece ser fundamental en el mantenimiento del ascorbato en su forma reducida e 
incluso se ha dudado de su existencia como enzima específica (Morell y col., 1997). Sin embargo, la 
DHAR se ha purificado casi a homogeneidad en hojas de espinaca y se sabe que es un monómero de 
unos 23 kDa (Foyer y Halliwell, 1977; Hossain y Asada, 1984b). También se ha purificado la enzima de 
tallos de guisante (Jablonski y Anderson, 1981), tubérculos de patata (Dipierro y Borranccino, 1991), y de 
una monocotiledónea como el arroz (Kato y col., 1997). 
 
Glutation reductasa (GR; EC 1.6.4.2) 

Es una flavoproteína que cataliza la reducción del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido 
(GSH) utilizando NADPH como donador de electrones. Es una proteína dimérica con FAD en el centro 
activo de cada subunidad. Parece ser que el NADPH reduce a FAD, pasando sus electrones a un puente 
disulfuro (-S-S-) entre dos residuos de cisteína del centro activo. Los dos grupos –SH formados 
interaccionan con el GSSG reduciéndolo hasta 2 GSH, regenerando el puente disulfuro (Halliwell y 
Gutteridge, 2000). Esta actividad enzimática se encuentra ampliamente distribuida entre procariotas y 
eucariotas, estando implicada en procesos metabólicos de vital importancia para la célula, considerándose 
crucial en el mantenimiento de la capacidad antioxidante celular (Meister y Anderson, 1983; Creissen y 
col., 1994). La glutation reductasa se identificó por primera vez en plantas hace unos 50 años y desde 
entonces se ha descrito en numerosas especies vegetales y tejidos (Rennenberg, 1982), habiéndose 
purificado en un gran número de plantas superiores (Mullineaux y col., 1994). Es una enzima importante 
en la protección de la planta frente a diferentes tipos de estrés, como los producidos por herbicidas, 
contaminantes, bajas temperaturas, alta intensidad lumínica y estrés hídrico (Rennenberg, 1982; Smith y 
col., 1989; Foyer y col., 1991; Oswald y col., 1992; Mullineaux y col., 1994; Navari-Izzo e Izzo, 1994). 
 Se clonó por primera vez a partir de hojas de guisante por Creissen y col. (1992). El ADNc 
codificaba un polipéptido con una alta homología con las GRs secuenciadas hasta entonces (GOR1), y se 
observó que presentaba un péptido señal con el que iba dirigido de forma simultánea a cloroplastos y 
mitocondrias. También se han clonado GRs de hojas de Arabidopsis, nódulos de soja y hojas de tabaco, 
presuntamente plastídicas (Aono y col., 1995; Creissen y Mullineaux, 2002). Por otro lado, se ha clonado 
un gen que codifica la GR sin péptido señal y todo parece indicar que puede tratarse de la enzima 
citosólica (GOR2). Sin embargo, estos genes no explican la cantidad de isoformas encontradas en 
determinadas especies vegetales, y parece lógico pensar que probablemente exista una familia 
multigénica similar a la de la APX, y que quizás las distintas isoformas sólo se expresan en determinadas 
condiciones de estrés (Creissen y Mullineaux, 2002) 
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1.13.2.4. NADP-Deshidrogenasas 

Al ciclo ascorbato-glutation habría que sumar las actividades de una serie de enzimas que 
suministran el poder reductor (NADPH), tanto en animales como en plantas, y que pertenecen a la llamada 
ruta oxidativa de las pentosas fosfato. La primera enzima implicada en esta ruta es la glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa (G6PDH; EC 1.1.1.49), seguida de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH; EC 
1.1.1.44). La G6PDH se ha localizado en el citosol, cloroplastos y peroxisomas (Schnarrenberger y col., 
1973; Herbert y col., 1979; Corpas y col., 1998a), y ha sido purificada, caracterizada y clonada en 
tubérculos de patata (Graeve y col., 1994). La velocidad a la que esta ruta trabaja depende del suministro 
de NADP+ a la primera enzima, proporcionado por la misma GR, que al actuar oxida a el NADPH y 
disminuye la relación NADPH/NADP+ (Halliwell y Gutteridge, 2000). Además, el enzima málico (EM) y la 
isocitrato deshidrogenasa (ICDH) también aportan poder reductor, y en cloroplastos existe una fuente 
adicional de NADPH que es la ferredoxin-NADP+ reductasa del fotosistema I. 

 
1.13.2.5. Otras Peroxidasas 

 Las peroxidasas (EC 1.11.1.7; donador:H2O2 oxidoreductasas) constituyen un grupo de enzimas 
cuya función primaria es oxidar sustratos a expensas del H2O2, encontrándose en plantas, mamíferos, 
hongos y organismos procariotas (Asada, 1992). Las peroxidasas utilizan una gran variedad de donadores 
de electrones y, en general, se denominan guayacol peroxidasas por ser el guayacol el donador más 
utilizado en los ensayos de espectrofotometría. Están implicadas en un gran número de procesos 
fisiológicos como la biosíntesis de ligninas (Halbrock y Grisebach, 1979), el desarrollo y organogénesis por 
degradación del ácido indolacético (IAA) o la biosíntesis del etileno (Schneider y Wightman, 1974; O’Neil y 
Scott, 1987). Se han encontrado muchas isoenzimas de peroxidasas en plantas, y la expresión de algunas 
de ellas varía de forma específica en respuesta al desarrollo o estrés, tanto biótico como abiótico (Butt, 
1980). En bacterias y organismos animales se han identificado y caracterizado diferentes enzimas 
dependientes de selenio, entre las que se incluyen la actividad glutation peroxidasa (GPX) (Lauchli, 1993; 
Stadtman, 1990). La GPX es una seleno-proteína no hemínica que cataliza la siguiente reacción (Flohé y 
Günzler, 1985): 
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GSH + H 2 O 2  / R - O - OH 

GPX 
2 H 2 O / H 2 O + ROH GSH + H 2 O 2  / R - O - OH 

SeGPx 
2 H 2 O / H 2 O + ROH 
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En animales se han llegado a determinar hasta cuatro grupos de GPXs caracterizadas por su 

estructura, especificidad de sustrato y distribución en el tejido (Eshdat y col., 1997). Esta actividad se ha 
detectado también en cultivos celulares de espinaca y maíz, así como en plantas de Lemna (Drotar y col., 
1985) y en semillas de guisante etioladas (Edwards, 1996). Además se ha caracterizado y clonado una 
enzima con actividad GST y GPX en plantas de Arabidopsis (Bartling y col., 1993)  
 
1.13.2.6. Glutation-S-Transferasas (GST; EC 2.5.1.18) 

 Catalizan la reacción de compuestos de bajo peso molecular con grupos tioles y glutation con una 
gran variedad de sustratos tanto hidrofóbicos como electrofílicos y, normalmente citotóxicos, formando 
tioésteres denominados S-conjugados (Marrs, 1996). Las GSTs se identificaron por primera vez por su 
capacidad de desintoxicación de herbicidas y se han caracterizado en numerosos cultivos (Cummins y 
col., 1997; Hatton y col., 1998 y 1999; Fujita y col., 1998). Sin embargo, hay otra subclase de GST que se 
ha implicado en numerosos casos de respuesta al estrés, incluído el producido por el ataque de 
patógenos, el estrés oxidativo, y la toxicidad por metales pesados. Además, en plantas las GSTs juegan 
un papel importante en la respuesta celular frente a auxinas y durante el metabolismo normal de la planta 
relacionado con productos secundarios como antocianinas y ácido cinámico (Marrs, 1996; Alfenito y col., 
1998). 
 Todos los eucariotas tienen múltiples isoenzimas de GST, citosólicas o unidas a membranas. Se 
sabe que, al menos, seis familias de genes codifican las GSTs lo que da una idea de su alto grado de 
complejidad (Halliwell y Gutteridge, 2000). 
 
1.13.2.7. Tiorredoxinas 

 Son polipéptidos de pequeña masa molecular (alrededor de 12 kDa), que se encuentran presentes 
tanto en procariotas como en eucariotas. Contienen dos grupos –SH adyacentes en forma reducida, que 
se convierten en un puente disulfuro (-S-S-) en su forma oxidada. Pueden establecer reacciones redox con 
múltiples proteínas (Halliwell y Gutteridge, 2000). La proteína oxidada puede ser reducida in vivo por la 
tiorredoxín reductasa, una enzima que contiene un grupo FAD y utiliza NADPH, y que muestra similitud 
con la glutation reductasa. 
 Las tiorredoxinas juegan un papel clave en el metabolismo de plantas y animales, ya que 
intervienen en numerosos procesos. Se sabe que puede reaccionar directamente con el H2O2 (aunque su 
función metabólica se desconoce), regulan actividades de las enzimas del ciclo de Calvin en el cloroplasto 
(fosforribulosa quinasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa y 
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sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa), regulan enzimas implicadas en la glucolisis (glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa), en la síntesis de ATP (factor de acoplamiento CF1), en la asimilación del carbono de 
plantas C3  (NADP-malato deshidrogenasa), participan en la exportación de equivalentes de reducción al 
citosol en plantas C3 e intervienen en la reparación de daños a residuos de metionina en proteínas 
(Halliwell y Gutteridge, 2000). 
 
 Por último, también se pueden considerar como agentes antioxidantes secundarios aquellos 
encargados de la eliminación o reparación de componentes dañados que podrían acumularse alterando 
así el metabolismo celular. Entre éstos se pueden citar a los sistemas proteolíticos intracelulares, que 
actúan degradando selectivamente proteínas dañadas por procesos oxidativos (Kelvin y Davies, 1986; 
Pacifici y col., 1989; Pacifici y Davies, 1990), a los sistemas reparadores de ADN y a las fosfolipasas, que 
eliminan los fosfolípidos oxidados dentro de las membranas (Demple y Halbrook, 1983; Sevanian y Kim, 
1985). 
 
1.14. METABOLISMO DE PEROXISOMAS 

 Fue Rhodin en 1954 quien por primera vez describió los peroxisomas estudiando los túbulos 
renales de ratón por microscopía electrónica, denominándolos entonces “microcuerpos”. Rouiller y 
Bernhard en 1956 identificaron unos orgánulos de similar morfología pero con una estructura cristaloide en 
su matriz. Pero no fue hasta principios de los años 60 cuando se llevó a cabo la caracterización bioquímica 
de los peroxisomas y su reconocimiento como orgánulos celulares distintos, gracias a los trabajos de de 
Duve y col. (1960) en tejidos de mamíferos, en los que separaron los orgánulos mediante técnicas de 
centrifugación diferencial y gradientes de densidad. Por su alto contenido en H2O2, de Duve (1965) bautizó 
a estos orgánulos con el nombre de “peroxisomas”, que los define fisiológicamente. Además, se demostró 

la presencia en estos orgánulos de diferentes actividades enzimáticas: urato oxidasa, catalasa, α-

hidroxiácido oxidasa y D-aminoácido oxidasa. En 1967 se estudiaron por primera vez estos orgánulos en 
tejidos vegetales, cuando Breidenbach y Beevers aislaron, mediante gradientes de densidad de sacarosa, 
unos orgánulos de gran densidad que contenían catalasa y las enzimas del ciclo del ácido glioxílico y que 
eran similares al microscopio electrónico a los “microcuerpos”, denominando a estos orgánulos con el 

nombre de “glioxisomas”. Los peroxisomas poseen un diámetro entre 0,1 y 1,7 µm y están constituidos por 

una membrana simple que rodea a una matriz granular o fibrilar, y que en ocasiones presentan inclusiones 
amorfas o cuerpos cristalinos (Tolbert y Essner 1981b; Kindl y Lazarow, 1982; Huang y col., 1983). Son 
orgánulos celulares no autónomos ya que no poseen ADN intraorganular, ni ribosomas, ni sistemas de 
membrana internos, por lo que todas las proteínas peroxisomales están codificadas en el genoma nuclear 
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(Kunau, 1998; Olsen, 1998; López-Huertas y Baker, 1999b). Desde un punto de vista fisiológico y 
bioquímico, los peroxisomas se pueden definir como unos orgánulos subcelulares ubicuos que contienen 
catalasa y flavín oxidasas productoras de H2O2 como constituyentes enzimáticos básicos (de Duve y 
Baudhuin, 1966; Tolbert, 1981a; Huang y col., 1983). En años recientes se ha demostrado la implicación 
de los peroxisomas en distintas funciones celulares importantes tanto en animales (Van den Bosch y col., 
1992; Masters y Crane, 1995; Tabak y col., 1999; Fahimi y Baumgart, 1999) como en plantas (del Río y 
col., 1998, 2002b; Baker y Graham, 2002).  
 Los peroxisomas de plantas superiores se pueden clasificar en 4 tipos según su función 
metabólica específica y el tejido en el que se encuentren (Huang y col., 1983):  
1) Glioxisomas, presentes en semillas oleaginosas y en los que se encuentran las enzimas necesarias 

para llevar a cabo la β-oxidación de ácidos grasos y el ciclo del glioxilato, lo que permite la transformación 

de los lípidos de reserva de la semilla en azúcares que serán utilizados durante la germinación y el 
crecimiento de la plántula (Tolbert, 1981a; Tolbert y Essner, 1981b; Beevers, 1982).  
2) Peroxisomas de hojas, presentes en los tejidos fotosintéticos, y que llevan a cabo las reacciones más 
importantes de la fotorrespiración (Tolbert, 1981a; Huang y col., 1983; Douce y Heldt, 2000). Estos 
peroxisomas se hallan en estrecho contacto con mitocondrias y cloroplastos con los que cooperan para 
realizar la fotorrespiración (Huang y col., 1983).  
3) Peroxisomas de nódulos de raíz, presentes en los nódulos de ciertas leguminosas tropicales y que 
están implicados en la síntesis de la alantoína, el principal metabolito para el transporte de nitrógeno en 
estas plantas (Schubert, 1986).  
4) Peroxisomas no especializados. Se encuentran en una gran variedad de tejidos y contienen las enzimas 
básicas peroxisomales pero no desempeñan un papel fisiológico conocido (Tolbert, 1981a; Huang y col., 
1983).  
 
1.14.1. Principales Funciones Metabólicas  
 Muchos de los procesos metabólicos en los que intervienen los peroxisomas se encuentran 
compartimentados, lo que implica un flujo de sustratos entre distintos orgánulos celulares y un posible 
papel regulador indirecto de los peroxisomas sobre otras vías metabólicas, a través de la disponibilidad de 
sustratos o productos del metabolismo peroxisomal (Tolbert y col., 1987). A continuación se describen 
algunas de las principales rutas metabólicas en las que intervienen los peroxisomas vegetales: 
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En un principio se creía que la β-

oxidación de ácidos grasos solo 
tenía lugar en peroxisomas de 
semillas oleaginosas (glioxisomas) 
pero hoy en día se sabe que este 
proceso se realiza, en mayor o 
menor medida, en prácticamente 
todos los tipos de peroxisomas 
vegetales (Gerhardt, 1987; Baker 

y Graham, 2002). La ruta de la β-

oxidación comienza con la 
digestión de los triglicéridos 
almacenados en los cuerpos 
lipídicos, por la acción de lipasas 
presentes en la membranas de 
cuerpos lipídicos y glioxisomas 
(Mureau y col., 1980; González y 
col., 1987). El siguiente paso 
consiste en la activación del ácido 
graso por la acil-CoA sintetasa (en 
las membranas).  

El producto final de la β-oxidación 

un mol de acetil-CoA, cuyo destino varía según la fisiología del orgánulo, y un ácido graso con dos 
os de carbono menos, que comienza de nuevo el ciclo (Fig. 1.12). En peroxisomas de tejidos de 
rva, el acetil-CoA entra en el ciclo del glioxilato y, tras sucesivas reacciones en el mismo orgánulo y en 
s compartimentos celulares, dará lugar a la formación de sacarosa, fuente de carbono y energía para 
recimiento de la plántula (Buchanan y col., 2000; Reumann, 2000). En peroxisomas de hojas y en 
oxisomas no especializados se desconoce el destino del acetil-CoA, que podría formar parte de una 
rva citosólica relacionada con el recambio lipídico de las membranas del orgánulo (Gerhardt, 1987). 

. 1.12 Esquema de la β-oxidación de ácidos grasos y del
lo del glioxilato en peroxisomas (Buchanan y col., 2000). 1:
lato sintetasa; 2: malato deshidrogenasa; 3: citrato
tetasa; 4: aconitasa; 5: isocitrato liasa; 6: succinato
shidrogenasa; 7: malato deshidrogenasa; 8: tiolosa, β-
roxiacil-CoA deshidrogenasa, enoil-CoA hidratasa y acil-

A oxidasa 
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1.14.1.2. Ciclo del Glioxilato 

 En plantas, este ciclo es exclusivo de tejidos de reserva (Huang y col., 1983) y se encuentra en 

estrecha relación con la β-oxidación, actuando ambos para suministrar glúcidos a la plántula durante su 

desarrollo. En la figura 1.12 se muestra un esquema de este ciclo. Las enzimas malato sintetasa e 

isocitrato liasa junto con las enzimas del ácido cítrico, utilizan el acetil-CoA procedente de la β-oxidación 

de los ácidos grasos para producir succinato, que entra en la mitocondria donde se convierte en malato y 
éste, a su vez, en oxalacetato que pasa al citosol donde se lleva a cabo la gluconeogénesis hasta la 
obtención de sacarosa (Donaldson, 1986) 
 
1.14.1.3. Fotorrespiración  

 Es el principal proceso fisiológico en el que participan los peroxisomas de hojas y es específico de 
estos orgánulos celulares. La fotorrespiración o ciclo oxidativo fotosintético del carbono consiste en la 
incorporación del oxígeno, dependiente de la luz, con la liberación de una molécula de CO2 por ciclo. Este 
proceso está compartimentado en cloroplastos, peroxisomas y mitocondrias (Fig. 1.13), y su velocidad 
viene determinada por la intensidad luminosa, la temperatura y la relación O2/CO2 (Tolbert, 1980; Huang y 
col., 1983; Buchanan y col., 2000).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1.13 Esquema de la fotorrespiración que implica a los cloroplastos, las mitocondrias y los 
peroxisomas (Buchanan y col., 2000). Enzimas: 1. Rubisco; 2. Fosfoglicolato fosfatasa; 3. Glicolato 
oxidasa; 4. Glutamato: glioxilato aminotransferasa; 5. Glicina descarboxilasa y serina hidroximetil 
transferasa; 6. Serin glioxilato aminotransferasa; 7. Hidroxipiruvato reductasa; 8. Glicerato 
quinasa; 9. Catalasa 
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El papel fisiológico de la fotorrespiración se desconoce, aunque este ciclo refleja la evolución de la 
Rubisco desde su origen en un ambiente anaerobio (Buchanan y col., 2000). Se ha propuesto que es un 
mecanismo de defensa de las plantas C3 frente a los daños fotooxidativos que podrían producirse por una 
producción excesiva de radicales libres de oxígeno. De hecho, tan pronto como la concentración de CO2 
disminuye en el cloroplasto existe también una menor disponibilidad de NADP+ para aceptar electrones del 
fotosistema I, lo que implica una reducción del oxígeno con la generación concomitante de especies de 
oxígeno reactivo (Halliwell y Gutteridge, 2000). Otra función podría ser la eliminación del glicolato, que en 
concentraciones altas es tóxico para la célula, así como la utilización del glicolato como fuente de 
aminoácidos (Huang y col., 1983). Este ciclo requiere la comunicación directa entre cloroplastos, 
mitocondrias y peroxisomas, y parece ser que el flujo de los metabolitos a través de los peroxisomas se 
realiza mediante canales en la membrana (porinas) lo que representa un transporte relativamente 
inespecífico, pero de gran eficiencia (Corpas y col., 2000; Reumann, 2000). 
 
1.14.1.4. Metabolismo de los Ureidos 

 Los ureidos alantoína y ácido alantoico son metabolitos importantes para el transporte del 
nitrógeno en el xilema de algunas plantas leguminosas (Schubert, 1986). Aunque los nódulos de las raíces 
son considerados el lugar principal de la síntesis de ureidos (Schubert, 1986), este proceso también tiene 
lugar en las hojas (Corpas, 1992). La biogénesis de ureidos en raíces noduladas de leguminosas presenta 
compartimentación a nivel celular y subcelular. Parece ser que la asimilación de amonio y la síntesis de 
purinas se da en células infectadas, mientras que la subsiguiente conversión de xantina en alantoína y 
ácido alantoico tiene lugar en células no infectadas (Schubert, 1986). Uno de los pasos finales de la ruta 
es la conversión de urato en alantoína, catalizada por la urato oxidasa, que tiene lugar en los peroxisomas 
de los nódulos de la raíz (Huang y col., 1983, Olsen y Harada, 1995). La detección de actividad xantina 
oxidasa y xantina deshidrogenasa en peroxisomas de hojas de guisante (del Río y col., 1989; Corpas y 
col., 1993a) y en peroxisomas de hojas de caupí (Corpas y col., 1989), unido al hecho de la presencia de 
urato oxidasa en estos orgánulos celulares, apunta a la implicación de los peroxisomas en la biogénesis 
de ureidos en hojas (Corpas, 1992). Asímismo, la presencia de xantina y ácido úrico, y de alantoína, 
producto de la reacción de la urato oxidasa, detectados en peroxisomas de hojas de guisante (Corpas y 
col., 1997) implica que estos orgánulos tienen una función en el catabolismo de las purinas producidas 
como resultado de la renovación de nucleótidos, ARN y ADN (del Río y col., 1998). 
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1.14.2. Especies de Oxígeno y Nitrógeno Reactivo y Sistemas Antioxidantes 
 Una característica importante de los peroxisomas es que tienen, esencialmente, un tipo de 
metabolismo oxidativo. A lo largo de estos últimos años se ha demostrado la producción de especies de 
oxígeno reactivo en peroxisomas y también la presencia de las enzimas antioxidantes encargadas de 
eliminar o regular la presencia de estas moléculas (Fig. 1.14). Ya se ha indicado que a partir del 
metabolismo peroxisomal se genera H2O2 que es eliminado por la actividad catalasa (Huang y col., 1983; 
del Río y col., 1992) y que las enzimas del ciclo ascorbato-glutation están presentes en peroxisomas de 
hojas de guisante así como los metabolitos implicados en el mismo, ascorbato y glutation (Jiménez y col., 
1997). Igualmente se han encontrado en peroxisomas de hojas de guisante las actividades de la ruta de 
las pentosas fosfato encargadas de suministrar poder reductor a este ciclo (G6PDH y 6PGDH) (Corpas y 
col., 1997), además de la actividad isocitrato deshidrogenasa (ICDH) (Corpas y col., 1998a), anteriormente 
descrita por Yamazaki y Tolbert (1970) en peroxisomas de hojas de espinaca y por Donaldson en 
glioxisomas de ricino (1982) (Fig. 1.14). 
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Fig. 1.14 Esquema de la producción de especies de oxígeno y nitrógeno reactivo (ROS y 
RNS) y de los sistemas antioxidantes presentes en peroxisomas de hojas de guisante 
(Corpas y col., 2001). ASC: ascorbato; PMP: proteínas de membrana peroxisómica; XDH: 
xantina deshidrogenasa 
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Masa molecular 
(kDa) 

Donador  
electrónico 

Propiedades Identidad 
probable 

32,0 NADH Flavoproteína MDHAR 

  Hemoproteína 

  Actividad ferricianuro 
reductasa  

29,0 NADPH Actividad citocromo c 
reductasa 

Relacionado con el 
Cit P450 (?) 

18,0 NADH Actividad citocromo c 
reductasa Citocromo tipo b 

  

Por otro lado, se ha demostrado la formación del radical superóxido (O2
.-) en peroxisomas de 

hojas de guisante y glioxisomas de cotiledones de sandía, al menos, en dos lugares del orgánulo: en la 
matriz, siendo la actividad xantina oxidasa la generadora de los mismos, y en la membrana del orgánulo, 
con una producción dependiente de NAD(P)H (Sandalio y col., 1988b; del Río y col., 1998), en la que 
parece estar implicada una pequeña cadena de transporte electrónico (Fang y col., 1987; López-Huertas y 
col., 1997, 1999a; del Río y col. 1998) (Fig. 1.10). Se han identificado los polipéptidos integrales de 
membranas de peroxisomas (PMPs) por EGPA-SDS (López-Huertas y col., 1995) y tres de estos 
polipéptidos, con masas moleculares de 18, 29 y 32 kDa han sido caracterizados y se ha demostrado que 
son los responsables de la generación de radicales superóxido (López-Huertas y col., 1997, 1999a). En la 

Tabla 1.4 se muestran las propiedades y posibles identidades de estos polipéptidos. La generación de O2
.- 

en la membrana peroxisomal puede estar relacionada con la regeneración de NAD(P)+ a partir de 
NAD(P)H para ser utilizado en los procesos metabólicos del peroxisoma (del Río y col., 2002a).  

 
Tabla 1.4 Polipéptidos de membranas peroxisomales implicados en la generación de 
radicales O2

.- en peroxisomas de hojas de guisante 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La actividad SOD es la encargada de eliminar los radicales superóxido y también está presente en 

peroxisomas. La existencia de esta actividad en estos orgánulos celulares fue demostrada por primera vez 
en tejidos vegetales (del Río y col., 1983; Sandalio y col., 1987; Corpas y col., 1998b), y desde entonces, 
la presencia de SODs en peroxisomas aislados se ha demostrado en, al menos, nueve especies diferentes 
de plantas, y  también en células animales y humanas (del Río y col., 2002b). Recientemente, se ha 
demostrado la existencia de actividad oxido nítrico sintasa (NOS) en peroxisomas de hojas de guisante 
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(Corpas y col., 2001), lo que parece implicar a las especies de nitrógeno reactivo (RNS) en el metabolismo 
peroxisomal (Fig. 1.14).  

La presencia de actividad endo- y exo-proteolítica en peroxisomas vegetales fue demostrada por 
primera vez en hojas de guisante (Corpas y col., 1993b). En la fracción soluble del peroxisoma, se 
caracterizó una leucina-aminopeptidasa (Leu-AP) del tipo de las serín-proteasas con una masa molecular 
de 56,8 kDa y un pI de 5,3. Trabajos posteriores mostraron la presencia de otra Leu-AP en peroxisomas 
del mismo tejido (McCarthy y col., 2001). También se ha demostrado la presencia de actividad 
endoproteolítica en peroxisomas de hojas de guisante  y se han caracterizado las distintas isoenzimas de 
endoproteasa (EPs) (Distefano y col., 1999). La actividad endoproteasa de peroxisomas aumenta 
notablemente durante la senescencia de hojas y se han llegado a diferenciar hasta 7 endoproteasas 
distintas mediante EGPA-SDS en hojas senescentes (Distefano y col., 1997). Las endoproteasas 
peroxisomales son proteasas neutras y las serín-proteasas representan el 70% de la actividad EP total. La 
actividad proteolítica de los peroxisomas puede estar implicada en la degradación de proteínas que tiene 
lugar durante la transición de glioxisomas a peroxisomas y viceversa, así como en las proteolisis parciales 
del extremo N-amino terminal de determinadas proteínas portadoras del péptido señal hacia el peroxisoma 
(PTS2), y probablemente también pueden tener una función en la conversión irreversible de la XDH en 
XOD (Distefano y col., 1999; McCarthy y col., 2001; Palma y col., 2002). 
 
1.15. TRANSICIÓN METABÓLICA GLIOXISOMA-PEROXISOMA-
GLIOXISOMA 

 Durante la germinación de las semillas oleaginosas tiene lugar la biogénesis de los glioxisomas, 
situación en la que las actividades de enzimas glioxisomales (isocitrato liasa y malato sintasa) aumentan 
rápidamente (Huang y col., 1983). Una vez agotados los lípidos de reserva, con la iluminación de los 
cotiledones se produce el cambio de un metabolismo heterótrofo a otro autótrofo, lo que origina una 
disminución progresiva de las actividades enzimáticas características de glioxisomas y un incremento en 
los niveles de actividad de las enzimas propias de peroxisomas de hojas, coexistiendo ambos tipos de 
metabolismo durante la transición (Buchanan y col., 2000). Esta transición se ha visto que es reversible en 
condiciones de senescencia; así en peroxisomas de hojas senescentes de guisante se encontró que las 
actividades marcadoras de la fotorrespiración (glicolato oxidasa e hidroxipiruvato reductasa) disminuían 
considerablemente mientras que las enzimas glioxisomales experimentaban un notable incremento 
(Vicentini y Matilde, 1993; Pastori y del Río, 1994; Nishimura y col., 1996). 
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 La bioquímica del oxígeno reactivo en células vegetales en condiciones de estrés abiótico, 
constituye una de las líneas de investigación del Departamento de Bioquímica, Biología Celular y 
Molecular de Plantas, de la Estación Experimental del Zaidín (CSIC) de Granada.  

En trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio se ha demostrado la generación de 
radicales libres superóxido en peroxisomas de hojas de guisante y se han caracterizado varios sistemas 
generadores de estos radicales, así como los antioxidantes enzimáticos presentes en estos orgánulos 
celulares. En plantas de guisante sometidas a condiciones de estrés abiótico, por NaCl, cobre y 
xenobióticos, se ha demostrado que tiene lugar la inducción de estrés oxidativo, caracterizado por un 
incremento en la generación de especies de oxígeno reactivo (ROS) y por la producción de daños 
oxidativos a macromoléculas en distintos compartimentos celulares.  Como consecuencia, actualmente se 
sabe que los peroxisomas de las hojas desempeñan una función importante en el metabolismo celular de 
especies de oxígeno reactivo y que disponen de un conjunto de antioxidantes enzimáticos formado por 
SODs, los componentes enzimáticos y no enzimáticos del ciclo ascorbato-glutation, y tres 
deshidrogenasas dependientes de NADP (G6PDH, 6PGDH, ICH). Recientemente, se ha demostrado en 
nuestro laboratorio que los peroxisomas también contienen actividad óxido nítrico sintasa (NOS), lo que 
sugiere que estos orgánulos celulares pueden desarrollar un papel importante como emisores de señales 
celulares implicadas en numerosos procesos metabólicos. 
 El cadmio es un contaminante muy peligroso para la salud humana y animal, y también es tóxico 
para las plantas. Los aspectos mas estudiados de la fitotoxicidad del cadmio son aquellos relacionados 
con alteraciones nutricionales y fisiológicas, mecanismos de transporte del metal, y la inducción de 
fitoquelatinas (PCs) como mecanismo protector frente al cadmio. En los últimos años se han acumulado 
evidencias de que la toxicidad del cadmio podría deberse, en parte, a la generación de estrés oxidativo. 
Sin embargo, la mayoría de los trabajos realizados se han centrado en indicadores de daños oxidativos y 
cambios en los niveles de antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos, y son escasos los estudios 
bioquímicos y moleculares relacionados con el metabolismo de especies de oxígeno reactivo (ROS) en 
plantas expuestas al cadmio. 
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En esta Tesis Doctoral, utilizando plantas de guisante (Pisum sativum L.), se ha abordado el estudio 

de los mecanismos de la toxicidad del cadmio relacionados con el metabolismo del oxígeno reactivo y la 
respuesta de la planta frente a este estrés. Este estudio se ha abordado utilizando aproximaciones 
fisiológicas, bioquímicas, celulares y moleculares, para tratar de conocer de una forma integrada la 
respuesta de la planta frente al estrés por cadmio. Para ello, se han establecido los siguientes objetivos: 
 

1. Estudio del efecto de distintas concentraciones de cadmio sobre el crecimiento y algunos 
parámetros fisiológicos de plantas de guisante para conocer la sensibilidad de esta planta al 
cadmio, para su utilización en estudios posteriores. 

2. Estudio del efecto del cadmio sobre distintos sistemas antioxidantes (enzimáticos y no 
enzimáticos) de las hojas, así como marcadores de daños oxidativos a macromoléculas, tratando 
de identificar algunas de las proteínas más susceptibles de oxidación en situaciones de estrés por 
cadmio. 

3. Estudios a nivel subcelular, en peroxisomas purificados de hojas de plantas tratadas con cadmio, 
de los cambios bioquímicos y metabólicos que tienen lugar en respuesta al metal, incluyendo 
enzimas marcadoras de distintas rutas metabólicas, sistemas de defensa frente a estrés oxidativo, 
identificación de proteínas oxidadas y procesos de degradación proteolítica dependientes de 
cadmio. 

4. Análisis de la estructura y ultraestructura de la hoja, mediante microscopía óptica y electrónica, 

estudiando a nivel subcelular la producción de H2O2 y O2
.- en respuesta al estrés por cadmio, 

mediante técnicas histoquímicas y observación al microscopio electrónico y confocal. De esta 
forma, se pretende identificar los orgánulos y células implicadas en la producción de especies de 
oxígeno reactivo y su posible función en la respuesta celular frente al estrés por cadmio. 

5. Análisis de los cambios inducidos por el cadmio en la producción de especies de oxígeno reactivo 
y en la expresión de los sistemas antioxidantes, para obtener información sobre la modulación de 
la respuesta celular frente al estrés por cadmio, lo que podría tener una utilidad potencial 
considerable en el diseño de estrategias de fitorremediación. 
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3.1. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES  DE CULTIVO 
 Se han utilizado hojas de guisante (Pisum sativum L. cv Lincoln) obtenidas a partir de semillas de 
la casa Royal Sluis (Enkhuizen, Holanda).  
 Las semillas de guisante fueron desinfectadas por inmersión en etanol al 96% (v/v) durante tres 
minutos, secándolas posteriormente al aire sobre papel de filtro (Rabie y col., 1980). Estas semillas, con 
poder germinativo superior al 90%, se germinaron en vermiculita humedecida con CaSO4 0,5 mM, en 
cámara de cultivo a 25ºC durante 4 días. Posteriormente, se trasladaron al invernadero, donde se 
cultivaron durante diecisiete días, en condiciones óptimas para dicha especie vegetal. Una vez obtenido el 
estadío de crecimiento adecuado, las plántulas se extrajeron cuidadosamente del soporte de vermiculita 
para no dañar el sistema radical y se trasplantaron  a botes de PVC (2,5 litros de capacidad; 4 plántulas 
por bote) que se distribuyeron según un diseño de bloques de parcelas al azar hasta la finalización del 
ensayo. Se utilizó un sistema de cultivo en medios líquidos (Hewitt, 1966) con aireación controlada  de la 
solución nutritiva en cada unidad de cultivo.  

Las condiciones de cultivo de las plantas (día/noche) fueron las siguientes: temperatura, 26 ± 2ºC 
/ 18 ± 1ºC; humedad relativa,  70 ±  5% / 80 ± 5%, y un fotoperiodo de 14 h con un PAR mínimo de 420 

µE m-2 s-1.  

Las soluciones nutritivas se prepararon con agua desionizada (resistividad ≥ 4 MΩ) y reactivos 

específicos de pureza analítica, reponiéndose cada 24 horas el volumen perdido por transpiración con 
agua desionizada.   

La composición de la solución nutritiva se basó en la de Hewitt (1966) modificada para un pH 
inicial de  5,5 ± 0,1  y una concentración iónica de 30 mg ion l-1, siguiendo la técnica propuesta por Steiner 

(1961). Las concentraciones de nutrientes utilizadas fueron: macronutrientes, expresados en mM: NO3
-, 

12; H2PO4
-, 4,0; SO4

=, 1,5; K+, 5,0; Ca2+, 4,5; Mg2+ , 1,5; y los siguientes micronutrientes, expresados 

en µM: Fe, 91,3; B, 46; Cu, 1,1; Zn, 2,3; Mn, 9,3 (del Río y col., 1985). Durante 14 días las plantas 

crecieron en estas soluciones nutritivas completas. A lo largo del ensayo, la renovación total de las 
soluciones nutritivas se realizó semanalmente.   

Posteriormente, las soluciones nutritivas se suplementaron con diferentes concentraciones de 

CdCl2: 0 (control), 10, 20, 30, 40 y 50 µM, que corresponden a los diferentes tratamientos aplicados, y se 

mantuvieron en estas condiciones durante otros 14 días.  
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3.2. RECOLECCIÓN Y PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS VEGETALES 
 Concluido el periodo de crecimiento en los tratamientos aplicados, se procedió a la recogida del 
material separando la parte aérea de la raíz. Las raíces fueron lavadas por inmersiones sucesivas  en 
agua desionizada, hasta eliminar los restos de solución de cultivo. Las muestras vegetales recolectadas 
(hojas y raíces) correspondientes a cada tratamiento y repetición, fueron pesadas para determinar el peso 
fresco, y  parte del material se destinó a realizar estudios bioquímicos según se describe más adelante. 
 Inmediatamente después, las diferentes muestras vegetales fueron secadas en estufa de aire 
forzado a 65ºC durante 24 h y, posteriormente, tras enfriarlas en un desecador, se determinó su peso 
seco. Hojas y raíces de cada tratamiento fueron homogeneizadas en un molino de plástico y conservadas 
en bolsas de polietileno herméticamente cerradas y  perfectamente identificables hasta su posterior 
análisis químico. 
 
3.3. ANÁLISIS QUÍMICO DE LAS MUESTRAS VEGETALES 

Las muestras se sometieron a  mineralización sulfúrica según Wolf (1982) teniendo la precaución 
de que el mineralizado de la muestra, una vez frío, permaneciera transparente, pues en ciertos 
mineralizados de raíces puede aparecer turbidez debido a la presencia de silicio. En el mineralizado 
obtenido se analizaron los siguientes macronutrientes: nitrógeno (Baethegen y Alley, 1989) y fósforo 
(CIIAF, 1969) por espectrofotometría (Beckman mod. 25) a 650 y 430 nm, respectivamente; potasio 
(CIIAF, 1969), por fotometría de llama (Corning mod. 400); y calcio y magnesio (CIIAF, 1969), por 
espectrofotometría de absorción atómica (IL 357). 
 La determinación de los metales Fe, Mn, Cu, Zn y Cd se llevó a cabo directamente sobre el 
mineralizado mediante espectrofotometría de absorción atómica (CIIAF, 1973).  
 
3.4. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD FOTOSINTÉTICA Y PARÁMETROS 
RELACIONADOS 
 Las medidas de asimilación de CO2  fueron realizadas al final del tiempo de cultivo, utilizando un 
ADC tipo LCA-3 (IRGA), con flujo de aire en un sistema de circuito abierto, siguiendo la técnica propuesta 
por Coombs y col. (1985). La tasa de transpiración y eficiencia en el uso del agua se determinaron según 
Ludlow y Muchow (1990), utilizando el mismo tipo de instrumental. Para todas las determinaciones se 
utilizaron condiciones ambientales similares (PAR, temperatura y humedad relativa) a las obtenidas en la 
etapa luminosa del periodo de cultivo. 
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3.5. DISEÑO ESTADÍSTICO Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 El análisis matemático de los resultados experimentales se llevó a cabo mediante el análisis de la 
varianza considerando como fuentes de variación los tratamientos y las repeticiones, con objeto de 
calcular el nivel de probabilidad del efecto estudiado. La estimación múltiple de medias se efectuó por el 
cálculo de la mínima diferencia significativa (MDS), mediante la prueba de Duncan como criterio para 
estimar las diferencias entre medias. 
 
3.6. PREPARACIÓN DE HOMOGENADOS 
    Todas las operaciones se efectuaron a 4ºC. Las hojas de guisante se lavaron y  
homogeneizaron en tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, conteniendo EDTA 0,1 mM, 1,4-ditiotreitol (DTT) 2 
mM, Triton X-100 al 0,2% (v/v) y PMSF 1 mM utilizando una relación peso/volumen de 1:4. El PMSF se 
omitió en extractos destinados a determinar actividad proteolítica.  Los homogenados se filtraron a través 
de 2 capas de nylon y posteriormente se centrifugaron a 27.000 g  durante 20 minutos. Los sobrenadantes 
obtenidos se utilizaron para las distintas determinaciones enzimáticas. 
 
3.7. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE PEROXISOMAS 
3.7.1. Gradientes de Sacarosa 
 El proceso se llevó a cabo a 0-4ºC. El método utilizado es el descrito por  López-Huertas y col. 
(1995) que consiste en realizar varias centrifugaciones diferenciales seguidas de una centrifugación en 
gradiente de densidad de sacarosa (Fig. 3.1). Se partió de 40 g de hojas de guisante que se 
homogeneizaron en 160 ml de un medio de extracción semicongelado, utilizando un Sorvall Omnimixer a 
velocidad máxima en tres golpes de tres segundos cada uno. El medio de extracción consistía en tampón 
Tricina-KOH 170 mM, pH 7,5, con sacarosa 1 M, EDTA-Na2 1 mM, KCl 10 mM, MgCl2 1 mM, ASB al 0,3% 
(p/v) y DTT 5mM. El homogenado se filtró a través de dos capas de entretela y se centrifugó a 2.600 g 
durante 20 minutos para eliminar la mayor parte de los cloroplastos, núcleos y residuos celulares. El 
sobrenadante se centrifugó de nuevo a 12.000 g durante 15 minutos y el precipitado obtenido se 
resuspendió en 3 ml de un medio similar al de extracción pero con pH 7,0 y sin DTT, y la suspensión de 
orgánulos se depositó con ayuda de una jeringa, en la parte superior de un gradiente discontinuo de 
sacarosa compuesto por: 3ml del 60%, 6 ml del 57%, 9 ml del 51%, 9 ml del 47 %, 6 ml del 42% y 3 ml del 
35% de sacarosa (p/p). Las soluciones de sacarosa se prepararon a partir de una solución madre de 
sacarosa del 66% (p/p) preparada en EDTA-Na2 1 mM, pH 7,5. Los tubos (Quick seals de Beckman) una 
vez sellados, se centrifugaron a 83.000 g durante 1 hora y 30 minutos en una ultracentrífuga Beckman 
usando un rotor vertical VTi50. Finalizada la centrifugación, los peroxisomas se situaban en la parte inferior  
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del gradiente, en la interfase entre las capas de 57 y 51% de sacarosa (López-Huertas y col., 1995). La 
banda correspondiente a la fracción de peroxisomas se extrajo mediante perforación de los tubos con una 
jeringa. Las matrices peroxisomales (fracción soluble), se separaron de la fracción de membranas 
mediante choque osmótico, por dilución 1:5 con tampón fosfato-K 50 mM, pH 7,8, con EDTA-Na2 1 mM, 
con agitación a 0-4ºC durante 45-60 minutos y posterior centrifugación a 120.000 g durante 30 minutos en 
un rotor Beckman 60Ti. Para eliminar la sacarosa de las matrices peroxisomales, las muestras  se pasaron 
por  columnas PD-10 de Pharmacia equilibradas con tampón Tris-HCl 0,15 M, pH 8,0, y seguidamente el 
eluído se concentró por ultrafiltración usando una membrana PM-10 de Amicon. Para almacenar las 
muestras, los peroxisomas se congelaban a -20ºC  y para prevenir la acción de proteasas se adicionaba 
PMSF 1 mM a los mismos.  
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Fig. 3.1 Obtención de peroxisomas 
por varias centrifugaciones 
diferenciales seguidas de una 
centrifugación en gradientes de 
densidad de sacarosa y separación 
de las matrices y membranas 
peroxisomales por choque osmótico 
y posterior centrifugación. 
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3.7.2. Gradientes de Percoll 
 Para el estudio de la integridad de orgánulos y de la permeabilidad de la membrana peroxisomal 
se aislaron peroxisomas de hojas de guisante mediante centrifugación en gradientes de Percoll del 15-
53% (v/v) (Sandalio y col., 1987). El medio de extracción estaba compuesto por tampón Mops 30 mM, pH 
7,5,  manitol  0,35 M, EDTA-Na2 1 mM, ASB al 0,2% (p/v) y cisteína 4 mM (relación p/v = ¼). El 
homogenado se sometió a dos centrifugaciones diferenciales a 2.600 g y 12.000 g y el precipitado final, 
enriquecido en peroxisomas, se resuspendió en 10 ml de un medio de lavado compuesto por  tampón 
Mops 20 mM, pH 7,2, conteniendo manitol 0,3 M, EDTA-Na2 1 mM y ASB al 0,2% (p/v) y se  centrifugó de 
nuevo  a 12.000 g durante 15 minutos. El precipitado obtenido se resuspendió  en 2 ml de medio de lavado 
y se depositó sobre un gradiente discontinuo de Percoll (Pharmacia) compuesto por 5,3 ml del 53%, 12,4 
ml del 38%, 7,1 ml del 20% y 7,1 ml del 15% de Percoll preparado en tampón Mops 10 mM, pH 7,2, 
sacarosa 0,25 M y ASB al 0,2% (p/v). El gradiente se centrifugó en un rotor 60Ti a 13.000 g durante 35 
minutos en una ultracentrífuga  Beckman. Finalmente, la banda de los peroxisomas se separó del 
gradiente mediante succión con  jeringa  y se diluyó diez veces con medio de lavado sin ASB, para reducir 
la concentración  de Percoll, recuperándose los orgánulos mediante centrifugación a 12.000 g durante 15 
minutos y recogiendo el precipitado. 
 
3.8. DETERMINACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE PEROXISOMAS Y DE LA 
PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA 

3.8.1. Integridad de los Peroxisomas 
 La integridad de los peroxisomas purificados mediante centrifugación en gradientes de densidad 
de Percoll, se determinó por medida de la actividad hidroxipiruvato reductasa en un medio isoosmótico 
conteniendo sacarosa 0,25 M, en ausencia y en presencia de Triton X-100 (Sandalio y col., 1987). El 
porcentaje de integridad de los peroxisomas se calculó utilizando la expresión: 

 


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3.8.2. Permeabilidad de la Membrana Peroxisomal 
 Para determinar daños en la membrana peroxisomal por efecto del tratamiento con Cd2+, se 
determinaron cambios en la permeabilidad de la membrana de estos orgánulos monitorizando la salida de 
dos solutos con distinto grado de permeabilidad, el glicolato y el hidroxipiruvato. Para ello, se determinó la 
actividad glicolato oxidasa (Kerr y Groves, 1975), cuyo sustrato, el glicolato, atraviesa la membrana 
peroxisomal. Se utilizaron peroxisomas íntegros obtenidos en gradientes de Percoll y en condiciones 
isoosmóticas (sacarosa 0,25 M, Merck), adicionando glicolato oxidasa comercial (0,027 U, Sigma) a la 
suspensión de orgánulos y midiendo espectrofotométricamente a 324 nm la oxidación del glicolato. Las 
medidas se efectuaron durante 1 h y  las pendientes de las rectas obtenidas se analizaron mediante el test 
de Duncan. 
 Utilizando la misma metodología también se realizaron medidas de actividad hidroxipiruvato 
reductasa, cuyo sustrato, el hidroxipiruvato, no es permeable a la membrana peroxisomal. 
 
3.9. DESARROLLOS ELECTROFORÉTICOS 
3.9.1. Geles de Poliacrilamida en Condiciones Nativas (EGPA) 
 Se utilizó un equipo “Mini-Protean II” de Bio-Rad donde se prepararon geles de 7,5 x 8 cm y 0,75 ó 
1,5 mm de grosor. Se preparó acrilamida al 10-12% (p/v) en tampón Tris-HCl 377 mM, pH 8,9, y se gelificó 
con 3-dimetilaminopropionitrilo (DAP) al 0,48 % (v/v) y persulfato amónico al 0,45% (p/v). Las muestras se 
prepararon en tampón de carga (sacarosa al 10 % preparada en tampón de geles y azul de bromofenol al 
0,006%, p/v) y se cargaron en los geles. Se utilizó una intensidad de 10 mA por gel, durante 15-20 minutos 
y posteriormente, de 20 mA por gel, hasta que el frente de azul de bromofenol alcanzó prácticamente el 
final del mismo. Se utilizó un tampón de electrodos compuesto por Tris 5 mM, pH 8,3, y glicina 38 mM. 
 
3.9.2. Geles de Poliacrilamida en Condiciones Desnaturalizantes (EGPA-SDS) 
 Se siguió básicamente la técnica descrita por Laemmli (1970), utilizando un equipo “Mini-Protean 
II” de Bio-Rad. Se prepararon geles de poliacrilamida al 10 ó 12% (p/v) de 7,5 x 8 cm y 0,75 ó 1,5 mm de 
grosor, con un gel concentrador de poliacrilamida al 4% (p/v). Las muestras para la electroforesis se 
prepararon en tampón Tris-HCl 0,063 M, pH 6,8, conteniendo SDS al 2% (p/v), glicerol al 10% (v/v) y azul 
de bromofenol al 0,006% (p/v), y DTT 10 mM, y se calentaron a 95ºC durante 5 minutos. Seguidamente, 
las muestras se cargaron en los geles y se aplicó un voltaje de 100 V durante 15 minutos y después 200 V 
durante 45 minutos utilizando como tampón de electrodos Tris-HCl 0,025 M, pH 8,3, con glicina 0,192 M y 
SDS al 0,1% (p/v). Se utilizaron marcadores de masas moleculares entre 14,4 y 97,4 kDa (Bio-Rad) que se 
trataron igual que las muestras.  
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3.9.3. Tinción de Proteínas en EGPA-SDS 
3.9.3.1. Tinción con Azul Coomassie 

 Los geles de tiñeron con “Coomassie Brilliant Blue” R-250 al 0,1% (p/v) preparado en metanol al 
50% (v/v) y ácido acético al 10% (v/v) durante 30 minutos, tras lo cual se destiñeron con metanol al 40% 
(v/v) y ácido acético al 10%(v/v) hasta que quedan bandas azules sobre un fondo transparente. 
 
3.9.3.2. Tinción con Plata 

Se utilizó la técnica descrita por Jiang y col. (1994). Los geles se incubaron con etanol al 30% (v/v) 
y ácido acético al 10% (v/v) durante 3 horas, después de lo cual se lavaron en repetidas ocasiones y se 
incubaron con una solución reductora de ferricianuro potásico al 1% (p/v) y tiosulfato de sodio al 1,6% (p/v) 
durante 15 minutos. Posteriormente, los geles se lavaron y se incubaron en una solución con nitrato de 
plata al 0,1% (p/v), en oscuridad, durante 30 minutos. El revelado se efectuó por inmersión en una solución 
conteniendo carbonato sódico 0,3 M y formaldehído al 0,02% (v/v) hasta aparición de las bandas de 
proteínas. La reacción se paró por adición de ácido acético al 3% (v/v). 
 
3.10. TRANSFERENCIA DE PROTEÍNAS E INMUNODETECCIÓN (TÉCNICA  
DE WESTERN) 
3.10.1. Transferencia de Proteínas 

Los geles obtenidos por EGPA-SDS se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilo 
(PVDF) de Millipore, utilizando un  sistema de transferencia semi-seco de Bio-Rad. En la transferencia se 
utilizó un tampón Caps 10 mM, pH 11,0, conteniendo metanol al 10 % (v/v) y se llevó a cabo con una 
intensidad de 1,5 mA por cm2 durante 2 horas, según Corpas y col. (1998a).  
 
3.10.2. Inmunodetección 

Para la detección de la reacción antígeno-anticuerpo en las membranas se emplearon dos 
métodos, según el grado de sensibilidad requerido: 

1.- Método quimioluminiscente, utilizando luminol (Bunkelmann y Trelease, 1996). Se basa en la 
oxidación del luminol por el complejo peroxidasa de rábano-anti-IgG en presencia de H2O2, formándose un 
intermediario que se estabiliza  mediante la emisión de luz (Thorpe y col., 1985). Esta emisión de luz se 
potencia con la presencia de 4-yodofenol, que actúa como transmisor de radicales de oxígeno al luminol 
(Rosell y col., 1978). Este método es de 10 a 100 veces más sensible que el método de la fosfatasa 
alcalina. 



   Material y métodos 

 56 

2.- Método cromogénico, en el que se utiliza una anti-IgG ligada a fosfatasa alcalina y para el 
revelado se añade la solución sustrato de la misma (Amresco), que contiene NBT 0,51 mM y BCIP 0,48 
mM, hasta la aparición de las bandas correspondientes de color azul-violáceo. La fosfatasa alcalina 
desfosforila al BCIP que se une al NBT para dar este color. 
 En ambos casos, tras la transferencia de las proteínas, las membranas se incubaron con metanol 
100% (v/v) durante unos segundos, tras lo cual se lavaron con agua destilada. Con objeto de bloquear los 
lugares inespecíficos de unión de las inmunoglobulinas, las membranas se incubaron de 1 a 3 horas a 
temperatura ambiente, o durante toda la noche a 4ºC en tampón TBS (Tris-HCl 20 mM, pH 7,8, y NaCl 
0,18 M), al que se le adicionó leche en polvo desnatada (Sveltesse, Nestlé) al 1,5% (p/v). Tras lavar las 
membranas con TBS, se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente, convenientemente diluido, 
de 1 a 3 horas a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4ºC. Posteriormente, se lavaron las 
membranas con TBS y se incubaron durante 1 hora con anti-IgG ligada a peroxidasa de rábano o a 
fosfatasa alcalina, según el caso. Para el revelado con la peroxidasa de rábano, las membranas se 
incubaron en una solución que contenía 8 mg de luminol en 20 ml de tampón Tris-HCl 50 mM, pH 8,6, 

NaCl 150 mM, con 3,2 µl de H2O2 al 30% (v/v) y 200 µl de una solución de 4-yodofenol (10 mg/ml en 

DMSO), durante unos minutos. Posteriormente, las membranas se exponían en una película para 
autoradiografía tipo “Hyperfilm” (Amersham), con ayuda de un “cassette” para autorradiografía (Kodak). El 
tiempo de exposición variaba desde segundos hasta 30 minutos, dependiendo de la intensidad de la señal 
obtenida. Para el revelado con la fosfatasa alcalina, las membranas se sumergían en la solución que 
contenía su sustrato hasta la aparición de las bandas de proteínas. 

Se han utilizado los anticuerpos policlonales siguientes: anticuerpo frente a la glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa (G6PDH) de Saccharomyces cerevisiae (Sigma), anticuerpos frente a la catalasa de 
calabaza y glicolato oxidasa de espinaca (cedidos por el Dr. M. Nishimura, del National Institute of Basic 

Biology, Okazaki, Japón), anticuerpo frente a la NADP-isocitrato deshidrogenasa (NADP-ICDH) (cedido 
por el Dr. P. Gadal, de la Université de Paris-Sud, Orsay, Francia), anticuerpo frente a la glutation 
reductasa (GR) de guisante (cedido por el Dr. P. Mullineaux, del John Innes Centre, Norwich, Reino 
Unido), anticuerpo frente a la Cu,Zn-SOD de sandía (Bueno y col., 1995), anticuerpo frente a la Mn-SOD 
mitocondrial de guisante (Palma y col., 1998), anticuerpo frente a la FBPasa de guisante (cedido por la 
Dra. R. Hermoso, de la Estación Experimental del Zaidín, CSIC, Granada), anticuerpo frente a la xantina 
oxidasa de rata (XOD) cedido por el Dr. Moriwaki (Moriwaki y col., 1996) y anticuerpo frente a la 
dinitrofenilhidrazona (Sigma). 
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3.11. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS 
3.11.1. Superóxido Dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) 

3.11.1.1. Actividad en Solución 

Se empleó, esencialmente, el método de McCord y Fridovich (1969), basado en la medida de la 

tasa de inhibición, por la SOD, de la  reducción del citocromo c por los radicales libres O2
.-  generados por 

el sistema enzimático xantina/XOD. La reacción se desarrolló a 25ºC y la medida de la densidad óptica se 
realizó a 550 nm en un espectrofotómetro Beckman Coulter DU 640. 

El ensayo se llevó a cabo en un volumen final de 3 ml de una mezcla de reacción que contenía 
citocromo c 1,35 x 10-5 M, xantina 9,67 x 10-5 M en tampón fosfato-K 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM y 25-

100 µl de muestra. Para comprobar el estado de oxidación del citocromo c de esta mezcla, después de 

ajustar el cero del espectrofotómetro con la mezcla de reacción sin XOD y sin muestra, se añadía una 
pequeña cantidad de ditionito sódico, debiendo estar la lectura a 550 nm comprendida entre 0,22 y 0,24 
unidades de absorbancia. Después se realizó una reacción control, adicionando XOD (Roche, 20U/ml) (4-

15 µl) a la mezcla de reacción hasta obtener una tasa de reducción del citocromo c entre 0,024 y 0,026 

unidades de abs/min. Finalmente, en la reacción problema se añadió la muestra a la mezcla de reacción, 
así como el volumen de XOD determinado en la reacción  control, midiéndose a 550 nm durante 2 minutos 
el cambio de absorbancia. En la determinación de actividad SOD en extractos crudos es conveniente 
incluir CN- 10-5 M a fin de evitar posibles interferencias en la reducción del citocromo c. 

Una unidad de actividad SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para producir una 
inhibición del 50% en la velocidad inicial de reducción del citocromo c en la reacción control a 25ºC. La 

actividad enzimática se calculó según el tanto por ciento de inhibición:  

 

donde ν es el volumen

 
 
 
 

A /min (control) – A /min (probl)A /min (control) – A /min (probl)A /min (control) – A /min (probl)
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 de muestra utilizado, en ml, y f es el factor de dilución de la muestra. 

% I =  550 550

A550/min (control)
x 100 

Unidades SOD/ml  =  
% I 

50 % x v
x f

% I =  550 550

A550/min (control)
x 100 % I =  550 550

A550/min (control)
x 100 

Unidades SOD/ml  =  
% I 

50 % x v
x f
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3.11.1.2. Actividad en Geles de Poliacrilamida 

 Las distintas isoenzimas de superóxido dismutasa fueron individualizadas mediante EGPA nativa 
en geles al 10% (p/v). La actividad enzimática se localizó mediante un método fotoquímico basado en la 

reducción del NBT por los radicales libres O2
.- generados por la acción de la luz sobre una solución de 

riboflavina y tetrametiletilendiamina (TEMED) (Beauchamp y Fridovich, 1971). Así se obtiene una tinción 
azul de los geles debida a la formación de azul de formazano, excepto en aquellas zonas donde hay 
actividad SOD que permanecen acromáticas. Una vez terminada la electroforesis, los geles se incubaron 
en una solución con NBT 2,45 mM preparada en tampón fosfato-K 50 mM, pH 7,8, durante 20 min en 

oscuridad tras lo cual, se incubaron en otra solución con riboflavina 28 µM y TEMED 28 mM preparada en 

el mismo tampón, durante 15 min en oscuridad. Finalmente, los geles se enjuagaron en tampón y se 
expusieron a la luz durante unos minutos hasta que los geles se teñían de un color azul excepto en 
aquellas zonas donde había actividad SOD. La cuantificación de las distintas bandas de actividad 
obtenidas se llevó a cabo con un fotodensitómetro Shimadzu CS-9000. 
 
3.11.2. Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) 

3.11.2.1. Actividad en Solución 

 Se midió espectrofotométricamente tanto en homogenados como en peroxisomas, según el 
método descrito por Aebi (1984) basado en la medida de la disminución de la absorbancia a 240 nm, 
ocasionada por la desaparición del H2O2 . La determinación se efectuó a 25ºC en una mezcla de reacción 
que contenía H2O2  10,6 mM en tampón fosfato-K 50 mM a pH 7,0 y en un volumen de 2,9 ml. La reacción 
se inició añadiendo la muestra previamente diluida con el tampón de reacción conteniendo Triton X-100 al 

0,2% (v/v). La actividad enzimática, expresada en µmoles de H2O2  x min-1 x mg -1 prot (o x ml-1),  se 

calculó a partir de la velocidad inicial de reacción y de un coeficiente de extinción molar para el H2O2  de 
39,58 M –1 x cm –1 (del Río y col., 1977). 
 
3.11.2.2. Actividad en Geles 
EGPA-nativa 

 La actividad catalasa se analizó mediante EGPA al 6% (p/v), y la actividad se localizó en los geles 
utilizando el método de Woodbury y col. (1971). La tinción se basa en la formación de un precipitado de 
color verde oscuro que se obtiene en la reacción del [Fe (CN)6] K3 con el Cl3Fe. El gel se tiñe de color 
verde excepto en las zonas donde se encuentra actividad catalasa que se tiñen de amarillo. Una vez 
terminada la electroforesis, los geles se incubaron en una solución de H2O2 al 0,003% (v/v) durante 10 
min.  
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Tras varios lavados con agua destilada, los geles se incubaron en una solución de Cl3Fe y [Fe (CN)6] K3, al 
1% durante 10 min en oscuridad. Terminada la reacción se eliminó la solución de revelado y los geles se 
lavaron varias veces con agua destilada. 
 
Isoelectroenfoque (IEF) 

Las diferentes isoenzimas de catalasa se analizaron mediante la técnica de isoelectroenfoque, 
siguiendo básicamente el método descrito por Zelitch y col. (1991). Las muestras se prepararon en una 
solución que contenía glicerol al 15% (v/v) y anfolitos  de pH 5-7 al 5% (v/v) de Pharmacia Biotech. Las 
muestras se cargaron en geles de poliacrilamida al 5% (p/v) de 1,5 mm de grosor, conteniendo un 10% 
(v/v) de glicerol y un 2% (p/v) de anfolitos de intervalo de pH 5-7. Para prevenir inactivaciones por la 
solución del cátodo, sobre las muestras se colocó una solución de glicerol al 7% (v/v) y anfolitos de pH 5-7 
al 5% (v/v). Las soluciones anódica y catódica fueron ácido acético 20 mM y NaOH 25 mM, 
respectivamente. La electroforesis se realizó a 4ºC, con un voltaje de 200 V durante dos horas seguido de 
400 V durante otras dos horas, en un equipo “Mini-Protean II” de Bio-Rad. La actividad catalasa se localizó 
en los geles según la técnica de Clare y col. (1984). Los geles se lavaron con H2O destilada y se incubaron 

en tampón fosfato-K 50 mM, pH 7,0, conteniendo peroxidasa de rábano (50 µg/ml) durante 45 minutos en 

oscuridad. Posteriormente, se añadió a la solución anterior H2O2 5 mM,  manteniendo en agitación los 
geles durante 10 minutos tras lo cual se lavaron un par de veces con agua destilada y se incubaron en una 
solución de 3,3’-diaminobencidina (DAB) 0,5 mg/ml, preparada en el mismo tampón. Transcurridos unos 
minutos los geles se teñían de un color marrón excepto en aquellas zonas donde había actividad catalasa 
que permanecían acromáticas. Los puntos isoeléctricos de las diferentes isoformas de catalasa detectadas 
se determinaron mediante marcadores de punto isoeléctrico (pI) en el intervalo de pH 5-7, de la casa 
comercial Bio-Rad. La cuantificación de las distintas bandas obtenidas se llevó a cabo utilizando un 
fotodensitómetro Shimadzu CS-9000. Para la transferencia de los geles a una membrana de PVDF se 
utilizó el sistema indicado en el apartado 3.10.1 aunque en este caso se utilizó una solución de ácido 
acético al 0,7% (v/v) como tampón de transferencia y se cambió la polaridad de los electrodos (Corpas y 
col., 1999). 

 
3.11.3. Ascorbato Peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11) 

Para llevar a cabo el análisis de esta actividad se utilizaron muestras (homogenados u orgánulos 
celulares) preparadas en un medio de extracción conteniendo ascorbato 2 mM, para prevenir la 
inactivación de la APX. La actividad se determinó según describe Jiménez y col. (1997), midiendo a 290 
nm la oxidación del ácido ascórbico, durante un minuto.  
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La mezcla de reacción contenía tampón Hepes-NaOH 50 mM, pH 7,6, ascorbato 0,2 mM, H2O2 0,3 mM, y 
la muestra convenientemente diluida. La reacción (en un volumen final de 1 ml) se realizó a 25ºC y se 
inició con la adición del H2O2. La actividad enzimática, expresada en nmoles de ácido ascórbico oxidado x 
min-1 x ml-1, se calculó a partir de la velocidad inicial de reacción y de un coeficiente de extinción molar 
para el ácido ascórbico de 2,8 mM-1 x cm-1 (Hossain y Asada, 1984a). Se utilizaron tres controles, uno sin 
H2O2 , otro sin ascorbato y otro sin muestra. Como control negativo de la reacción se utilizó un inhibidor de 
la APX, el p-cloromercurifenilsulfónico (pCMS). 

 
3.11.4. Monodeshidroascorbato Reductasa (MDHAR; EC 1.6.5.4) 

Para su determinación se utilizó el método de Jiménez y col. (1997) basado en la disminución de 
la absorbancia a 340 nm, debida a la oxidación del NADH. La mezcla de reacción contenía tampón Tris-

HCl 50 mM, pH 7,8, NADH 0,2 mM, ácido ascórbico 1mM, 0,5 unidades de ascorbato oxidasa y 50 µl de 

muestra, en un volumen final de 1 ml. Se comprobó que la mezcla de ácido ascórbico y ascórbato oxidasa, 
sistema generador del radical monodeshidroascorbato, conseguían un descenso de absorbancia a 265 nm 
comprendido entre 0,01 y 0,02 unidades por minuto. 

 La reacción se inició adicionando NADH, siguiendo su oxidación durante 1 minuto a 25ºC frente a 
un blanco de muestra (sin ácido ascórbico ni ascorbato peroxidasa). La oxidación no enzimática de NADH 
se corrigió restando al valor obtenido la absorbancia en ausencia de extracto enzimático. 

La actividad enzimática expresada en nmoles de NADH oxidado x min-1 x ml-1, se calculó a partir 
de la velocidad inicial de reacción y de un coeficiente de extinción molar para el NADH de 6,22 mM-1 cm –1 
(Jiménez y col., 1997). 

 
3.11.5. Glutation Reductasa (GR; EC 1.6.4.2) 

Para su determinación se empleó el método de Edwards y col. (1990), basado en la medida del 
descenso de absorbancia a 340 nm, debido a la oxidación del NADPH. La mezcla de reacción contenía 
tampón Hepes-NaOH 100 mM, pH 7,8, EDTA 1 mM, Mg Cl2 3 mM, y glutation oxidado 0,5 mM, en un 
volumen final de 1 ml. La reacción se iniciaba por adición del NADPH 0,2 mM, registrándose su oxidación 
durante 2 min a 25ºC. 

Se utilizó un blanco de reactivos (sin la muestra correspondiente) y un blanco para cada muestra 
en tampón de reacción sin glutation oxidado. La actividad enzimática expresada en nmoles de NADPH 
oxidado x min-1 x ml-1, se calculó a partir de la velocidad inicial de reacción y de un coeficiente de extinción 
molar para el NADPH de 6,22 mM-1 cm–1 (Jiménez y col., 1997). 
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3.11.6. Glutation-S-Transferasa (GST; EC 2.5.1.18) 

La reacción catalizada por la glutation-S-transferasa se siguió espectrofotométricamente midiendo 
a 30ºC el aumento de absorbancia a 340 nm, que correspondía a la formación de un complejo entre el 
glutation reducido (GSH) y el cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) según Habig y col. (1974). La reacción se 
llevó a cabo en tampón fosfato potásico 0,1 M, pH 7,5, conteniendo GSH 1mM,  CDNB 1mM y muestra (5-

50 µl de extracto), durante un minuto. Como controles se utilizaron un blanco de reactivos (sin muestra) y 

un blanco sin CDNB para cada muestra. 

Una unidad enzimática (µmol x min-1 x ml-1) se definía como la cantidad de enzima necesaria para 

producir 1 µmol de producto conjugado por minuto. La actividad enzimática expresada en nmoles x min-1 x 

ml-1, se calculó a partir de la velocidad inicial de reacción y de un coeficiente de extinción molar para el 
producto conjugado de 9,6 mM-1 cm-1 (Habig y col., 1974). 
 
3.11.7. Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH; EC 1.1.1.49) 

 Se determinó espectrofotométricamente, midiendo la reducción del NADP+ a 340 nm según 
Corpas y col. (1998a). La reacción se llevó a cabo a 25ºC en un volumen final de 1 ml que contenía 
tampón Hepes 50 mM, pH 7,6, con MgCl2  2 mM y NADP+ 0,8 mM, iniciándose la reacción por adición de 
glucosa-6-fosfato (G6P) 5 mM. 

Una miliunidad de actividad se definía como la cantidad de enzima necesaria para reducir un nmol 
de NADP+ min-1 a 25ºC. Esta actividad se corrigió con la actividad 6-fosfogluconato deshidrogenasa. 
 
3.11.8. 6-Fosfogluconato Deshidrogenasa (6PGDH; EC 1.1.1.44) 

Para determinar esta actividad se utilizó un medio de reacción similar al usado para la actividad 
G6PDH, sustituyendo el sustrato por el 6-fosfogluconato (6PG) 5 mM (Corpas y col., 1998a). Una 
miliunidad de actividad se define como la cantidad de enzima necesaria para reducir un nmol de NADP+ 
min-1 a 25ºC. 

 
3.11.9. Isocitrato Deshidrogenasa (NADP-ICDH; EC 1.1.1.42) 

Se midió espectrofotométricamente el incremento de absorbancia a 340 nm debido a la reducción 
del NADP según describen Goldberg y Ellis (1983). La reacción se llevó a cabo a 25ºC en un medio (1 ml) 
que contenía tampón Hepes 50 mM, pH 7,6, con MgCl2  2 mM y NADP+ 0,8 mM, iniciándose la reacción 
con la adición de 2R,3S-isocitrato. Una miliunidad de actividad se definía como la cantidad de enzima 
necesaria para reducir un nmol de NADP+ min-1 a 25ºC.  
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3.11.10. Glicolato Oxidasa (GOX; EC 1.1.3.1) 

 Se midió espectrofotométricamente según el método de Kerr y Groves (1975). La mezcla de 
reacción, en un volumen final de 1 ml, contenía tampón fosfato-K 50 mM, pH 8,3, fenilhidracina 10 mM y  
glicolato 5 mM. La reacción se inició por adición de la muestra, midiéndose la formación del complejo 
glioxilato-fenilhidrazona a 324 nm durante 3 min. La actividad enzimática se calculó a partir de la velocidad 
inicial de reacción y de un coeficiente de extinción molar para el complejo de 1,7x104 M-1 cm-1 (Kerr y 
Groves, 1975). 
 
3.11.11. Hidroxipiruvato Reductasa (HPR; EC 1.1.1.29) 

Se empleó el método de Schwitzguébel y Siegenthaler (1984) basado en la medida a 340 nm de la 
oxidación del NADH acoplada a la reducción del hidroxipiruvato a glicerato. El ensayo se realizó a 25ºC en 
un volumen de reacción de 1,1 ml que contenía tampón fosfato potásico 50 mM, pH 6,2, KCN 1 mM, 

NADH 0,2 mM, 25-100 µl de muestra e hidroxipiruvato 2 mM. La  actividad enzimática en µmoles NADH x 

min-1 x ml-1, se calculó a partir de la velocidad inicial de reacción utilizando un coeficiente de extinción 
molar para el NADH de 6,22 mM-1 cm-1 (Vigil, 1983). 
 
3.11.12. Xantina Oxidasa/Deshidrogenasa (XOD/XDH; EC 1.1.3.22/ EC 1.2.1.27) 

La actividad XOD se determinó según describe Rajagopalan (1985), midiendo a 293 nm la 
formación, dependiente de O2, de ácido úrico. La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 1,05 ml a 
una temperatura de 25ºC durante 10 minutos en una mezcla de reacción, saturada de oxígeno, que 

contenía tampón fosfato-K 50 mM, pH 7,8, con Triton X-100 al 0,1 % (v/v), KCN 0,1 mM, xantina 50 µM y 

la muestra (50-150 µl). La  actividad enzimática en nmoles de ácido úrico x min-1 x ml-1, se calculó a partir 

de la velocidad inicial de reacción utilizando un coeficiente de extinción molar para el mismo de 1,22 x 104 
M-1 cm-1 (Hong y Schopfer, 1981). 

La actividad XDH fue determinada de forma similar a la XOD pero midiendo la formación de ácido 
úrico en presencia de NAD+ 0,5 mM, en una solución tamponada en la que se había eliminado el oxígeno, 
por borboteo con N2.  

 
3.11.13. Peroxidasa Total 

Se siguió el método descrito por Quessada y Macheix (1984), basado en la detección a 470 nm 
del guayacol oxidado producido por la acción de las peroxidasas. La mezcla de reacción, en un volumen 
final de 1,1 ml, contenía tampón fosfato-K 50 mM, pH 6,1, guayacol-H2 6,25 mM, H2O2 0,025 mM y la 
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muestra convenientemente diluida. La reacción se inició por adición de H2O2  y la actividad se expresó en 
unidades x  min-1 x ml-1. 

 
3.11.14. Malato Sintasa (MS; EC 4.1.3.2) 

Se determinó la actividad de esta enzima siguiendo una modificación del método descrito por Hock 
y Beevers (1966) que mide la producción de coenzima A libre (CoA-SH). Para ello se empleó el reactivo 
DTNB [ácido 5-5´-ditiobis-(2-nitrobenzoico)] que forma un mercáptido con el grupo SH del CoA, que 
absorbe a 412 nm. La mezcla final, en un volumen de 1 ml, contenía tampón Mops-KOH 70 mM, pH 8,2, 
MgCl2 4 mM, DTNB 0,1 mM, Na-glioxilato 1,5 mM, acetil-CoA 0,1 mM y la muestra. La reacción se llevó a 
cabo durante 3 minutos y la actividad enzimática, en nmoles x min-1 x ml-1, se calculó a partir de la 
velocidad inicial de reacción utilizando un coeficiente de extinción molar de 13,6 x 103 M-1 cm –1 (Hock y 
Beevers 1966). 
 
3.11.15. Isocitrato Liasa (ICL; EC 4.1.3.1) 

Se siguió el método descrito por Archer y Ting (1996), basado en la medida espectrofotométrica 
de la producción del complejo glioxilato-fenilhidrazona a 324 nm. La mezcla de reacción, en un volumen 
final de 1 ml, contenía tampón fosfato potásico 85 mM, pH 7,0, DTT 4 mM, MgCl2 4,5 mM, fenilhidracina 10 
mM y la muestra. La actividad se calculó utilizando un coeficiente de extinción molar de 1,7 x 104 M-1 cm-1 
(Archer y Ting, 1996). Una unidad de isocitrato liasa se define como la cantidad de enzima necesaria para 

formar 1 µmol de glioxilato-fenilhidrazona por minuto a 25ºC.  

 
3.11.16. Actividad Proteolítica 
3.11.16.1. Aminopeptidasas 
Actividad en solución 

 Se determinó espectrofotométricamente utilizando L-leucina-p-nitroanilida como sustrato según 
Corpas y col. (1993b). La técnica consiste en medir a 410 nm la liberación de p-nitroanilida. La hidrólisis se 
llevó a cabo a 39ºC durante 30 minutos en una mezcla de reacción (1,05 ml) que contenía tampón fosfato 
potásico 0,1 M, pH 7,5, 2-mercaptoetanol 10 mM, L-leucina-p-nitroanilida 1 mM y la muestra. La reacción 
se paró por adición de ácido acético al 30% (v/v) y la actividad enzimática se determinó utilizando un 
coeficiente de extinción molar para la p-nitroanilida de 104 M-1 cm–1 (Tuppy y col., 1962). 
 
 
 



   Material y métodos 

 64 

Actividad en geles 

 La actividad aminopeptidasa también se determinó por electroforesis en geles cilíndricos de 
poliacrilamida al 10% (p/v) y pH 8,9, en condiciones nativas (Davis, 1964). Después de la electroforesis los 

geles se incubaron a 37ºC durante 30 minutos con L-leucina-4-metoxi-β-naftilamida 0,5 mM en tampón 

Tris-HCl 250 mM, pH 7,5. A continuación los geles se tiñeron con el colorante “Fast Black K” al 0,1% (p/v) 
en tampón acetato-NaOH 0,1 M, pH 4,2 (Corpas y col.,1993b). Las bandas de actividad aminopeptidasa, 
de color azul violáceo, se cuantificaron por registro de los geles en un densitómetro Shimadzu CS-9000. 
La actividad de cada isoenzima se calculó multiplicando el porcentage de cada una de ellas, obtenido por 
densitometría de los geles teñidos, por la actividad total de las muestras medida en solución y se expresó 
en nmol x min-1 x ml-1. 
 
3.11.16.2. Endopeptidasas 
Actividad en solución 

La actividad endopeptidasa se determinó espectrofotométricamente utilizando como sustrato 
azocaseína, según describe Distefano y col. (1997). La hidrólisis de la azocaseína se llevó a cabo a 37ºC 
durante 24 h en una mezcla de reacción (de volumen final 1 ml) que contenía tampón Tris-HCl 100 mM, 
pH 7,5, azocaseína al 0,5% (p/v) y 0,1 ml de muestra, tras lo cual la reacción se paró con 2 ml de ácido 
tricloroacético al 12% (p/v). La actividad endopeptidasa se expresó en unidades x h-1 x ml-1, considerando 
como una unidad la cantidad de enzima que causa un incremento de absorbancia de 0,01 a 340 nm en 2h. 

 
Actividad en geles 

Las distintas isoenzimas se separaron mediante EGPA-SDS utilizando geles al 8% (p/v) para 
extractos crudos y un gradiente del 6-12% (p/v) para matrices peroxisomales, tal y como se describe en 
Distefano y col. (1997), conteniendo en ambos casos gelatina al 0,05% (p/v). Tras la  electroforesis el gel 
se transfirió a una solución acuosa conteniendo Triton X-100 al 2,5% (v/v) durante 1 hora a temperatura 
ambiente, para eliminar el SDS y renaturalizar las endopeptidasas, y posteriormente, se incubó a 37ºC 
durante 4 horas en  tampón Tris-HCl 250 mM, pH 7,5. Después de la incubación, se tiñó el gel durante 1 
hora con “Coomassie Brilliant Blue” R-250 al 0,1% (p/v) preparado en metanol al 50% y ácido acético al 
10%, tras lo cual se destiñó con metanol al 40% (v/v) y ácido acético al 10% (v/v), hasta visualizar la 
actividad endoproteasa como bandas acromáticas sobre el fondo azul del gel. Las distintas bandas se 
cuantificaron con un fotodensitómetro Shimadzu CS-9000. 
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Para los estudios de degradación de proteínas, tanto los extractos como las matrices 
peroxisomales fueron incubadas a 37ºC durante 16 h, y después se cargaron en un gel de poliacrilamida 
con SDS y se tiñeron con nitrato de plata como se indica en el apartado correspondiente (3.9.3.2).  
 
3.12. PEROXIDACIÓN LIPÍDICA 
 La tasa de peroxidación lipídica se determinó midiendo la concentración de malondialdehido 
(MDA) con ácido tiobarbitúrico según el método de Buege y Aust (1978). Todos los reactivos de este 

ensayo se prepararon en agua Milli-Q. Para el ensayo se añadieron 200 µl de muestra a 1 ml de la 

siguiente mezcla de reacción: ácido tricloroacético al 15% (p/v), ácido tiobarbitúrico al 0,375% (p/v) y 
butilhidroxitolueno al 0,01% (p/v) preparado en HCl 0,25 N. Posteriormente, la mezcla se calentó durante 
15 minutos a 95ºC con agitación, se dejó enfriar y se centrifugó a 2.000 g durante 5 minutos, efectuándose 
la lectura de la densidad óptica a 535 nm. La concentración de MDA en las muestras problema se calculó 

a partir de una recta de calibración con distintas concentraciones de MDA dimetil acetal (0,1-10 µM). 

 
3.13. PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 

La concentración de peróxido de hidrógeno en los peroxisomas intactos se determinó según el 
método de Frew y col. (1983), basado en la medida a 505 nm de la formación de una quinona-imina como 
resultado de la oxidación, catalizada por peroxidasa, del fenol y de la 4-aminoantipirina. La mezcla de 
reacción (4 ml) contenía tampón fosfato potásico 0,1 M, pH 6,9, 4-aminoantipirina 5 mM, fenol 2,5 mM, 

peroxidasa de rábano 2 x 10-9 M y H2O2 2,5 x 10-6 M, a la cual se le adicionaban 200 µl de muestra y se 

llevaba a un volumen final de 10 ml con agua ultrapura. Después de 5 minutos, se efectuó la lectura de la 
densidad óptica a 505 nm. La concentración se determinó a partir de una recta de calibración con distintas 

concentraciones de H2O2 (0,625-10 µM). 

Para la medida en extractos crudos de hojas se usó un método fluorimétrico descrito por Creissen 
y col. (1999). Los extractos crudos de hojas se prepararon en HCl 25 mM (1/3, p/v) usando un mortero, se 
filtraron por dos capas de nylon, y después al filtrado se le añadió carbón activo con objeto de eliminar 
pigmentos que pudieran interferir en la reacción. El carbón activo y los pigmentos se eliminaron por 
centrifugación a 5.000 g durante 5 min. El sobrenadante resultante se ajustó a pH 7,0 con NaOH y se 
utilizó para medir la concentración de  H2O2. La mezcla de reacción, en un volumen final de 3 ml, contenía 

tampón Hepes 50 mM, pH 7,6, ácido homovanilínico (HVA) 5 mM y 100 µl de muestra. La reacción 

comenzaba con la adición de peroxidasa de rábano 40 µM. La concentración de H2O2 se determinó 
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midiendo la fluorescencia, en un espectrofluorímetro Shimadzu RF-540, con excitación a 315 nm y emisión 

a 425 nm, frente a una curva patrón de peróxido de hidrógeno (1-20 µM).  

 
3.14. PRODUCCIÓN DE RADICALES SUPERÓXIDO 

 Se estudió la producción de radicales superóxido (O2
.-) en las membranas de los peroxisomas 

aislados, según el método descrito por López-Huertas y col. (1999a). El método se basa en la medida a 
550 nm de la reducción del ferricitocromo c por los radicales libres superóxido y su inhibición en presencia 
de SOD. El ensayo se llevó a cabo a 25ºC en un volumen de reacción de 1,1 ml que contenía tampón 
fosfato potásico 50 mM, pH 7,8, DETAPAC 0,1 mM, KCN 0,1 mM, Triton X-100 al 0,05% (v/v), 

ferricitocromo c 25 µM, y las membranas de peroxisomas. El tampón se borboteó previamente con aire. La 

reacción se inició adicionando NADH 100 µM y la reducción del ferricitocromo se registró a 550 nm frente 

a un blanco con idéntica composición pero conteniendo CuZn-SOD 2 µM. La cantidad de radicales 

superóxido producidos se calculó según el método de Asada (1984), utilizando un coeficiente de extinción 
molar para el citocromo c de 19 x 103 M-1 cm-1 (Keister y San Pietro, 1963).  
 
3.15. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS 

La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford (1976) empleando 
albúmina de suero bovino (ASB) como patrón de calibración. Las muestras se prepararon en un volumen 
de 0,8 ml al que se le adicionaron 0,2 ml de una solución de Bio-Rad (Bio-Rad Protein Assay Reagent). 
Transcurridos 5 minutos, se procedió a la lectura en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 595 
nm frente a un blanco con 0,8 ml de agua destilada.  
 
3.16. DETERMINACIÓN DE CLOROFILA TOTAL 

La concentración de clorofila total se determinó siguiendo el método de Arnon (1949). La clorofila 
se extrajo con acetona al 80% (v/v), en oscuridad, centrifugándose después, en frío, a 2.400 g durante 10 
minutos. La concentración de clorofila se determinó en los sobrenadantes midiendo la absorbancia a 652 
nm frente a un blanco que contenía acetona al 80% (v/v), y mediante la expresión: 

 

donde ν  es el volumen de muestra en ml y A652 la densidad óptica a 652 nm. 

 

v
Amlmgclorofila

×
×

=
5,34

5
)/( 652
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Proteína-C=O Proteína-C=N-NH-2,4-DNP + H2O

H2N-NH-2,4-DNP

Proteína-C=O Proteína-C=N-NH-2,4-DNP + H2O

H2N-NH-2,4-DNP
 

3.17. DETERMINACIÓN DE LA CONDUCTIVIDAD 
 Para determinar la salida de electrolitos en hojas de plantas de guisante tratadas con Cd, se 
estudiaron los cambios en la conductividad de discos foliares. Para ello se prepararon dos discos foliares 
de 10 mm de diámetro que se depositaron en tubos de vidrio conteniendo 2 ml de agua milli-Q, con la cara 
abaxial hacia arriba. Los discos se incubaron durante 3 horas y se midió la conductividad en un 
conductivímetro Crison, mod. micro pH 2001. Para cada tratamiento se utilizaron tres réplicas. 
 
3.18. DETERMINACIÓN DE DENSIDAD 

 La determinación de la densidad de las soluciones de sacarosa se efectuó a partir de  medidas de 
refractometría, a temperatura ambiente, utilizando un refractómetro Atago mod. 500 con capacidad para 
medir concentraciones en el intervalo 0-90% de sacarosa (p/p). 
 
3.19. DETERMINACIÓN DE GRUPOS CARBONILO 

Tanto en homogenados como en peroxisomas de hojas purificados por centrifugación en 
gradientes de sacarosa se determinaron los grupos carbonilo como índice de las proteínas modificadas 
oxidativamente. Como control positivo, se utilizaron homogenados incubados, durante 2 h, con 
concentraciones crecientes de H2O2 (0-20 mM). 
 
3.19.1. Medida en Solución 

La cuantificación de grupos carbonilo se efectuó según el método de Levine y col. (1991) basado 
en la reacción de los grupos C=O con la 2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH) con formación de 2,4-
dinitrofenilhidrazona que absorbe a 370 nm, según la reacción:  

 
 
 
 

 
Se prepararon homogenados de hojas de guisante en tampón fosfato-Na 10 mM, pH 7,4, EDTA 1 

mM, Triton X-100 al 0.2% (v/v) y PMSF 1mM, con una relación p/v de 1/4. Los homogenados se filtraron y 
centrifugaron a 27.000 g durante 20 min y los sobrenadantes se utilizaron para las determinaciones.  

Para cada tratamiento se usaron tres muestras (con dos réplicas a su vez, cada una) y su 
correspondiente blanco. Los extractos, conteniendo 0.5 mg de proteína se incubaron con sulfato de 
estreptomicina al 1% (p/v) durante 20 min para eliminar ácidos nucléicos y se centrifugaron a 2.000 g 
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durante 10 min. Posteriormente, los homogenados se incubaron durante 1 h con DNPH 10 mM preparada 
en HCl 2 M. Los blancos se incubaron con HCl sin DNPH. Las proteínas se precipitaron con ácido 
tricloroacético (TCA) al 10%  (p/v) y el exceso de DNPH se eliminó por lavados con etanol/acetato de etilo 
(1:1). Finalmente, el precipitado se resuspendió en guanidina 6 M  preparada en KH2PO4 20 mM a pH 2,3 
(ajustado con ácido trifluoroacético) y se midió la absorbancia  a 370 nm. Como control del contenido de 
proteínas, al final del ensayo se midió la absorbancia de los blancos a 280 nm  utilizando una curva patrón 
de albúmina de suero bovino (ASB) preparada en guanidina 6 M. El contenido de carbonilos se calculó 
usando un coeficiente de extinción molar para las hidrazonas alifáticas de 22.000  M-1 cm-1 (Levine y col., 
1990).  

Para la cuantificación de grupos carbonilo en peroxisomas purificados, éstos se sometieron a 
choque osmótico por dilución (5 veces) con tampón fosfato potásico 50 mM, pH 7,8, EDTA 1mM, y las 
muestras se mantuvieron en agitación durante 1-2 horas a 4ºC. Posteriormente, las muestras se incubaron 
con TCA al 10% durante 15 minutos y las proteínas se recuperaron por centrifugación a 27.000 g durante 
1 hora. El precipitado obtenido se resuspendió en tampón fosfato sódico 10 mM, pH 7,4, y se incubó con 
DNPH continuando con el protocolo anteriormente indicado. 
 
3.19.2. Detección Inmunoquímica  

Se llevó a cabo según el método de Yan y col. (1998). Los homogenados o fracción peroxisomal 
se incubaron con DNPH 10 mM preparada en HCl 2 M durante 1 hora. Como controles se utilizaron 
blancos incubados en HCl sin DNPH. Posteriormente, se precipitaron las proteínas con TCA al 10% (p/v) y 
se lavaron con etanol/acetato de etilo (1:1) tres veces como se indicó anteriormente. Finalmente, las 

proteínas se resuspendieron en tampón fosfato-Na 10 mM, pH 7,4, y se cargaron 10 µg en dos geles de 

poliacrilamida-SDS, al 12% el gel separador y al 4% el gel concentrador. Uno de los geles se empleó para 
la inmunodetección, mediante la transferencia a una membrana de PVDF, y el segundo para tinción de 
proteínas  como control. Las membranas de PVDF se incubaron con anticuerpos comerciales frente a la 
DNPH de Sigma (dilución 1:40.000) y las proteínas oxidadas se detectaron mediante quimioluminiscencia 
(Corpas y col., 1998a) o mediante el método de la fosfatasa alcalina, usando como sustrato el NBT. 
 
3.19.3. Identificación de Proteínas Oxidadas 
 Los homogenados y las fracciones peroxisomales derivatizados con DNPH se inmunoprecipitaron 
con anticuerpos frente al DNPH, según Small y col. (1987). Las muestras derivatizadas se incubaron toda 
la noche a 4ºC en un tampón fosfato sódico 10 mM, pH 7,2, con NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM y el anti-DNPH 

diluido 1:1.000, en un volumen final de 170 µl. Posteriormente, las muestras se depositaron sobre un 
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gradiente de sacarosa de dos capas (0,5 y 1,25 M) y se centrifugaron a 5.000 g durante 5 minutos, dos 

veces. El precipitado obtenido se resuspendió con 5 µl de NaOH 0,1 N, a lo que se añadieron 40 µl de 

tampón de muestra para geles de SDS, 4,25 µl de HCl 0,1 N y finalmente, 1 µl de DTT 0,5 M. Las 

proteínas se separaron mediante EGPA-SDS y se transfirieron a una membrana de PVDF según se ha 
descrito con anterioridad. Las proteínas oxidadas se identificaron mediante el uso de anticuerpos frente a 
las siguientes enzimas: Mn-SOD, GR, CAT, CuZn-SOD y FBPasa. Como controles se ensayaron 
homogenados normales, homogenados inmunoprecipitados sin derivatizar y homogenados derivatizados 
sin inmunoprecipitar. 
 
3.20. DETERMINACIÓN DE GRUPOS TIOL (-SH) 
 La medida de grupos -SH se realizó según el método de Patra y col. (1994), basado en la afinidad 
del 5,5´-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) por los grupos -SH. Las hojas se homogeneizaron en mortero en 
2 ml de tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, con EDTA 1mM y Triton X-100 al 0,2% (v/v), utilizando una 
relación peso/volumen de 1:4. El homogenado se centrifugó a 27.000 g durante 25 minutos a 4ºC y el 
sobrenadante obtenido se utilizó para los ensayos. Para determinar los grupos -SH totales, 0,5 ml de 

sobrenadante se mezclaron con 50 µl de DTNB 0,1 M y 0,95 ml de metanol, y tras centrifugar a 12.000 g 

durante 10 minutos, se midió la absorbancia de la solución a 410 nm. 
Para la estimación del contenido en grupos -SH no proteicos se procedió a la eliminación de las 

proteínas en los extractos por precipitación con TCA al 12% (p/v) y centrifugación a 12.000 g durante diez 
minutos. El sobrenadante obtenido se utilizó para la determinación de grupos tiol en una mezcla de 

reacción que contenía 1 ml del sobrenadante, 2 ml de Tris-HCl 0,4 M, pH 8,9, y 50 µl de DTNB 0,1 M, 

midiendo  la absorbancia a 410 nm después de 5 minutos de incubación. 
La cuantificación de los grupos -SH totales y no proteicos se efectuó utilizando una curva patrón 

de L-cisteína (5-40 µg/µl). El contenido de grupos -SH proteicos se obtuvo por diferencia entre los totales 

y los no proteicos. 
 

3.21. DETERMINACIÓN DE GLUTATION REDUCIDO Y OXIDADO 
 Se siguió el método de Farris y Reed (1987) basado en la reacción del iodoacético con los grupos 
tioles libres para formar derivados de S-carboximetilo. Posteriormente se realizaba una derivatización 
cromófora de los grupos amino con el reactivo de Sanger con la consiguiente formación de derivados de 
2,4-dinitrofenilo que se detectaban por HPLC. La separación se realizó por intercambio iónico en columna 
de fase reversa con superficie de grupos 3-aminopropilos y el solvente A (70% metanol/H2O) se utilizaba 
para eluir rápidamente el exceso de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno, los DNP derivados de aminoácidos 
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básicos y neutros y el 2,4-dinitrofenol. Por otro lado, el ácido acético del solvente B, a pH 4,5-4,6, se utilizó 
para mantener los grupos amino de la columna en forma protonada, y así permitir la evolución selectiva de 
los dinitrofenil derivados (DNPd) de ácidos incrementando las concentraciones de sodio o acetato 
amónico. 
 Se obtuvieron extractos de hojas en ácido perclórico al 6% (v/v) preparado en H2O Milli-Q 
conteniendo ácido batofenantrolindisulfónico (BPDS) 1mM y el glutation se extrajo de los mismos, 
incubando estos extractos durante 30 minutos en hielo, tras lo cual se centrifugó a 12.000 g durante 10 
minutos. El sobrenadante se congeló y se procedió a su derivatización tras su descongelación. De acuerdo 

con el método de Farris y Reed, y usando γ-glutamil-glutamato (γ-Glu-Glu) como patrón interno, la 

derivatización se llevó a cabo mezclando: 250 µl del extracto ácido descongelado, 50 µl de γ-Glu-Glu 0,2 

mM preparado en ácido perclórico 0,3% (v/v) y 25 µl de ácido iodoacético 0,1 M preparado en una 

solución acuosa de m-cresol púrpura 0,2 mM. La mezcla se llevó a pH 8,5-9 con una solución de KOH 3M-
Mops 0,3 M que se añadía gota a gota, agitando bien las muestras y comprobando el pH, y se incubó 
durante 25 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad. Posteriormente, se centrifugó a 15.000 g 

durante 5-10 minutos a 4ºC. Se recogieron 100 µl del sobrenadante que se mezclaron con 200 µl de 

fluorodinitrobenceno (FDNB) (preparado al 1% v/v en etanol), y esto se realizó por duplicado para cada 
muestra. Tras la incubación a temperatura ambiente y en oscuridad durante 12 horas, se añadió lisina 0,03 
M para que reaccionara con el FDNB libre que pudiera dañar a la columna, y las muestras se sometieron a 
liofilización durante 4-5 horas. Al finalizar ésta, se mantuvieron a –20 ºC hasta su posterior cuantificación 

por HPLC. Para ello, las muestras se resuspendieron en 100 µl de fase móvil A (70% metanol) y se les 

añadió lisina. 
 Usando estas condiciones de ensayo, menos del 0,5% del GSH se oxida a GSSG durante el 
proceso. Sin embargo, para prevenir esta interferencia, se extraía rutinariamente una alícuota de la 
muestra con el mismo ácido conteniendo BPDS y N-etilmaleimida (NEM) 40 mM, antes de la 
derivatización. El porcentaje de oxidación del GSH durante el proceso se calculaba de la diferencia de 
contenido de GSSG de la muestra extraída en ausencia y en presencia de NEM. La detección se realizó a 
365 nm en un HPLC Shimadzu, pasando la muestra por una columna 3-aminopropilo de intercambio iónico 
y de fase reversa. Antes de inyectar, las muestras resuspendidas se centrifugaron a 12.000 g durante 2 
min para eliminar posibles partículas que pudieran obstruir la columna. Tras la inyección de la muestra 

derivatizada (20 µl), la fase móvil A (70% metanol/H2O) se mantenía en un 80% durante 7 min, 

correspondiendo el 20% restante a la fase móvil B (acetato sódico 0,5 M en metanol al 70%).  
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Posteriormente se mantenía un gradiente linear creciente de la fase móvil B durante 15 minutos hasta 
alcanzar un 1 % del solvente A y un 99% del solvente B a un flujo de 1 ml/min. La fase móvil B se 
mantenía en un 99% durante 8 minutos hasta que eluía el GSSG. Tres minutos más tarde se volvía a la 
proporción de 80% de A y se mantenía durante 22 minutos antes de inyectar la siguiente muestra a fin de 
equilibrar la columna con esas proporciones. 
 
3.22. DETERMINACIÓN DE ÁCIDO ASCÓRBICO 
 El ascorbato se determinó a partir de extractos ácidos, obtenidos igual que en el apartado anterior, 
por HPLC tal y como describen Castillo y Greppin (1988). La fase móvil utilizada para la determinación 
consistió en (NH4)H2PO4 al 2% (p/v) en agua, a un pH 2,8. Antes de ser analizadas, las muestras eran 

pasadas a través de columnas Sepack C18 (Waters) y filtradas por un filtro  de 0,5 µm (Millex GV3, 

Millipore). Posteriormente se inyectaron en una columna Apex octadecil de 5 µm de diámetro y 25 cm de 

longitud, a un flujo de 1 ml/min. La detección se realizó a una longitud de onda de 254 nm en un HPLC 
Shimadzu LC-10 AS con un detector SPD-10AV. El sistema se calibró por medio de un patrón externo, 
utilizando una curva de calibración compuesta por distintas concentraciones de ácido ascórbico. 
 
3.23. MICROSCOPÍA ÓPTICA Y ELECTRÓNICA 
3.23.1. Preparación de las Muestras 
3.23.1.1. Estudios Estructurales 

Las hojas de guisante se cortaron en piezas de aproximadamente 1 mm2 en una solución de 
glutaraldehído al 2,5% (v/v) preparada en tampón fosfato potásico 50 mM, pH 6,8, y se mantuvieron 
durante 2 horas y 30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron fijadas posteriormente en 
OsO4 al 1% (v/v) preparado en tampón cacodilato sódico 50 mM, pH 7,2, tras lo cual se deshidrataron en 
una serie escalonada de etanol del 30 al 100% (v/v), y fueron embebidas en resina Spurr. Se prepararon 
cortes semifinos que se tiñeron con azul de metileno para su observación al microscopio óptico y cortes 
ultrafinos que se contrastaron con citrato de plomo y acetato de uranilo para su observación en un 
microscopio electrónico de transmisión Zeiss EM 10C. 
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3.23.1.2. Para Inmunocitoquímica 

 Los cortes de hoja (1 mm2) se fijaron en una solución de glutaraldehído al 0,2% (v/v) y p-
formaldehído al 4% (p/v) en tampón Pipes-KOH 50 mM, pH 7,4, durante 1 hora a 4ºC. Los cortes se 
lavaron tres veces con el mismo tampón y se deshidrataron en series escalonadas de etanol (30-100%; 
v/v) con intervalos de 20 min. A partir del 70 % de etanol, las muestras se mantuvieron a -20ºC. Después 
de la deshidratación, los cortes fueron infiltrados en series graduales de resina LR White (LRW) en etanol  
(25-100%; v/v) con intervalos de 4 horas e infiltración final de 12 horas. La polimerización se realizó a -20ºC 
en luz ultravioleta. 
 
3.23.2. Detección de Muerte Celular (Técnica TUNEL) 

Para la detección de muerte celular se empleó la técnica TUNEL (TdT-mediated X-dUTP nick end 
labelling) utilizando el método de Boehringer Mannheim que permite la observación al microscopio óptico 
de apoptosis en células individuales. El método está basado en la detección de roturas de la cadena de 
ADN que ocurren en los primeros estadíos de la apoptosis. Para ello se utilizaron muestras preparadas en 

resina LRW. Los cortes se permeabilizaron con proteinasa K (10-20 µg por ml de Tris-HCl 10 mM, pH 7,6) 

durante 30 min a temperatura ambiente, tras lo cual, se lavaron con tampón PBS (fosfato potásico 0,1 M, 
pH 7,4 y NaCl 150 mM) dos veces (10 min cada una). Posteriormente, los cortes se incubaron durante 75 
min en una mezcla de reacción que contenía fluoresceína-dUTP y desoxinucleotidil transferasa (TdT), que 
cataliza la unión de los desoxirribonucleótidos al extremo 3’ de las cadenas de ADN, tanto simples como 
dobles. En estas condiciones,  la TdT cataliza la adición de los nucleótidos marcados con fluoresceína a 
los extremos 3’ de las cadenas de ADN dañadas y, después de lavar con PBS, se puede observar la 
emisión de fluorescencia en estas zonas. Para amplificar la señal se puede utilizar un anticuerpo frente a 
la fluoresceína, conjugado con fosfatasa alcalina, y después se revela con el sustrato de esta enzima 
(NBT/BCIP) dando lugar a precipitados marrones que se pueden observar al microscopio óptico. 
 
3.23.3. Detección de Óxido Nítrico (NO∙) 

Se incubaron cortes de hojas, de 25 mm2, en una solución de 10 µM de diacetato de 

diaminofluoresceína (DAF2-DA) de Calbiochem, preparada en tampón Tris-HCl 10 mM, pH 7,4. El tiempo 
de incubación fue de 1 h y se realizó en oscuridad y a temperatura ambiente. A continuación se lavaron los 
cortes con el mismo tampón dos veces (durante 15 min) y se incubaron en una solución de sacarosa al 
30% (p/v) durante 12 horas. Una vez realizados los cortes, se observaron con el microscopio láser 
confocal a una longitud de onda de 495-515 nm según Pedroso y Durzan (2000).  
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Para inhibir una fuente endógena importante de NO∙, la actividad óxido nítrico sintasa (NOS), los cortes 
fueron preincubados 1 hora a temperatura ambiente con un inhibidor competitivo de la misma,  (L-NAME), 
que se mantuvo durante la incubación con DAF2-DA. 
 
3.23.4. Identificación Citoquímica de Peroxisomas  

Para la identificación de peroxisomas en cortes ultrafinos se siguió un método basado en la 
actividad peroxidásica de la catalasa sobre la diaminobencidina (DAB), según describen Palma y col. 
(1991). El producto de la oxidación de la DAB por la catalasa y el H2O2 forma un precipitado con el OsO4 
que presenta una alta densidad electrónica fácilmente reconocible. Las muestras se fijaron inicialmente 
con glutaraldehído al 0,5% (v/v) preparado en tampón fosfato potásico 50 mM, pH 6,8, durante 2,5 horas a 
temperatura ambiente, lavando después con el mismo tampón. Posteriormente, se incubaron a 
temperatura ambiente y en oscuridad, durante 1 h, en una solución de DAB de 2 mg/ml preparada en Tris-
HCl 50 mM, pH 9,0. Después, las muestras se incubaron a 37ºC en oscuridad durante dos horas en una 
solución recién preparada de DAB (2 mg/ml) y H2O2 al 0,02% (v/v), tras lo cual, se lavaron con tampón 
fosfato potásico 50 mM, pH 6,8, y se deshidrataron en una serie escalonada de etanol del 30 al 100% 
(v/v). Una vez embebidas las muestras en resina Spurr, se contrastaron los cortes igual que para el 
estudio de la ultraestructura y se observaron en un microscopio electróncio de transmisión Zeiss ME 10C. 
 
3.23.5. Citoquímica de H2O2 

 Se utilizó el método descrito por Bestwick y col. (1997). Las hojas de guisante se cortaron en 
piezas de aproximadamente 1 mm2 y se incubaron en una solución de CeCl3 5 mM en tampón Mops 50 
mM, pH 7,2, durante 1 h y se siguió el mismo protocolo de preparación de muestras en resina Spurr 
descrito en el apartado 3.23.1.1. Como controles negativos, previamente a la incubación con CeCl3, se 

incubaron cortes de hojas con catalasa de hígado bovino (25 µg/ml), y también se utilizaron cortes 

incubados en tampón y en ausencia de CeCl3. Para determinar el efecto de inhibidores sobre la formación 
de precipitados de H2O2, las muestras se incubaron previamente con los mismos durante 30 min. Los 

inhibidores utilizados fueron azida sódica 1 mM y difeniliodonio (DPI) 10 µM. Los cortes ultrafinos se 

contrastaron con citrato de plomo y acetato de uranilo para su observación al microscopio electrónico. 
 
3.23.6. Citoquímica de Radicales O2

.- 
 Las hojas de guisante se cortaron en piezas de aproximadamente 1 mm2 y se incubaron en una 
solución de diaminobencidina (DAB) 2,5 mM y MnCl2 0,5 mM en tampón Hepes 0,1 M, pH 7,2, con azida 
sódica 1mM durante 30 min (Steinbeck y col., 1993). Como controles de la reacción se llevaron a cabo 
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incubaciones en ausencia de Mn, en presencia y en  ausencia de DAB, y en presencia de CuZn-SOD 10 

µM para comprobar la especificidad de la reacción. Posteriormente, las muestras se procesaron según se 

ha descrito en el apartado anterior. 
 
3.23.7. Microanálisis de Rayos-X 

Para localizar la presencia de acúmulos de Cd a nivel subcelular en hojas de guisante, se 
prepararon muestras en resina Spurr, siguiendo básicamente el método descrito en el apartado 3.23.1.1. 
Para prevenir las movilizaciones de Cd durante el proceso, se utilizaron dos métodos de inmovilización de 
cationes: con piroantimoniato potásico y por fijación con Na2S. En el primer caso, los cortes se incubaron 
durante 2 horas en una solución de piroantimoniato-K al 4% (p/v) (preparado en acético 0,02 N, pH 7,8-8), 
p-formaldehido al 2% (p/v) y fenol al 1% (p/v) (Vázquez y col., 1999). Posteriormente, los cortes se lavaron 
con agua Milli-Q y se deshidrataron en una serie escalonada de etanol para ser embebidas en resina 
Spurr.  

En el caso de la utilización de Na2S, los cortes se incubaron durante dos horas en una solución 
con glutaraldehído al 4% (v/v) preparado en tampón cacodilato-Na 50 mM, pH 7,2, con Na2S al 4% (p/v). 
Posteriormente, las muestras se lavaron dos veces con tampón (15 min cada vez) y se deshidrataron en 
etanol para ser embebidas en resina.  
 Independientemente del método de inmovilización de cationes utilizado, se omitió la postfijación 
con OsO4 para prevenir interferencias. Los cortes se recogieron en rejillas de niquel y se contrastaron 
exclusivamente con acetato de uranilo. La observación se realizó en un microscopio Philips HRT de 200 
kV con sistema microanalítico EDAX. 
 
3.23.8. Microscopio electrónico de barrido 
 Las hojas de guisante se fijaron en glutaraldehído al 5% (v/v) preparado en tampón cacodilato-Na 
0,1 M (pH 7,2), se cortaron y deshidrataron en series de etanol (30-100%, v/v), llevándose al punto crítico 
con dióxido de carbono. Las muestras fueron sometidas a un baño de oro para ser observadas en un 
microscopio electrónico de barrido Carl Zeiss DM950, a 20 kV. 
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3.24. DETECCIÓN HISTOQUÍMICA DE LA PRODUCCIÓN DE RADICALES 

O2
.- Y DE H2O2 EN HOJAS COMPLETAS 

3.24.1. Producción de Radicales O2
.- 

 Hojas completas de plantas de guisante se infiltraron a vacío (dos golpes de 5 min) con tampón 
fosfato potásico 50 mM, pH 6,4, con NBT al 0,1% (p/v) y azida sódica 10 mM. Posteriormente, las hojas se 
incubaron en la luz durante 30 minutos, hasta la aparición de manchas oscuras debidas a la formación de 

azul de formazano como consecuencia de la reducción del NBT por los radicales O2
.- (Schraudner y col., 

1998). Como control de la reacción se utilizó tetrametilpiperidonoxi (TMP) 1 mM que actúa como un 
secuestrador de radicales superóxido. 
 
3.24.2. Producción de H2O2 

 Hojas enteras de plantas de guisante se infiltraron a vacío (dos golpes de 5 min) con tampón Mes 
10 mM, pH 6,5, conteniendo DAB al 0,1% (p/v). Posteriormente, las hojas se incubaron en oscuridad de 3 
a 8 horas y se expusieron a la luz durante 1h, tras lo cual se observaron unas manchas oscuras 
consecuencia de la oxidación del DAB por el H2O2. Como control de la reacción, las hojas antes y durante 
la infiltración con DAB, se incubaron en presencia de ascorbato 1 mM que actúa eliminando el H2O2. 
 

3.24.3. Efecto de Moduladores sobre la Producción de H2O2 y O2
.- 

Para determinar el efecto de distintos inhibidores y activadores sobre la producción de H2O2 y O2
.-, 

las hojas de guisante se incubaron por inmersión de los peciolos durante 3-18 horas, en distintas 

soluciones acuosas conteniendo los siguientes compuestos: cantaridina 5µM (inhibidor de protein 

quinasas), LaCl3 1mM (bloqueante de canales de calcio), ácido salicílico 1mM, N-acetil-cisteína 20mM 
(secuestrador de H2O2), nitroprusiato de sodio 0,5 mM (donador de NO), 2-fenil-4,4,5,5-

tetrametilimidazolina-1-oxil-3-óxido (PTIO) 150 µM (secuestrador de NO), 8-Br-cGMP 100 µM (donador de 

GMP cíclico), 1H[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ) 200 µM (inhibidor de GMP cíclico) y 

tetrametil piperidinooxi (TMP) 1mM (secuestrador de radicales O2
.-). Tras la infiltración, se estudió la 

producción de radicales O2
.- y de H2O2 según se ha indicado anteriormente. Como controles se utilizaron 

hojas infiltradas con H2O. 
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3.25. ENSAYOS DE MUERTE CELULAR EN HOJA COMPLETA 
 Como marcador de muerte celular en hoja se utilizó el colorante impermeable, “Evans blue”, que 
sólo penetra en las células que tienen dañada la membrana. Se sumergieron los peciolos de las hojas de 
guisante en una solución de “Evans blue” al 0,25 % (p/v) en agua destilada durante 20 horas. Pasado este 
tiempo, las hojas se decoloraron por inmersión en etanol hirviendo para una mejor observación del 
colorante. Para la cuantificación del “Evans blue” que penetra en la hoja, se procedió a la extracción del 
mismo a partir de discos foliares procedentes de las hojas infiltradas, mediante maceración a 50ºC en una 
mezcla de metanol al 50% (v/v) y SDS al 1% (p/v) durante 30 min (Levine y col., 1994). Los discos foliares 
se homogeneizaron en Potter y se centrifugaron para retirar los restos de hojas, midiendo después la 
densidad óptica del sobrenadante a 600 nm. 
 
3.26. EXTRACCIÓN, CUANTIFICACIÓN Y ANÁLISIS ELECTROFORÉTICO 
DEL ADN 

La extracción de ADN de las hojas de guisante se realizó mediante un método comercial de la 
casa Qiagen (“DNeasy Plant Mini Kit”) (Fig. 3.2). Las hojas se trituraron en un mortero en presencia de 
nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino. Éste se pesó inmediatamente y se le añadió el medio de 
lisado precalentado a 65ºC. Posteriormente, las proteínas y polisacáridos eran precipitados con altas 
concentraciones salinas y centrifugados en tubos de microcentrífuga con filtro obteniéndose un lisado con 
el ADN. Éste, se transfirió a un tubo de microcentrífuga nuevo al que se le añadió tampón de unión y 
etanol que favorece la adhesión  del mismo a la membrana de gel de sílice. Se centrifugó y se lavó para 
eliminar más eficientemente los polisacáridos y proteínas, y finalmente se obtuvo el ADN tras eluirlo con 
agua estéril o con tampón TE de baja concentración salina (Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, con EDTA 1 mM). 
 
 
 
 

 

absorba

equival

se hizo
indicati
Fig. 3.2 Extracción del ADN de hojas según el protocolo de Quiagen (DNAeasy Plant 
Mini Kit). El ADN se  eluyó con H2O. 

La  cuantificación del ADN en solución se estimó diluyendo el ADN con agua estéril y midiendo su 
ncia 260 nm, asumiendo que una unidad de densidad óptica a esta longitud de onda es 

ente a 50 µg /ml de ADN de cadena doble. Para comprobar la posible contaminación por proteínas 

 un barrido entre 200-300 nm lo que permitió determinar la relación de las absorbancias A260/A280, 
vo de la pureza del ADN cuando este cociente tiene un valor entre 1,7-1,9. 
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La separación de fragmentos de ADN en base a su tamaño, con fines analíticos o preparativos, se 
llevó a cabo mediante electroforesis, bien en geles de poliacrilamida o de agarosa. Los geles de 
poliacrilamida al 7,5% (p/v) en condiciones no desnaturalizantes (como se indica en el apartado 3.9.1) eran 
preparados en tampón TBE (Tris 89 mM, ácido bórico 89 mM y EDTA 1mM, pH 8,0). Las muestras de 
ADN se mezclaron con 0,1 volúmenes de tampón de carga (10% (v/v) de glicerol, 0,001% (p/v) de azul de 
bromofenol y 0,001% (p/v) de xilenocianol) y se cargaron en el gel que se sometió a un voltaje de 75 V 
durante 1 hora. Finalmente, el gel se tiñó con plata como se indica en el apartado 3.9.3.2. Los geles de 
agarosa entre el 0,8 y el 1,5% (p/v) se prepararon en tampón TBE. A las muestras de ADN se les añadió 
0,1 vol del mismo tampón de carga y se introdujeron en el gel al que se le aplicó un voltaje constante entre 
40 y 60 V. Posteriormente los geles se tiñeron con bromuro de etidio 0,025% (p/v) durante 30 min para 
visualizar el ADN con luz UV. 
 
3.27. EXTRACCIÓN, CUANTIFICACIÓN Y ANÁLISIS ELECTROFORÉTICO 
DEL ARN 

El ARN total se extrajo de las hojas de guisante utilizando una solución monofásica de fenol y de 
isotiocianato de guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987) disponible comercialmente como TRIzol 
(GIBCOBRL, Life Technologies). Las hojas de guisante (previamente congeladas con nitrógeno líquido y 
conservadas a -80ºC) se homogeneizaron en un mortero en presencia de nitrógeno líquido hasta obtener 
un polvo fino. Inmediatamente se pesó el polvo y se le añadió la solución de TRIzol (1 ml por cada 0,1 g de 
tejido) y se incubaron a 15-30ºC durante 5 minutos. A continuación se añadió cloroformo (0,2 ml por cada 
ml de TRIzol) agitando vigorosamente durante 15 segundos e incubando durante 2-3 minutos a 15-30 ºC, 
para después centrifugar a 12.000 g durante 15 minutos a 4ºC. Se obtuvieron dos fases, una orgánica, de 
fenol-cloroformo, y otra acuosa, donde se quedó exclusivamente el ARN. Esta fase se recuperó y se 
mezcló con isopropanol puro, se incubó durante 10 minutos y se centrifugó a 12.000 g durante 10 minutos 
a 4ºC. Así, se obtuvo un precipitado de ARN que se lavó con etanol al 75 % (v/v) (al menos 1 ml por ml de 
TRIzol utilizado) y posteriormente se volvió a precipitar centrifugando a 7.500 g durante 5 minutos a 4ºC. 
Finalmente, se dejó secar el precipitado al aire durante unos minutos y se resuspendió el ARN en agua 
tratada previamente con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1% (v/v) para inactivar posibles ARNasas (20-40 

µl x 0,1 g-1 de tejido). 
La  cuantificación del ARN en solución se estimó a partir de la absorbancia a 260 nm, asumiendo 

que una unidad de densidad óptica a esta longitud de onda equivale aproximadamente a 40 µg /ml de 

ARN. Para ello se realizó una dilución del ARN en agua tratada previamente con DEPC y se midió la 
absorbancia entre 200-300 nm para comprobar posibles contaminaciones de proteínas, además de 
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determinar la relación de las absorbancias A260/A280, indicativo de la pureza del ARN cuando está entre 1,8 
y 2,0. 

El ARN procedente de las hojas de guisante se analizó en geles de agarosa-Mops al 1,2% (p/v) en 
presencia de formaldehido al 1,8% (v/v) según Sambrook y col. (1989). Las muestras de ARN se 
calentaron a 65ºC durante 15 minutos y se prepararon en una solución de tampón Mops 20 mM, pH 7,0, 
acetato sódico 5 mM y EDTA 1 mM, formaldehido 6,5% (v/v) y formamida 50% (v/v), después de lo cual se 
calentaron a 55ºC, durante 10 minutos y se les añadió 0,1 volúmenes de tampón de carga compuesto por 
glicerol 10% (v/v), EDTA 0,1mM, pH 8,0, azul de bromofenol 0,025% (p/v) y xilenocianol 0,025% (p/v). Se 
prepararon geles de agarosa al 1,2% (p/v) en el mismo tampón y con formaldehido al 1,8% (v/v). Para ello 
se disolvió la agarosa por calentamiento en 85 ml de agua, y después de haberse enfriado un poco la 
solución, se le añadió 10 ml de tampón  Mops 10x y 5 ml de una solución de formaldehido al 37% (v/v). La 
electroforesis se llevó a cabo en tampón Mops a 40 V durante 3 horas aproximadamente, hasta que el azul 
de bromofenol del tampón de carga recorrió las ¾ partes del gel. 

La transferencia de las muestras de ARN a membranas de nylon, después de la electroforesis 
(Northern), se llevó a cabo básicamente como se indica en Sambrook y col. (1989). Una vez terminada la 
electroforesis del gel de agarosa, éste se lavó y equilibró en SSC 10x (NaCl 1,5 M, citrato sódico 0,15 M a 
pH 7,0) durante unos 20 minutos con un par de cambios de solución. Posteriormente, se transfirió a una 
membrana de nylon (BioRad) por un proceso de capilaridad.  Para ello, el gel se colocó sobre un puente 
de papel de filtro que se sumergió por ambos extremos en una solución SSC 10x. Sobre el gel se colocó la 
membrana de nylon, del mismo tamaño, y sobre ella 6 papeles de filtro (Whatman 3 MM) cortados con el 
mismo tamaño del gel, al igual que la pila de papel absorbente que se colocó encima. Se dejó transcurrir la 
transferencia capilar durante unas 12 horas (Fig. 3.5). Posteriormente, se recogió la membrana, se 
enjuagó con SSC 2x y se dejó secar al aire, tras lo cual se fijó el ARN a la membrana con un tratamiento 
de luz ultravioleta a 0,12 J/cm2 (dos pulsos) con un transiluminador Vilbert-Lourmat (Bio-link BLX-254). 
Finalmente, la membrana se tiñó con azul de metileno 0,04% (p/v) preparado en acetato sódico 0,3 M, pH 
5,6, para comprobar la eficiencia de la transferencia (Sambrook y col., 1989). 
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3.28. DETECCIÓN DE ARNm CON SONDAS DE ADN MARCADO 
RADIOACTIVAMENTE 
 Las membranas después de la transferencia del ARN se utilizaron para la detección y 
cuantificación de ARNm específicos mediante el uso de sondas de ADN marcadas radioactivamente (Fig. 
3.5). 
3.28.1. Sondas de ADN Utilizadas 
A partir de los ADNc de diversas enzimas antioxidantes (Tabla 3.1) se obtuvieron, bien por PCR con 
cebadores específicos o por digestión con endonucleasas, los fragmentos que serían utilizados como 
sondas y que serían marcados con 32P tal y como se indica en el apartado 3.28.3. 
 

Tabla 3.1 Sondas que se marcaron con 32P y se utilizaron en la detección del ARNm 
correspondiente. Todas ellas proceden de guisante excepto la APX que procede de algodón. 
Los clones fueron cedidos por los autores de las referencias que se citan en primer lugar. 

M: (A/C); R: (G/A); Y: (T/C); S: (G/C) 
 
3.28.2. Transformación y Aislamiento de los Plásmidos 

El método utilizado para la transformación de bacterias fue el descrito por Lucotte y Baneyx 

(1993). Las bacterias competentes E. Coli DH5α, se conservaron a -80ºC, se sacaron y cuando 

empezaron a descongelarse se añadieron 20-200 ng del plásmido de interés (2-5 µl) y se dejaron 30 

minutos a 4ºC. Posteriormente, se calentaron las células a 42ºC durante 90 segundos. Luego se añadieron 
0,5 ml de medio Luria-Bertani 2x [LB 1x: Triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), 
pH 7,0] y se incubaron a 37ºC de 1-2 horas en un agitador orbital (Gallenkamp) a 170 rpm. Cuando se 

Gen Vector Cebadores/Enzimas 
de restricción

Tamaño 
(pb) Referencia

Ruíz-Lozano y col. (2001)
Mn-SOD pBluescript 435

Dra. B Zilinskas, Rutgers 
Univ., New Jersey

F: 5’-AACGTGGTTGTTGGAGG-3’
R: 5’-ACGGGAATAGAAGTATGGAAGG-3’MDHAR pBluescript 550 Murthy and Zilinskas (1994)

F: 5’-CCTGGACTTCATGGCTTCCAT-3’
R: 5’-TCTTCCGCCAGCGTTTCCAGTG-3’

CuZn-SOD pUC 580 Isin y col. (1990)

GR pKSII BamH I 1900 Stevens y col. (1997)

CAT pUC EcoR I 1200 Isin y Allen (1991)

APX pGEM EcoR I/Hind III 1200 Bunkelmann y Trelease (1996)

F: 5’-ACMMGAARCACCAYCARACTTA-3’
R: 5’-TGSARGTAGTAGGCATGYTCCCA-3’

Gen Vector Cebadores/Enzimas 
de restricción

Tamaño 
(pb) Referencia

Ruíz-Lozano y col. (2001)
Mn-SOD pBluescript 435

Dra. B Zilinskas, Rutgers 
Univ., New Jersey

F: 5’-AACGTGGTTGTTGGAGG-3’
R: 5’-ACGGGAATAGAAGTATGGAAGG-3’MDHAR pBluescript 550 Murthy and Zilinskas (1994)

F: 5’-CCTGGACTTCATGGCTTCCAT-3’
R: 5’-TCTTCCGCCAGCGTTTCCAGTG-3’

CuZn-SOD pUC 580 Isin y col. (1990)

GR pKSII BamH I 1900 Stevens y col. (1997)

CAT pUC EcoR I 1200 Isin y Allen (1991)

APX pGEM EcoR I/Hind III 1200 Bunkelmann y Trelease (1996)

F: 5’-ACMMGAARCACCAYCARACTTA-3’
R: 5’-TGSARGTAGTAGGCATGYTCCCA-3’
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alcanzó una densidad óptica a 600 nm (DO600) de 0,6 se distribuyeron homogéneamente 50 µl de 

suspensión en una placa de Petri con LB 1x, ampicilina 100 µg/ml, y agar al 2% (p/v) y se dejaron crecer 

las bacterias durante 12-16 horas a 37ºC. 
Utilizando estos cultivos se inició el aislamiento del plásmido (Miniprep) con un método comercial 

de Promega (“Wizard Plus SV Minipreps, DNA Purification Systems”) (Fig. 3.3). A partir de colonias 

individualizadas, se inocularon tubos de ensayo con 3 ml de LB y ampicilina (100 µg/ml) que se 

mantuvieron en un agitador orbital a 170 rpm y 37ºC hasta que alcanzaron una DO600 de 0,6. Los 3 ml de 
cultivo se centrifugaron a 10.000 g durante 5 minutos a fin de romper las células y extraer y aislar el ADN 

correspondiente. El precipitado celular se resuspendió en 250 µl de tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, con 

EDTA 10 mM y 100 µg/ml de ARNasa A. Posteriormente, se añadieron 250 µl de solución de lisis (NaOH 

0,2 M y SDS al 1% (p/v)), 10 µl  de una solución alcalina con proteasas (para inactivar endonucleasas y 

degradar proteínas) y 350 µl de solución de neutralización (acetato potásico 0,759 M, guanidina-HCl 4,09 

M y ácido acético glacial 2,12 M, a un pH aproximado de 4,2), y se centrifugó a 14.000 g durante 10 
minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirió a una columna suministrada por el método 
de Promega, con una resina a la que se unió el ADN, y se centrifugó a 14.000 g durante 1 minuto a 

temperatura ambiente. Después se añadieron 750 µl de solución de lavado (acetato potásico 60 mM y 

Tris-HCl 10 mM a pH 7,5, con un 60% (v/v) de etanol) y se volvió a centrifugar a 14.000 g durante 1 minuto 

a temperatura ambiente. Se repitió el paso anterior con 250 µl de solución de lavado y se  centrifugó en 

las mismas condiciones durante 2 minutos. Finalmente, se eluyó el ADN con agua y se centrifugó a 14.000 
g durante 1 minuto a temperatura ambiente, conservándose el ADN plasmídico a –20ºC.  
 

 
 
 
 

Fig. 3.3 Obtención del ADN plasmídico a partir de un cultivo de bacterias. Todas las 
centrifugaciones se realizaron a 14.000 g y el último precipitado se lavó dos veces tras 
lo cual se recuperó el ADN plasmídico con H2O  

 
La comprobación de la presencia y del tamaño de los insertos se llevó a cabo, en unos casos, 

mediante el análisis de los mismos en geles de agarosa no desnaturalizantes. Para ello, se digirió el ADN 
plasmídico con las enzimas de restricción correspondientes, siguiendo el protocolo que se detalla a 

continuación: 7,5  µl de agua, 1,0 µl de ADN, 1,0 µl de tampón 10x de la enzima de restricción  y 0,5 µl de 
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enzima de restricción (5 unidades y siempre considerando que el volumen de la enzima debe ser menor 
del 5% del volumen de digestión para evitar su inhibición). Se incubó la mezcla a 37ºC, durante al menos 2 
horas. En otros casos, se recurrió a la amplificación por PCR con cebadores específicos para las sondas 
correspondientes. Para la separación de los distintos fragmentos de ADN se recurrió a la electroforesis en 
geles de agarosa como se explica en el apartado 3.26. Junto a las muestras se utilizaron marcadores de 
ADN de Bio-Rad (“100 bp PCR Molecular Ruler”). 
 Para recuperar los insertos de ADN de los geles de agarosa, se utilizó un método de Qiagen 
(“Quiaex II”) (Fig. 3.4), basado en la extracción y purificación de ADN de los geles de agarosa en tampón 
Tris-acetato/borato con EDTA sin utilizar la extracción con fenol ni la precipitación con etanol como suele 
ser habitual. Se utilizan partículas de sílice optimizadas para recuperar fragmentos de ADN. Las moléculas 
de ADN se adsorben a las partículas de sílice en presencia de altas concentraciones salinas y el resto de 
moléculas se lavan en diferentes pasos, evitando así contaminaciones. Finalmente, el ADN se eluyó con 
agua. 
 
 
 
 

Fig. 3.4 Extracción y purificación de ADN de los geles de agarosa con partículas de sílice 
(Quiaex II) optimizadas para recuperar fragmentos de ADN. Las moléculas de ADN se 
adsorben a las partículas en presencia de altas concentraciones salinas y el resto de 
moléculas se lavaron en diferentes pasos, evitando así contaminaciones. Finalmente, el 
ADN se eluyó con agua. 

 
3.28.3. Marcaje de las Sondas 

Se utilizó un método comercial de Amersham Pharmacia Biotech (“RediprimeTM II”), que permite 
un marcaje aleatorio de una secuencia de nucleótidos a partir de un molde de ADN  desnaturalizado. Este 
ADN se marcaba en numerosos sitios a lo largo de su longitud ya que en la mezcla de reacción que utiliza 
la enzima Klenow polimerasa se sustituyen nucleótidos no radioactivos por el equivalente marcado 

radioactivamente. El fragmento de ADN aislado, con una concentración de 2,5-40 ng en 45 µl de tampón 

TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1mM), se desnaturalizó a 95ºC durante 5 minutos y se colocó en hielo 

durante otros 5 minutos. Este ADN se añadió a la mezcla de reacción (enzima Klenow y nucleótidos) y 5 µl 

de la mezcla de nucleótidos marcados (Redivue [32P] dCTP) y se incubaron a 37ºC durante 1 hora. La 

reacción se paró con 5 µl de EDTA 0,2 M. Los nucleótidos marcados no incorporados fueron eliminados 

con unas columnas de filtración por gel de Boehringer (“Mini Quick SpinTM”). Antes de usar el fragmento de 
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Fig. 3.5 Técnica de Northern-blot 

ADN marcado como sonda, se volvió a calentar a 95 ºC durante 5 minutos y se puso en hielo otros cinco 

minutos. A continuación se añadió esta sonda marcada a la solución de hibridación (14 µl por cada 5 ml 

de solución de hibridación). 
3.28.4. Proceso de Detección de ARNm 

Para la prehibridación e hibridación se siguió el método de Church y Gilbert (1984) con algunas 
modificaciones. Las membranas se colocaron en los tubos de hibridación y se enjuagaron con agua-
DEPC, tras lo cual se prehibridaron con 10-15 ml de solución de hibridación (fosfato sódico 0,5 M, pH 7,1, 
EDTA 2 mM, SDS 7% (p/v) y pirofosfato sódico al 0,1% (p/v)).  

Los tubos se introdujeron en el horno de hibridación durante dos horas a una temperatura de 65ºC 
(para sondas homólogas) o de 42ºC (para sondas heterólogas). Después se sustituyó la solución por una 
nueva que contenía la sonda marcada con 32P, obtenida tal y como se indicó en el apartado anterior, y se 
incubaron los tubos a la misma temperatura durante toda la noche. 
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CdCl2 
(µM) 

Brote 
(g.p.f./planta) 

Brote 
(g.p.s./planta) 

Área foliar 
(cm2) 

Hojas 
(g.p.s.) 

Tallos 
(g.p.s.) 

Raíces 
(g.p.s.) 

0 270,0 a 24,48 a 4340 a 9,95 a 8,54 a 5,98 ab 

10 234,5 ab 22,04 ab 3861 a 8,69 a 7,21 b 6,14 ab 

20 212,4 abc 18,74 bc 3013 b 6,98 b 5,51 c 6,76 a 

30 201,7 bc 17,39 c 2633 b 6,23 bc 4,46 cd 6,70 a 

40 170,6 cd 15,44 cd 2410 b 5,36 c 4,28 cd 5,80 ab 

50 128,8 d 12,44 cd 1595 c 3,89 d 3,87 d 4,39 c 
 

4.1. EFECTO DEL CADMIO EN PLANTAS COMPLETAS Y HOMOGENADOS 

DE GUISANTE  

Con el fin de seleccionar la concentración adecuada de Cd2+ para abordar posteriores estudios 
bioquímicos y subcelulares, se efectuó un análisis inicial del efecto de diferentes concentraciones de Cd2+ 
sobre algunos parámetros fisiológicos y el metabolismo oxidativo. Para ello, se cultivaron plantas  de 

guisante (Pisum sativum L.) con concentraciones crecientes de CdCl2 (0-50 µM), según se ha indicado en 

el primer  apartado de  Material y Métodos. 
 
4.1.1. Parámetros Fisiológicos 

La producción de biomasa vegetal, expresada como peso fresco del brote junto con la raíz, se 
encontraba afectada de forma significativa (P<0,01) por los niveles de Cd2+ aplicados en la solución 
nutritiva (Tabla 4.1). La mayor producción correspondía al crecimiento en ausencia de Cd, mientras que el 

mayor nivel aplicado de Cd2+ (50 µM) determinaba la menor cosecha y se observaba una disminución 

progresiva de la misma en función del nivel de cadmio aplicado a la solución nutritiva, si bien las 

diferencias de los tratamientos con 10 y 20 µM de Cd2+ no eran significativas con respecto al control. El 

efecto de los tratamientos sobre el desarrollo del área foliar resultaba ser altamente significativo (P<0,001). 
También en este caso, la mayor superficie foliar correspondía a la ausencia de Cd2+, mientras que la 

menor superficie correspondía al tratamiento con Cd2+ 50 µM (Tabla 4.1). 

 
Tabla 4.1 Efecto del CdCl2 sobre el crecimiento de plantas de guisante. Los 
resultados son medias de cuatro experimentos diferentes. Los valores seguidos de la 
misma letra no son significativamente diferentes (P<0,05) según el test de Duncan 
para variables múltiples. g.p.f., gramos de peso fresco; g.p.s., gramos de peso seco 
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0 µM Cd 2+ 50 µM Cd 2+ 

A 

La aplicación de diferentes niveles de cadmio a la solución nutritiva ejercía también un efecto 
altamente significativo (P<0,001) sobre el peso seco de las hojas de guisante, así como de los tallos 
(Tabla 4.1). El mayor crecimiento correspondía al cultivo realizado en ausencia de cadmio, y su 

disminución empezaba a ser significativa en los tallos con 10 µM de Cd2+, mientras que en hojas la 

reducción comienza con 20 µM de Cd2+. Por el contrario, el crecimiento de la raíz en peso seco, no 

experimentaba ningún efecto significativo como consecuencia del tratamiento con cadmio, exceptuando la 

concentración de 50 µM de Cd2+ que producía una disminución significativa con respecto a los demás 

tratamientos (Tabla 4.1). A esta concentración de cadmio se apreciaba una reducción especialmente de 
las raíces laterales, así como un oscurecimiento o pardeamiento de las mismas (Fig. 4.1 B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 4.1 Efecto del CdCl2 sobre el crecimiento de plantas 
de guisante. A) Efecto sobre la parte aérea; B) Efecto 
sobre raíces 

 
La inhibición del crecimiento iba acompañada de una disminución significativa en la tasa 

fotosintética, expresada en µM de CO2 m-2 s-1 (Tabla 4.2). A medida que se iba incrementando el aporte de 

Cd a la solución nutritiva, se manifestaba una progresiva disminución de la tasa fotosintética, que se 

encontró muy acusada (de hasta seis veces) en las plantas tratadas con 50 µM de Cd2+. La transpiración 

de las plantas, expresada en mM de H2O m-2 s-1, también se veía afectada de forma altamente significativa 
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100
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MDSMDS

(P<0,001) por la concentración de Cd2+ en la solución nutritiva, existiendo una disminución progresiva de 
la misma a medida que se incrementaba el tratamiento (Tabla 4.2). La eficiencia del uso del agua por el 
cultivo, como consecuencia de una mayor concentración de Cd en el medio de cultivo, mostraba 
disminuciones altamente significativas (P<0,001) (Tabla 4.2).  

 
Tabla 4.2. Efecto del tratamiento con CdCl2 sobre la fotosíntesis neta, la 
eficiencia en el uso del agua y transpiración de plantas de guisante. Los 
resultados que se presentan son media de 12 réplicas y los valores seguidos de la 
misma letra no son diferentes de forma significativa (P<0,05) según el test de 
Duncan. 

 
 

 
 
 
  
 
 
 
 

En las plantas tratadas con Cd2+ también se observó una reducción en el contenido de clorofila de 
las hojas que era dependiente de la concentración de Cd2+ en la solución nutritiva, y esta disminución era 

significativa a partir del segundo tratamiento (20 µM) con respecto al control (Fig. 4.2). 

 
 
Fig. 4.2 Efecto del cadmio sobre el 
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error representan el error estándar de 
la media (ESM). MDS es la mínima 
diferencia significativa según el test 
de Duncan (P<0,05). 
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4.1.2. Distribución de Nutrientes en la Planta 

En hojas y raíces de plantas de guisante, cultivadas con diferentes concentraciones de cadmio, se 
llevó a cabo el análisis del contenido de metales y los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.3.  
 

Tabla 4.3. Efecto del tratamiento con CdCl2 sobre el contenido de metales en hojas y en 
raíces de plantas de guisante. Los resultados se expresan como µg totales de metal en el 
tejido y son media de cuatro réplicas. Los valores seguidos de la misma letra no son diferentes 
de forma significativa (P<0,05) según el test de Duncan de variable múltiple. 
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El cadmio se acumulaba preferentemente en la raíz aunque la capacidad para acumular el metal 

dependía de la concentración de Cd2+ en el medio. Así, las plantas cultivadas en presencia de Cd2+ 10 µM 

eran más eficientes acumulando el metal que las plantas cultivadas con concentraciones superiores, en 

términos de concentración, esto es, considerando los µg de Cd2+ presentes por g de peso seco. Pero, en 

términos de acumulación, expresados como concentración de Cd2+ por g de peso seco, la acumulación de 

Cd2+ en raíces experimentaba un aumento lineal entre 0 y 30  µg de Cd2+, alcanzando una meseta entre 

30 y 50 µM de Cd2+. En hojas también se observó que la acumulación de Cd2+ se incrementaba con la 

concentración del metal en la solución nutritiva, si bien los valores obtenidos eran del orden de 100-180 
v ces inferiores a los observados en raíces. El análisis de cadmio en frutos de plantas cultivadas en Cd2+ 
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0 µM mostró un acúmulo preferente, de 1,5 veces en el fruto en comparación con la vaina (Tabla 4.4), si 

ien, esta acumulación suponía un 0,25% del cadmio acumulado en la raíz, en términos de concentración 

µg Cd2+ g-1 peso seco). 

Tabla 4.4 Contenido de Cd en 
frutos y vainas de plantas de 
guisante control y cultivados con 
Cd2+ (50 µM) 

 

 
El contenido de Zn en hojas disminuía conforme aumentaba el Cd2+ en la solución nutritiva, 

unque en raíces no había diferencias significativas con respecto al control. El contenido total de Fe 
xperimentaba una disminución con concentraciones crecientes de Cd2+ aunque las diferencias fueron 

ignificativas sólo en las hojas del tratamiento con cadmio 50 µM, mientras que en raíces no se apreciaron 

iferencias significativas. El contenido total de Mn en hojas mostraba una disminución lineal y significativa 
on el tratamiento de Cd2+, mientras que en raíces sólo se observó una reducción significativa con la 
ayor concentración de cadmio. El contenido total de Cu no experimentaba cambios significativos en 

aíces, y en hojas sólo se observó una reducción significativa con el tratamiento de CdCl2 50 µM. 
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La distribución de macronutrientes también experimentaba cambios dependientes del cadmio 
como se muestra en la Tabla 4.5.  

 
Tabla 4.5. Efecto del tratamiento con cadmio sobre el contenido de macronutrientes en hojas 
y en raíces de plantas de guisante. Los resultados se expresan como mg totales y son media de 
cuatro réplicas. Los valores seguidos de la misma letra no muestran diferencias significativas 
(P<0,05) según el test de Duncan de variable múltiple. 
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El contenido total de Mg se encontraba disminuído de forma significativa, tanto en hojas como en 
raíces con los distintos tratamientos de Cd2+. El contenido de Ca sólo disminuía de forma significativa en 
hojas. En raíces el N aumentaba ligeramente con el tratamiento, pero en hojas su contenido disminuía de 
forma significativa y progresiva con el tratamiento de cadmio. Los contenidos de K y P en hojas disminuían 
con todos los tratamientos de cadmio, mientras que en raíces el contenido de P aumentaba entre 0 y 30 

µM de Cd2+, aunque no de forma significativa, y se reducía con Cd2+ 40 y 50 µM. A su vez, el K en raíces 

disminuía de forma significativa con la mayor concentación de Cd2+ (50 µM). 

 
4 .3. Estudios Ultraestructurales 
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.1.3.1. Efecto del Cadmio sobre la Estructura y Ultraestructura de Hojas de Guisante 

Con objeto de determinar posibles daños en la estructura foliar de las plantas, se realizaron cortes 

ansversales de las hojas procedentes de plantas control y tratadas con cadmio 50 µM, para su posterior 

bservación a microscopía óptica. Como se puede apreciar en la Fig. 4.3, se producía  una disminución 
el espacio intercelular en los cortes procedentes de plantas tratadas, así como un aumento del tamaño 
e las células, en especial, de las del tejido en empalizada, como se deduce del estudio citométrico (Tabla 
.6). Además, se observa un descenso en el número y tamaño de los cloroplastos como consecuencia del 
atamiento con el metal (Tabla 4.6). 

Tabla 4.6 Efecto del tratamiento con cadmio sobre el tamaño de las células y el 
número de cloroplastos de hojas de guisante. Los valores presentados son media de 
tres cortes transversales de hojas de guisante diferentes ± ESM (error estándar 
de la media). Los resultados seguidos de la misma letra no son diferentes de forma 
significativa (P<0,05) utilizando el test de Duncan para variables múltiples. El 
tamaño de las células está expresado en unidades arbitrarias (u.a.).

CdCl2 
(µM) Tipo de célula Tamaño celular 

(u.a.) 
Número de cloroplastos

por célula 

0 Empalizada 1,46 ± 0,09 b 12,18 ± 0,35 a 

50 Empalizada 2,52 ± 0,17 a 9,06 ± 0,39 b 
    
0 Mesófilo 1,18 ± 0,04 b 9,56 ± 0,08 a 

50 Mesófilo 1,54 ± 0,04 a 8,20 ± 0,27 b 
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Fig. 4.3 Efecto del tratamiento con cadmio en la estructura de las hojas de guisante. 
Fotografías de un corte transversal de hojas de guisante al microscopio óptico. A) 
corte de hojas de plantas control y B) corte de hojas de plantas crecidas con CdCl2 50 
µM. E: epidermis, pe: parénquima en empalizada, pl: parénquima lagunar, ei: espacio 
intercelular. La barra representa 100 µm. 

 
Para profundizar un poco más en estos daños observados en la estructura, se realizó un estudio a 

microscopía electrónica donde se pusieron de manifiesto las alteraciones causadas por el tratamiento, 
como son: desorganización de las membranas tilacoidales (Fig. 4.4 C), incremento del número y tamaño 
de los plastoglóbulos (Fig. 4.4 B y C) y del tamaño de los gránulos de almidón en cloroplastos (Fig.4.4 B y 
C). Además, se observaron invaginaciones del tonoplasto (fig. 18 D), formación de bandas de mielina (Fig. 
4.4 E) y condensación del núcleo como consecuencia del tratamiento con Cd2+ (Fig. 4.4 F). 
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Fig. 4.4 Efecto del tratamiento con CdCl2 50 µM en la ultraestructura de hojas de 
guisante. A) Micrografía al microscopio electrónico de transmisión de un corte de hoja de 
guisante control. B-F) Micrografías al microscopio electrónico de transmisión de cortes de 
hojas de guisante cultivadas con Cd (50 µM). C: cloroplasto; M: mitocondria; Bm: bandas de 
mielina; N: núcleo; P: peroxisoma; A: gránulos de almidón; la flecha señala plastoglóbulos y 
el asterisco, invaginaciones del tonoplasto. La barra representa 1 µm. 
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A B 

C D 

El análisis de la cara abaxial de las hojas de guisante con el microscopio electrónico de barrido 
muestra un mayor número de estomas cerrados en las hojas procedentes de las plantas tratadas con 
cadmio comparado con las hojas control, como se aprecia en la Fig. 4.5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

Fig. 4.5 Fotografías obtenidas con el microscopio electrónico de barrido de la 
superficie abaxial de hojas de guisante control (A y B) y tratadas con Cd2+ (C y D). 
La barra representa 20 µm 

 

4.1.3.2. Localización de Acúmulos de Cadmio 

Para localizar la presencia de acúmulos de cadmio a nivel subcelular en hojas de guisante, se 
prepararon muestras para su observación en un microscopio Philips HRT de 200 kV con sistema 
microanalítico EDAX, tal y como se indica en el apartado 3.27.3 de Material y Métodos. 

Se procedió a la inmovilización de cationes, bien con piroantimoniato potásico, o con Na2S. El 
tratamiento con piroantimoniato dio lugar a la formación de precipitados densos a los electrones que se 
observaron tanto en hojas como en raíces procedentes de plantas control y tratadas con Cd2+. Sin 
embargo, el número de estos precipitados era mayor en las plantas tratadas con el metal (Fig. 4.6 A-F), 
aunque no se detectó la presencia de cadmio en estos precipitados al realizar el microanálisis, 
probablemente debido a que la concentración de cadmio era inferior al umbral de detección del HRTM 
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(Fig. 4.6 G y H). En las plantas tratadas con Na2S, no se detectaron precipitados específicos por lo que 
tampoco fue posible determinar acúmulos de cadmio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.6 Micrografías electrónicas de raíces control (A) y tratadas con Cd (B), y hojas de 
guisante control (C y E) y tratadas con cadmio (D y F). G y H: análisis microanalítico de un 
acúmulo representativo, tras las inmovilización de cationes en hojas control y tratadas con Cd, 
respectivamente. En C y D se muestran células de transferencia, y en E y F células del 
parénquima en empalizada. Las flechas indican estos acúmulos y la barra representa  5 µm 
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4.1.4 Estudios en Homogenados 

4.1.4.1. Efecto del Cadmio sobre el Contenido de Proteínas 

En homogenados de hojas de plantas tratadas con las concentraciones mayores de cadmio (40 y 

50 µM) se encontró un incremento significativo en el contenido de proteínas (Fig. 4.7 A). Sin embargo 

parece que este incremento no era específico ya que el patrón de proteínas en todos los tratamientos era 
muy similar según se observaba en la tinción de proteínas separadas por EGPA-SDS  al 12% (Fig. 4.7 B). 
Incluso se observó una reducción en la intensidad de las bandas de proteínas entre 20 y 40 kDa en los 

extractos de plantas crecidas con 40 y 50 µM de Cd2+. 

 
 
Fig. 4.7 Efecto del tratamiento con Cd2+ 
sobre el contenido de proteínas en hojas de 
plantas de guisante.  
A) Concentración de proteínas medidas por 
el método de Bradford. Los valores son 
media de cuatro medidas independientes ± 
ESM, siendo las diferencias significativas en 
los dos últimos tratamientos con respecto a 
los anteriores (P<0,001),  
B) Patrón de proteínas de extractos de hojas 
de guisante. Las proteínas (20 µg) se 
separaron mediante  EGPA-SDS al 12% y se 
tiñeron con azul de Coomassie. Los 
marcadores de masa molecular se sitúan a la 
izquierda 
 
 

 
4.1.4.2. Metabolismo del Oxígeno Reactivo en Hojas 

Como marcador de estrés oxidativo se determinó la tasa de peroxidación lipídica. Para ello se 
analizó el contenido de sustancias que reaccionan con el ácido tiobarbitúrico (TBARS). En la Fig. 4.8 A  se 
puede apreciar un aumento lineal del contenido de TBARS con la concentración de cadmio aplicada a la 
solución nutritiva. Como un índice adicional de estrés oxidativo, se estudió el contenido de grupos 
carbonilo en proteínas, como marcador de la modificación oxidativa de las mismas. El contenido en grupos 

carbonilo se incrementaba ligeramente en los tratamientos de 20 y 30 µM de Cd2+ y de una forma 

significativa en los tratamientos de 40 y 50 µM de Cd2+ con respecto al control y tratamientos inferiores 

(Fig. 4.8 B). 
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Fig. 4.8 Efecto del tratamiento 
con cadmio sobre la tasa de 
peroxidación lipídica (A) y sobre el 
contenido de grupos carbonilo (B) en 
extractos de hojas de guisante. 
Cada valor representa una media de 
cuatro medidas independientes ± 
ESM. MDS es la mínima diferencia 
significativa con P<0,05, en ambos 
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casos. 

En extractos crudos de hojas de guisante las actividades enzimáticas antioxidantes catalasa y 
yacol peroxidasa mostraban una disminución al aumentar la concentración de cadmio en la solución 

ritiva aunque estos cambios fueron significativos 
lo en el caso de la catalasa (Fig. 4.9). Por otro 
o, la actividad glutation reductasa no se veía 
ctada de forma significativa por el tratamiento 

cadmio, si bien experimentaba un ligero 

ento con Cd 10 µM, como se observa en la 

. 4.9. 

Fig. 4.9 Efecto del tratamiento con 
cadmio sobre enzimas antioxidantes 
en extractos crudos de hojas de 
guisante (CAT: catalasa; GPX: 
guayacol peroxidasa; GR: glutation 
reductasa). Cada valor representa la 
media de cuatro réplicas ± ESM. MDS  
es la mínima diferencia significativa 
con P<0,05. En el caso de las 
actividades GR y GPX, las diferencias 
entre tratamientos no son 
significativas. 
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El análisis de la actividad catalasa en geles de poliacrilamida en condiciones nativas, mostró una 

única banda amplia que disminuía ligeramente con el tratamiento de Cd2+ (Fig. 4.10 A). Las bandas de 

actividad correspondientes a los extractos de Cd2+ 40 y 50 µM experimentaban además un ligero cambio 

de movilidad hacia la zona más catódica. El análisis de las muestras mediante IEF reveló la existencia de 
tres bandas (CAT) con puntos isoeléctricos (pI) comprendidos entre 6,0 y 6,5 según se muestra en la 
figura 4.10 B y que serán estudiadas con mayor profundidad en el apartado de resultados de peroxisomas. 

El tratamiento con Cd2+ 40 y 50 µM producía una reducción de las bandas más ácidas. El análisis del 

contenido de proteínas mediante el uso de anticuerpos específicos mostró una disminución de catalasa 

proporcional a la concentración de Cd2+, llegando a disminuir hasta un 50 % con 50 µM de cadmio (Fig. 

4.10 C). 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.10 Efecto del cadmio sobre la actividad catalasa en extractos de hojas de 
guisante. A) EGPA nativa en geles al 6%. Se cargaron 4µg de proteínas y la 
actividad de catalasa se localizó con el método del ferricianuro. B) IEF en gel de 
poliacrilamida al 5% de extractos crudos (4 µg de proteína). La actividad catalasa 
se detectó con DAB. C) Detección de la proteína mediante Western utilizando un 
anticuerpo frente a catalasa de pepino (1/1000). El área se presenta en unidades 
arbitrarias y es resultado de la densitometría de las bandas obtenidas. 

CdCl2 (µµµµM)

0 40302010 50

CAT 
CAT 

CAT 

pI

6,4

6,0

46,3 50,0 42,0 39,3 29,0 23,0Área (u.a.)

C

B

A

56 kDa

CdCl2 (µµµµM)

0 40302010 50

CAT 
CAT 

CAT 

pI

6,4

6,0

46,3 50,0 42,0 39,3 29,0 23,0Área (u.a.)

C

B

A

56 kDa



Resultados 

 

0
0

0,01

0,02

0,03

Ta
sa

 d
e 

re
du

cc
ió

n 
 

ci
to

cr
om

o 
c

0
0

0,01

0,02

0,03

Ta
sa

 d
e 

re
du

cc
ió

n 
 

ci
to

cr
om

o 
c

Cd2+ (µµµµM) 0

SODs

Mn
Fe

CuZn I

CuZn II

CuZn I
CuZn II

Área (u.a.) 55

A

B

Cd2+ (µµµµM) 0

SODs

Mn
Fe

CuZn I

CuZn II

CuZn I
CuZn II

Área (u.a.) 55

A

B

 
Respecto a la actividad SOD, la medida de la actividad total en extractos crudos mediante el 

método del citocromo c estaba sujeto a interferencias por algún componente del extracto dado que, en 
ausencia de xantina oxidasa el citocromo c era reducido, aumentando la tasa de reducción con 
concentraciones crecientes de Cd2+ (Fig. 4.11). Sin embargo, el análisis del patrón de isoenzimas 
mediante EGPA nativa, mostró que el cadmio producía una disminución de la actividad de todas las 
isoenzimas, incluso a la concentración más baja,como se muestra en la Fig. 4.12 A. Las isoenzimas más 
afectadas eran las dos CuZn-SOD, especialmente la citosólica (CuZn-SOD I) cuya actividad disminuía un 

80% con el tratamiento con Cd2+ 10 µM y casi desaparecía con Cd2+ 40 µM. La actividad de la CuZn-SOD 

II (cloroplastídica) se reducía en un 60% y un 95% con Cd2+ 10 µM y 50 µM, respectivamente. Esta 

disminución de la actividad iba acompañada de una reducción de la cantidad de proteína, detectada 
mediante Western us ndo el anticuerpo frente a la CuZn-SOD de sandía (Fig. 4.12 B). La actividad Fe-
SOD también experim
de la CuZn-SOD. A 

reducción de un 40%
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entaba una reducción con la concentración de Cd, aunque menos acentuada que la 
su vez, la isoenzima Mn-SOD era la más resistente y tan sólo experimentaba una 

 con 40 y 50 µM de cadmio.  

 
Fig. 4.11 Tasa de reducción del 
citocromo c en extractos crudos de 
hojas de guisante cultivados con 
distintas concentraciones de Cd2+ 

Fig. 4.12 Efecto del cadmio sobre 
la actividad de las isoenzimas de 
SOD de hojas de guisante.  
A) EGPA nativa al 10%. Se 
cargaron en el gel 90 µg de 
proteínas por pocillo y la actividad 
SOD se localizó mediante un 
método fotoquímico.  
B) Detección de la proteína CuZn-
SOD mediante Western y con el 
anticuerpo frente a la enzima de 
sandía (dilución 1/500). El área se 
calculó por fotodensitometría y se 
expresa en unidades arbitrarias. 
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Para determinar si el cadmio podría ejercer un efecto inhibitorio directo sobre la actividad SOD, se 

procedió a la incubación de CuZn-SOD comercial, de eritrocitos bovinos (Sigma), así como de extractos 

crudos de hojas de guisante, con CdCl2 100 µM durante 24, 48 y 72 h. El análisis de la actividad SOD 

mediante EGPA nativa mostró la ausencia de cambios en las isoenzimas de SOD por efecto de la 
incubación con Cd2+ (Fig. 4.13). 
 

Fig. 4.13 Efecto del Cd2+ sobre 
la actividad SOD de extractos 
crudos de hojas de guisante y 
de la CuZn-SOD pura de 
eritrocitos bovinos. Las 
muestras se incubaron 24, 48 y 
72 horas con el metal (100  µM).  

 
 

Sobre la base de los resultados anteriores se seleccionó una concentración de cadmio de 50 µM 

como la más adecuada para llevar a cabo estudios posteriores bioquímicos y subcelulares, ya que a esta 
conce ración se detectaron cambios importantes en todos los parámetros estudiados sin que la planta 
mostra
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ra síntomas graves de toxicidad. Hay que mencionar que también se hicieron tratamientos con 

ntraciones superiores de Cd2+, hasta 400 µM, pero las plantas no eran viables después de pocos 

e tratamiento. 

En homogenados procedentes de plantas control y cultivadas con Cd2+ 50 µM se estudió el efecto 

tal sobre las actividades APX y GST. Como se observa en la Fig. 4.14, el cadmio producía un ligero 
to en ambas actividades como consecuencia del tratamiento, si bien las diferencias no eran 
ativas en el caso de la APX. 

Fig. 4.14 Efecto del tratamiento con 
cadmio sobre las actividades APX y 
GST en extractos crudos de hojas de 
guisante. Los valores presentados son 
media de tres réplicas ± ESM y las 
diferencias son significativas según el 
test de Duncan (P<0,05) en el caso de 
la GST. La actividad APX aumenta 
ligeramente pero las diferencias no 
son significativas. 
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4.1.4.3. Determinación de Grupos Tiol (-SH) 

En homogenados de hojas de guisante procedentes de plantas control y tratadas con cadmio (50 

µM) se estudió el efecto del metal sobre el contenido de grupos tiol proteicos y no proteicos mediante el 

método del DTNB. En la Tabla 4.7 se observa un ligero aumento en el contenido de grupos tiol totales en 
las plantas crecidas con el metal. Este incremento era debido fundamentalmente al incremento de los 
tioles no proteicos, que aumentaban en un 30% respecto a los tioles proteicos, que sólo experimentaban 
un incremento del 6% con respecto a las plantas control. 
 
 

Tabla 4.7 Efecto  del tratamiento con cadmio sobre el contenido de 
grupos tiol totales (proteicos y no proteicos) en extractos de hojas de 
guisante. Los resultados presentados son media de tres extractos 
independientes ± ESM, las diferencias existentes son significativas según 
el test de Duncan con P<0,05 en el caso de tioles totales y P<0,01 para el 
resto. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.4.4. Glutation Oxidado y Reducido 

 En extractos crudos de hojas de guisante se detectaron las formas reducida (GSH) y oxidada 
(GSSG) del glutation mediante HPLC. Como paso previo, se inyectaron patrones comerciales de GSH, 

GSSG y γ-glutamil glutamato (γ-glu-glu), después de someterlos a tratamiento ácido y derivatizarlos tal y 

como se describe en el apartado correspondiente de Material y Métodos. Como patrón interno se utilizó γ-

glu-glu. Se observó una reducción de algo más del 50% en el contenido de GSH con el tratamiento con 
cadmio (Tabla 4.8), al igual que ocurre con el contenido total de glutation (GSH+GSSG). Se encontró 
también una disminución de la relación entre el glutation reducido y el oxidado del 47% (Tabla 4.8) 
 
 

CdCl2 
(µM) 

Tioles totales 
(µg/ml) 

Tioles no proteicos 
(µg/ml) 

Tioles proteicos 
(µg/ml) 

0 150,0 ± 4,5 7,14 ± 0,45 143,0 ± 4,5 

50 161,9 ± 2,2 10,01 ± 0,27 151,85 ± 2,5 
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Cd (µµµµM) GSH GSSG GSH+GSSG GSH/GSSG 

  nmol ml-1   

0 49,33 ± 4,17 4,77 ± 0,09 54,10 ± 4,25 10,30 ± 0,70 

50 22,00 ± 2,00 3,60 ± 0,06 25,60 ± 2,00 6,10 ± 0,57 
 

 

Cd
(µM

0

5
 

 

 
 

 
Tabla 4.8 Contenido en glutation reducido (GSH), oxidado (GSSG), y total en 
extractos de hojas. Los valores presentados son media de tres medidas 
independientes ± ESM. Las diferencias existentes son significativas según el test de 
Duncan con P<0,001 para la razón GSH/GSSG y P<0,01 para el resto. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.1.4.5. As

 Pa
diferentes 
del mismo
disminució
control (Ta
 

 

2+ 
) 

Ascorbato reducido 
(µg ml-1) 

 9,49 ± 0,39 

0 8,58 ± 0,32 

 

corbato Reducido 

ra la determinación del ácido ascórbico también se utilizó un método de HPLC. Se emplearon 
concentraciones de ácido ascórbico comercial como patrones para determinar la concentración 
 en los extractos ácidos de hojas de guisante. Se observó una ligera, aunque significativa 
n (P<0,05) de la cantidad de ácido ascórbico en las plantas cultivadas con cadmio frente al 
bla 4.9). 

Tabla 4.9 Efecto del tratamiento con 
cadmio sobre el contenido de ascorbato 
reducido en extractos crudos de hojas de 
guisante. Los resultados presentados son 
media de cuatro extractos independientes 
± ESM y las diferencias son significativas 
según el test de Duncan (P<0,05). 
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4.1.4.6. Peróxido de Hidrógeno (H2O2) 

 Se midió la concentración de H2O2 en extractos crudos de hojas de guisante control y problema, 
mediante un método fluorimétrico utilizando ácido homovanilínico. Como se muestra en la Tabla 4.10, el 
tratamiento con Cd2+ provocaba un aumento del contenido de H2O2, de más de 6 veces, respecto a las 
plantas control. 

 

 

4.1.4

 
provo

50% 

selec
dinitr
sepa
de la
Com
plant

mole

tinció
en la
contr
el an
incre
por e
react
las p
 

 
Tabla 4.10 Efecto del cadmio sobre el 
contenido de H2O2 en extractos crudos de 
hojas de guisante. Los resultados que se 
presentan son media de cuatro extractos 
independientes ± ESM y las diferencias son 
significativas según el test de Duncan (P<0,05). 

.7. Estudio de Daños Oxidativos a Proteínas  

Como se ha comentado anteriormente, el crecimiento de las plantas en presencia de Cd2+ 
caba un incremento en el contenido de grupos carbonilo de proteínas que llegaba a ser hasta de un 

con la máxima concentración de Cd2+ (50 µM). Para determinar si el daño oxidativo a proteínas era 

tivo, se siguió un método de detección inmunoquímico utilizando un anticuerpo comercial frente a la 
ofenilhidrazona (DNPH). Para ello, las proteínas de los extractos se derivatizaron con DNPH y se 
raron mediante EGPA-SDS tras lo cual fueron transferidas a una membrana de PVDF. La detección 
s proteínas derivatizadas se efectuó utilizando el anticuerpo comercial (Sigma) frente a la DNPH. 
o se observa en la Fig. 4.15, tanto en homogenados de hojas de plantas control como en los de 
as tratadas con Cd2+, se detectaron proteínas conteniendo grupos carbonilo en un intervalo de peso 

cular de 30-120 kDa. Sin embargo, a igualdad de cantidad de proteínas (10 µg) como lo demuestra la 

n del gel con azul Coomassie, la intensidad de las bandas obtenidas era considerablemente mayor 

Cd2+ (µM) H2O2 (µM) 

0 0,23 ± 0,13 

50 1,50 ± 0,51 
 

  
101 

s plantas tratadas con Cd (Fig. 4.15). La especificidad del anticuerpo se comprobó mediante el uso de 
oles consistentes en proteínas sin derivatizar con DNPH, las cuales no dieron reactividad alguna con 
ticuerpo. El análisis densitométrico de las bandas de reacción con el anticuerpo mostraba un 

mento de 1.9 veces en las plantas tratadas con Cd2+ frente a las plantas control, próximo al obtenido 
l método espectrofotométrico. Tanto en control como en las plantas tratadas, la banda de mayor 
ividad era la de 55 kDa, seguida de las bandas de 42, 60, 70 y 120 kDa, siendo las de 42 y 120 kDa 
roteínas más afectadas por el tratamiento con Cd. 
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Fig. 4.15 Modificación oxidativa de 
proteínas en extractos crudos de hojas 
de plantas control y tratadas con Cd2+. 
Se efectuó la detección inmunoquímica 
de los grupos carbonilo con un 
anticuerpo frente a la DNPH (1:40.000) 
y se usó l
reacción. E
la misma c
según se o
de Coom
moleculare

 
 

 

4.1.4.8. Efecto del H2O2 sobre la Formación de Grupos C

El peróxido de hidrógeno es un oxidante conocido 
metabolismo en distintos orgánulos celulares, lo que hace que 
los procesos de oxidación de proteínas que estamos estudia
contenido en grupos carbonilo de los extractos, se estudió el efe
de guisante control, durante dos horas a temperatura ambiente
(0-20 mM). En la Fig. 4.16 A se observa que con concentra
aumento significativo del contenido de grupos carbonilo. El a
mostraba un patrón de proteínas oxidadas similar al determinad
La intensidad de las bandas de reactividad se incrementaba c
extracto. 
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n cada tratamiento se utilizó 
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assie. Los marcadores 

s se sitúan a la izquierda. 

arbonilo  

y uno de los principales productos del 
sea un buen candidato para participar en 
ndo. Para comprobar su relación con el 
cto de la incubación de extractos de hojas 
, con diferentes concentraciones de H2O2 
ciones crecientes de H2O2 tiene lugar el 
nálisis inmunoquímico con el anti-DNPH 
o espectrofotométricamente (Fig. 4.16 B). 
on la concentración de H2O2 añadido al 
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Fig. 4.16 Oxidación de proteínas en extractos crudos de hojas de guisante. 
Los extractos se incubaron durante dos horas con concentraciones 
crecientes de H2O2 (0-20 mM), tras lo cual se derivatizaron con DNPH. A) 
Contenido en grupos carbonilo medido por el método espectrofotométrico. 
Los valores presentados son media de tres muestras diferentes ± ESM, y las 
diferencias son significativas para los dos últimos tratamientos con respecto 
al control con P<0,05. B) Detección inmunoquímica de grupos carbonilos 
utilizando el anticuerpo frente a DNPH. En todos los tratamientos se utilizó 
la misma cantidad de proteínas (10 µg) como se observa en la tinción con azul 
de Coomassie. Los marcadores de masa molecular se indican en la izquierda. 

 
 
4.1.4.9. Identificación de Proteínas Modificadas Oxidativamente 

Con objeto de profundizar en la identificación de las proteínas oxidadas, se procedió a la 
inmunoprecipitación con el anti-DNPH de los extractos derivatizados como se indica en el apartado 
correspondiente de Material y Métodos. Posteriormente, este precipitado se aplicó en un gel de acrilamida-
SDS y se transfirió a una membrana (PVDF) a fin de poder identificar las diferentes proteínas oxidadas con 
anticuerpos específicos. Como controles se utilizaron muestras sin derivatizar y sin inmunoprecipitar 
(extractos crudos), muestras sin derivatizar inmunoprecipitadas y muestras derivatizadas sin 
inmunoprecipitar. En la Fig. 4.17 (carril 4) se puede observar que los anticuerpos frente a GR (57 kDa), 
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CAT (53 kDa) y Mn-SOD (27 kDa) dieron reacción en las proteínas derivatizadas e inmunoprecipitadas 

procedentes de extrac s crudos de hojas tratadas con cadmio, lo que nos hace pensar que estas 
proteínas están modific

control (Fig. 4.17, car

reconocieron ninguna 
control ni en aquéllas 

alguna en los controles
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

Fig. 4.17 I
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 Por otro lado, s
frente a la Rubisco en e

a la subunidad mayor 
reacción positiva frente

los tratados con Cd, y l

por el anticuerpo. Los 
fragmentos proteolítico

mayor, detectado por e
to

adas oxidativamente. La catalasa también dio marcaje en extractos crudos de hojas 

ril 3). Sin embargo, los anticuerpos frente a la CuZn-SOD y la FBPasa no 

proteína en los inmunoprecipitados de las proteínas derivatizadas ni en plantas 
cultivadas con cadmio. Excepto en los extractos crudos, no se observó reacción 

 realizados. 

dentificación de proteínas oxidadas en extractos de hojas de guisante. 
os fueron derivatizados e inmunoprecipitados con anti DNPH-IgG. 
nas inmunoprecipitadas se cargaron en un gel de poliacrilamida-SDS 
 transfirieron a una membrana de PVDF donde se identificaron 
roteínas con sus anticuerpos correspondientes. Líneas 1 y 2, extractos 
de plantas control y tratadas con cadmio sin derivatizar, 
nte; líneas 3 y 4, extractos de hojas de guisante control y cadmio, 

s e inmunoprecipitados. Catalasa y FBPasa se revelaron con NBT/BCIP 
n luminol. La masa molecular de cada enzima se muestra a la derecha 

egún su masa molecular y los datos obtenidos por Western utilizando anticuerpos 
xtractos de hojas de guisante, la banda mayoritaria de 55 kDa podría corresponder 

de esta enzima (SM). Como se observa en la Fig. 4.18, numerosas bandas dan 
 al anticuerpo de Rubisco tanto en extractos de hojas de guisante control como en 

a de 16 kDa que correspondía a la subunidad menor (Sm), también era detectada 

polipéptidos que se detectan entre las dos subunidades podrían corresponder a 
s de la subunidad mayor de Rubisco. El contenido de proteína, de la subunidad 

l anticuerpo disminuye en las plantas tratadas con Cd2+ frente al control, mientras 
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que el contenido de la subunidad menor parece no variar con el metal. Sin embargo, la banda que da 
reacción con el anti-DNPH situada a 55 kDa es mayor en las plantas tratadas con Cd2+ que en las 
controles lo que podría indicar un mayor grado de oxidación de la Rubisco en las plantas expuestas al 
cadmio. 
 
 
 

Fig. 4.18 Inmunodetección de Rubisco en 
plantas control y tratadas con cadmio. Las 
proteínas de extractos de hojas de guisante 
se individualizaron por EGPA-SDS, se 
transfirieron a una membrana de PVDF y se 
ensayaron con anti-Rubisco (1:1000). El 
revelado se llevó a cabo con NBT/BCIP. SM: 
subunidad mayor de la Rubisco; Sm: 
subunidad menor. Los marcadores 
moleculares se sitúan a la izquierda 

 
 

 

4.1.4.10. Actividad Proteolítica 

Debido a que las proteínas oxidadas pueden ser una diana para las proteasas se ha estudiado la 
actividad endoproteasa en plantas control y tratadas con cadmio y la posterior degradación de proteínas. 
Para ello se midió espectrofotométricamente la actividad endoproteasa (EP) en extractos de hojas de 
guisante, siguiendo la hidrólisis de la azocaseína a 340 nm. Como se observa en la Fig. 4.19 A no hay 
diferencias en la actividad total como consecuencia del tratamiento con Cd2+ (Fig. 15 A). No obstante, para 
descartar la posibilidad de interferencias por los extractos crudos en el método espectrofotométrico 
utilizado, se realizó un estudio de la actividad endoproteasa en EGPA-SDS con gelatina, detectando in situ 

la actividad EP en plantas control y en plantas cultivadas con Cd2+. Se obtuvieron tres bandas de actividad 
endoproteasa (EP1-EP3) (Fig. 4.19 B) cuya densitometría mostró un incremento de más de tres veces en 
las isoenzimas EP2 y EP3 como resultado del tratamiento con Cd2+ (Fig. 4.19 B). 
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Fig. 4.19 Actividad proteolítica de extractos  crudos de hojas de guisante. A) 
Actividad proteolítica total determinada por el método de la azocaseína y medido 
espectrofotométricamente. Los resultados son media de tres ensayos diferentes ± 
MDS. B) Detección de isoenzimas con actividad endoproteasa (EP) en geles de 
poliacrilamida-SDS (8%) conteniendo gelatina (0,05%) y tinción con azul de Coomassie. 
Los marcadores de masa molecular se sitúan a la derecha. La actividad proteolítica en 
los geles se cuantificó por densitometría y se expresa como unidades arbitrarias (u.a.) 
en la tabla de la derecha. 

 
 
 

En extractos crudos de hojas de guisante se estudió la degradación proteolítica como 
consecuencia de la actividad proteasa endógena, utilizando desarrollos electroforéticos y detección 
inmunoquímica. Los extractos se incubaron durante 16 h a 37ºC, tras lo cual se desarrollaron en un gel de 
poliacrilamida-SDS y se tiñeron con plata. Como se observa en la Fig. 4.20 A, el patrón de proteínas 
mostraba un ligero cambio en intensidad y número de bandas tanto en control como en plantas con Cd. La 
zona más afectada era la comprendida entre 20 y 60 kDa. También se observó un cambio de movilidad y 
ligera disminución de la subunidad mayor de la Rubisco. Paralelamente, se llevó a cabo una tinción de 
grupos carbonilo en extractos incubados durante 16 h a 37ºC, y como se puede ver en la Fig. 4.20 B, se 
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producía una reducción de la reactividad frente a este anticuerpo del 77% en plantas control (carril 4 frente 
al 1) y del 78  en plantas tratadas con Cd2+ (carril 6 frente al 2). La proteína más afectada era la de 60 
kDa que práct
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icamente desaparecía después de la incubación durante 16h.  

Fig. 4.20 Efecto del cadmio en la 
degradación de proteínas de hojas de 
guisante. Extractos crudos de plantas 
control y plantas tratadas con cadmio, se 
incubaron a 37ºC durante 16 h y 
posteriormente, fueron derivatizadas con 
DNPH.  
A) Tinción con plata de las proteínas (10 
µg) en un gel de poliacrilamida-SDS; 
 B) Detección inmunoquímica de grupos 
carbonilos.  
Líneas 1 y 2, extractos crudos de hojas de 
guisante de plantas control y plantas 
tratadas con cadmio, respectivamente, a 
tiempo 0; líneas 3 y 5, extractos crudos 
de plantas control y tratadas con cadmio, 
respectivamente, incubadas 16 h a 37ºC, 
sin derivatizar con DNPH (controles 
negativos); líneas 4 y 6, extractos crudos 
de plantas control y tratadas con cadmio, 
respectivamente, incubadas 16 h a 37 ºC y 
derivatizadas con DNPH. En ambos 
paneles, los marcadores de masa 
molecular se sitúan a la izquierda. 

1 2 3 4 5 6

1 2 3 4 5 6

1 2 3 4 5 6

1 2 3 4 5 61 2 3 4 5 6
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4.2. EFECTO DEL CADMIO EN PEROXISOMAS DE HOJAS DE GUISANTE 

4.2.1. Población Peroxisomal 

 Para determinar el efecto del cadmio sobre la población de peroxisomas, se procedió a una tinción 
citoquímica con DAB, específica para la actividad catalasa, y su observación al microscopio electrónico. El 

recuento de los orgánulos en distintos cortes de hojas control y tratadas con Cd2+ 50 µM se muestra en la 

Tabla 4.11. La población peroxisomal no se vio considerablemente afectada como consecuencia del 
tratamiento con Cd2+ aunque sí existía un incremento significativo de 1,4 veces con respecto al control 
(Tabla 4.11). Por otro lado, no se observaron cambios en la estructura de los peroxisomas de las plantas 
tratadas con cadmio con respecto a los controles, ni en la membrana ni en la matriz (Fig. 4.21). 
 
 

Tabla 4.11. Efecto del cadmio 
sobre la población de peroxisomas 
en células del mesófilo de hojas de 
guisante. Los valores son la media de 
cuatro secciones diferentes ± ESM. 
Los resultados obtenidos mostraban 
diferencias significativas frente a 
los controles (P<0,0001) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 4.21 Tinción citoquímica con DAB, 
marcadora de los peroxisomas. A, hojas d
tratadas con cadmio. Las flechas indican los
µm. 
BB

 

CdCl2 (µM) Peroxisomas  
por célula 

 
0 
 

3,07 ± 0,15 

50 4,35 ± 0,33 
 

 

específica para la actividad catalasa  
e plantas control. B, hojas de plantas 

 peroxisomas y la barra corresponde a 5 
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Gradiente Percoll Gradiente SacarosaGradiente Percoll Gradiente Sacarosa

4.2.2 Metabolismo de Peroxisomas 

Los peroxisomas se purificaron a partir de hojas de guisante procedentes de plantas control y 

tratadas con cadmio 50 µM, mediante centrifugación en gradientes de densidad de sacarosa y de Percoll, 

según se indica en el apartado 7 de Material y Métodos. Las bandas de peroxisomas se situaban a una 
densidad de equilibrio media de 1,24 g/cm3 (Fig. 4.22) y se extrajeron de los gradientes mediante 
perforación y succión con una jeringa. En los orgánulos purificados se llevaron a cabo los estudios que se 
describen a continuación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 4.22 
centrifugació

 
4.2.2.1. Concentración

 El análisis de la c
matrices peroxisomales d
aumento similar (de 1,5 v
el patrón de proteínas en
según se observa en las 
B y D). 
109 

PeroxisomasPeroxisomas

Purificación de peroxisomas de hojas de guisante por 
n en gradientes de densidad de Percoll y sacarosa. 

 de Proteínas 

oncentración de proteínas de peroxisomas mostró un incremento de 2 veces en 
e plantas tratadas con Cd2+ con respecto a las plantas control (Fig. 4.23 A). Un 
eces) se obtuvo también en peroxisomas completos (Fig. 4.23 C). Sin embargo, 
 ambos casos era muy similar tanto en las plantas tratadas como en las control, 
bandas de proteínas peroxisomales obtenidas por EGPA-SDS  al 12% (Fig. 4.23 
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Fig. 4.23 Efecto del cadmio sobre la 
concentración de proteínas totales de 
peroxisomas de hojas  
A) Fracción soluble de peroxisomas 
(matrices).  
C) Peroxisomas completos. 
B) y D) Matrices de peroxisomas (15 
µg)  y peroxisomas completos (10 µg), 
separados por EGPA-SDS y revelados 
con azul de Coomassie y plata, 
respectivamente. Los marcadores de 
masa molecular se sitúan a la 
izquierda de los geles 

 
 
 
 

 
4.2.2.2. Producción de Especies de Oxígeno Reactivo (ROS) 

 Se determinó el contenido de peróxido de hidrógeno en peroxisomas intactos, observándose una 
concentración de casi el doble en peroxisomas de plantas tratadas con cadmio en comparación con los 
peroxisomas de las plantas control (Fig. 4.24). Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas 

en la producción de radicales superóxido (O2
.-), dependiente de NADH, en las membranas peroxisomales 

de hojas de plantas control y tratadas con Cd (Fig. 4.24). 
 
 

Fig.4.24 Efecto del cadmio en la 
producción de especies de oxígeno 
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reactivo en peroxisomas de hojas de 
guisante. La concentración de H2O2 se 
determinó en peroxisomas intactos 
mientras que la producción de radicales 
superóxido, dependiente de NADH, se 
llevó a cabo en membranas de 
peroxisomas. Cada valor representa la 
media de cuatro experimentos diferentes 
± ESM 
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4.2.2.3. Xantina Oxidasa (XOD), Glicolato Oxidasa (GOX) e Hidroxipiruvato Reductasa 

(HPR) 

La actividad XOD, responsable de la producción de O2
.- en la matriz peroxisomal experimentó un 

ligero aumento como consecuencia del tratamiento con Cd, si bien éste no llegó a ser significativo. Sin 
embargo, sí se advirtió un aumento en el contenido de esta proteína detectado mediante el uso de 
anticuerpos frente a XOD de rata (Fig. 4.25). También se determinó la actividad de dos enzimas clave de 
la  fotorrespiración, la GOX, enzima generadora de H2O2 y la HPR. Se observó un aumento significativo de 
la actividad GOX con el tratamiento (un 61%) y el contenido de esta proteína también experimentó un 
incremento, como se observó en la detección inmunoquímica con anticuerpos frente a la GOX de espinaca 
(Fig. 4.25). Sin embargo, la actividad HPR no mostró cambios significativos en los peroxisomas de las 
plantas tratadas con cadmio en comparación con los orgánulos de las plantas control (Fig. 4.25).  
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4.25 Efecto del cadmio sobre las actividades enzimáticas relacionadas con la 
cción de especies de oxígeno reactivo. Las medidas se realizaron en 

ices de peroxisomas concentradas y cada valor representa la media de cuatro 
 de peroxisomas diferentes ± ESM. Las bandas se obtuvieron mediante 
os Western con anticuerpos específicos y en cada tratamiento se utilizó el 
o volumen de muestra. 
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4.2.2.4. Mn-SOD y Catalasa 

La actividad Mn-SOD, presente en matrices peroxisomales y encargada de desproporcionar los 

radicales O2
.-, no presentó cambios significativos en los peroxisomas de plantas tratadas con Cd2+ en 

comparación con los controles. Este resultado fue confirmado mediante un estudio de la actividad por 
espectrofotometría, así como mediante EGPA en condiciones nativas y revelado específico (Fig. 4.26, A y 
B). Tampoco se observaron cambios en el contenido de proteína determinado por Western con 
anticuerpos frente a la Mn-SOD de guisante de 27 kDa (Fig. 4.26 A). La actividad catalasa, muy abundante 
en las matrices peroxisomales, aumentaba ligeramente cuando se medía mediante el método 
espectrofotométrico (Fig. 4.26 A). Sin embargo, este aumento no iba acompañado por un incremento 
significativo en el contenido de proteína, como se comprobó en los ensayos Western con el anticuerpo 
frente a catalasa de calabaza (Fig. 4.26 A).  
 
 
 
 

 
 
Fig. 4.26 Efecto del cadmio sobre las 
actividades Mn-SOD y catalasa (CAT) en 
peroxisomas de hojas de guisante.  
A) Western y actividad enzimática total. 
Cada valor representa la media de cuatro 
experimentos independientes ± ESM.  
B) Análisis de actividad Mn-SOD en EGPA-
nativa y revelado mediante NBT.  
C) Actividad de isoformas de CAT 
individualizadas mediante IEF y reveladas 
con DAB. La transferencia de Western se 
llevó a cabo con el anticuerpo frente a la CAT 
de calabaza. 

 
 
 
 

El análisis de catalasa por isoelectroenfoque (IEF), reveló la presencia de cinco isoformas, 
designadas como CAT1-5, con puntos isoeléctricos de 6,41, 6,36, 6,16, 6,13 y 6,09, respectivamente (Fig. 
4.26 C). Las isoformas más ácidas (CAT3-5), son las que presentan mayor actividad en ambos casos y 
mostraban un ligero aumento con el tratamiento de Cd2+, mientras que las isoformas más básicas (CAT1-
2), disminuían ligeramente con el mismo, sobre todo la CAT2. La existencia de estas cinco isoformas de 
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catalasa en peroxisomas de hojas de guisante fue confirmada mediante la técnica Western con 
anticuerpos frente a esta enzima (Fig. 4.26 C). Todas las isoformas, sin embargo, parecen estar formadas 
por una misma subunidad de 57 kDa ya que por EGPA-SDS y transferencia a una membrana de PVDF, 
solamente aparece una banda frente al anticuerpo de la CAT con esa masa molecular (Fig. 4.26 A). 
 
4.2.2.5. Enzimas del Ciclo Ascorbato-Glutation 

Se realizó un estudio en peroxisomas de hojas de guisante de la actividad de las distintas enzimas 
del ciclo ascorbato-glutation implicado en la eliminación de peróxido de hidrógeno. En peroxisomas de 
plantas tratadas con Cd2+ se observó un incremento significativo en la actividad APX y GR, de casi dos 
veces en el primer caso y 1,7 veces en el segundo, frente a los peroxisomas de las plantas control. Sin 
embargo, este incremento no iba acompañado de un aumento significativo en el contenido de proteína GR 
como se deduce de los resultados la detección con el anticuerpo frente a la misma enzima de guisante 
(Fig. 4.27). Por el contrario, la actividad MDHAR experimentaba una ligera, aunque significativa, 
disminución en peroxisomas de plantas tratadas con cadmio frente a los controles (Fig. 4.27). 
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 Efecto del cadmio sobre la actividad de las enzimas del ciclo 
glutation, en peroxisomas aislados de hojas de guisante. Cada valor 
 la media de cuatro lotes diferentes de peroxisomas ± ESM. Las 
responden a los ensayos Western con anticuerpos específicos frente 
y en cada tratamiento se utilizó el mismo volumen de muestra.
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4.2.2.6. NADP-Deshidrogenasas 

En los peroxisomas de hojas también se estudiaron las enzimas implicadas en la ruta de las 
pentosas fosfato encargadas de regenerar el NADPH necesario para el funcionamiento del ciclo 
ascorbato-glutation. Se observó un incremento de aproximadamente dos veces en la actividad de la 
G6PDH y la 6PGDH de la matriz peroxisomal, como consecuencia del tratamiento con cadmio (Fig. 4.28). 
El aumento de la actividad G6PDH se correspondía además con un incremento en la cantidad de proteína 
detectada con anticuerpos específicos de Saccharomyces cerevisiae (Fig. 4.28). Por otro lado, la actividad 
de la enzima NADP-ICDH, otra fuente de NADPH, aumentaba en los peroxisomas de plantas tratadas con 
cadmio frente a los controles, y este comportamiento de la actividad era paralelo a un incremento en la 
cantidad de proteína, como se comprobó con anticuerpos frente a NADPH-ICDH de guisante (Fig. 4.28). 
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4.2.2.7. Enzimas del Ciclo del Glioxilato 

 En peroxisomas de hojas, la actividad de las enzimas del ciclo del glioxilato, malato sintasa (MS) e 
isocitrato liasa (ICL), experimentó un fuerte aumento con el tratamiento con cadmio, del orden de tres y 
cuatro veces, con relación a los peroxisomas de las plantas control (Fig, 4.29). 
 
 
 

Fig. 4.29 Actividad malato sintasa 
(MS) e isocitrato liasa (ICL) en 
peroxisomas de hojas de plantas 
control y tratadas con cadmio. Cada 
valor representa la media de tres lotes 
diferentes de peroxisomas ± ESM 

 
 
 
 
4.2.3. Daños Oxidativos Causados por el Cadm

4.2.3.1. Integridad de los Peroxisomas 

 Para llevar a cabo estudios de integridad de 
orgánulos mediante centrifugación en gradientes de de
dilución sin que los orgánulos sufran choque osmótico
determinó mediante ensayos de latencia de la actividad 
Tabla 4.12. Los resultados obtenidos no mostraron difere
cultivadas con Cd2+, siendo en ambos casos la integrid
70% (Tabla 4.12).  
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Tabla 4.12 Integridad de los peroxisomas de hojas de plantas control y 
tratadas con Cd, determinada por la medida de la latencia de la actividad 
HPR. Esta se ensayó en un medio isoosmótico (MI) en ausencia o en 
presencia de Tritón X-100 (0,05%, v/v). Las diferencias entre ambos 
tratamientos no son significativas 

 
 
 
 
 
4.2.3.2. Perm
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ompletar los estudios de integridad de los orgánulos se realizó un estudio de la 
de la membrana de los peroxisomas obtenidos por centrifugación en gradientes de Percoll. 
eroxisomas íntegros se incubaron con glicolato oxidasa comercial y se midió la salida de 

icolato, de los peroxisomas mediante espectrofotometría a 324 nm, durante 1 h. Las 
enidas se analizaron mediante el test de Duncan, no apreciándose diferencias significativas 
as en los peroxisomas de plantas control y de las tratadas con Cd2+ (Fig. 4.30). El aumento 
ctividad GOX con el tiempo puede deberse a la pérdida de integridad de los orgánulos a lo 

o de incubación. Alternativamente, se midió la actividad hidroxipiruvato reductasa, utilizando 
mercial y como fuente de sustrato los peroxisomas íntegros, obteniendose los mismos 

 con la actividad glicolato oxidasa. 

Cd2+ (µM)
Hidroxipiruvato reductasa

( µ mol NADH ml-1 min-1 ) Integridad (%)

MI MI + Tritón X-100

0 1,09 3,84 71,6

50 1,86 6,00 69,0

Cd2+ (µM)
Hidroxipiruvato reductasa

( µ mol NADH ml-1 min-1 ) Integridad (%)

MI MI + Tritón X-100

0 1,09 3,84 71,6

50 1,86 6,00 69,0
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 Efecto del tratamiento con Cd sobre la permeabilidad de la membrana 
al. Los peroxisomas intactos purificados mediante centrifugación en 
 de densidad de Percoll, se incubaron con GOX comercial (0,027 U) y se 
ctividad utilizando como sustrato el glicolato endógeno que atraviesa la 
 peroxisomal.  , peroxisomas de plantas control;    , peroxisomas de plantas 
on Cd. La gráfica es representativa de tres experimentos diferentes. 

ación Lipídica de las Membranas 

branas de los peroxisomas se obtuvieron por choque osmótico de los orgánulos íntegros 
rifugación, como se indica en el apartado 7.1 de Material y Métodos. La tasa de 
ica en membranas de peroxisomas, medida como formación de malondialdehído (MDA), 

ncias significativas como consecuencia del tratamiento con Cd2+, observándose incluso 
inución de la peroxidación en las membranas de plantas cultivadas con Cd2+ en 
 los controles (Fig. 4.31). 
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Fig. 4.31 Efecto del cadmio 
sobre la peroxidación lipídica de 
las membranas de peroxisomas de 
hojas. Cada valor representa la 
media de cuatro experimentos 
diferentes ± ESM. 

C Cd (50µµµµM)C Cd (50µµµµM)
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4.2.3.4. Estudio de Daños Oxidativos a Proteínas en Peroxisomas  

Los peroxisomas de hojas de guisante control y tratadas con Cd se obtuvieron como se indicó en 
el apartado correspondiente de Material y Métodos. El contenido de grupos carbonilo en los peroxisomas 
procedentes de plantas tratadas con Cd2+, medido espectrofotométricamente, era algo más de dos veces 
superior al de los peroxisomas de las plantas control (Fig. 4.32 A), lo que coincide con los datos obtenidos 
en extractos crudos de hojas. El patrón de proteínas modificadas oxidativamente se determinó por 
inmunoquímica utilizando el anti-DNPH y comprendía proteínas en el intervalo de 40 a 60 kDa, tanto en los 
controles como en los tratamientos con cadmio, aunque en este último caso se observó una mayor 
intensidad, así como la aparición de nuevas bandas entre 25 y 40 kDa (Fig. 4.32 B). Las proteínas más 
afectadas por el tratamiento eran las de 45 y 55 kDa. La cuantificación global, mediante densitometría, de 
las bandas que daban reacción con el anti-DNPH mostró un incremento de 2,4 veces en las plantas 
tratadas con Cd2+ respecto a las plantas control, similar al observado en extractos crudos. 
 
 

 
Fig. 4.32 Oxidación de proteínas de 
peroxisomas en hojas de plantas control y 
tratadas con Cd2+.  
A) Contenido en grupos carbonilos 
determinado por el método  
espectrofotométrico. Los resultados son 
media de tres experimentos diferentes ± 
ESM.  
B) Detección inmunoquímica de grupos 
carbonilo. Las líneas 1 y 2 corresponden a 
peroxisomas de plantas control no 
derivatizados (control negativo) y 
derivatizados con DNPH, respectivamente. 
Las líneas 3 y 4 corresponden a peroxisomas 
de plantas tratadas con Cd2+ no 
derivatizados (control negativo) y 
derivatizados con DNPH, respectivamente. 
En todos los casos se utilizó la misma 
cantidad de proteínas (10 µg). Los 
marcadores de masa molecular se sitúan a la 
izquierda. 
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4.2.4. Efecto del Cadmio en la Actividad Proteolítica de los Peroxisomas y 

Degradación de Proteínas Endógenas 

 La actividad de las proteasas peroxisomales (exo- y endopeptidasas) se determinó 
espectrofotométricamente y mediante EGPA, tanto en condiciones nativas como desnaturalizantes, según 
se ha indicado en el apartado 11.16 de Material y Métodos. En geles de poliacrilamida en condiciones 
nativas se detectaron dos isoenzimas de leucina aminopeptidasa, tanto en las plantas tratadas con cadmio 
como en las plantas control, y de acuerdo con su movilidad electroforética creciente se designaron como 
AP1 y AP2. La AP1 era la mayoritaria, representando alrededor del 55-60%, mientras que la AP2 
constituía el 40-45% de la actividad AP total en peroxisomas de plantas control y tratadas con cadmio.  En 
base a los resultados obtenidos por el método espectrofotométrico y densitometría se observó un 
incremento de ambas actividades en las plantas tratadas con Cd del 55 y 31% para la AP1 y la AP2 
respectivamente, con respecto a las plantas control (Fig. 4.33). 
 

 
 

Fig. 4.33 Actividad aminopeptidasa 
(AP) en peroxisomas de hojas de 
plantas control y tratadas con 
cadmio. Las isoenzimas fueron 
separadas mediante EGPA-nativa y 
la actividad de cada una se calculó 
multiplicando su porcentaje, 
obtenido por densitometría de los 
geles teñidos, por la actividad total 
de las muestras, medida por 
espectrofotometría. 

 
 
 

La actividad endopeptidasa se determinó esp
azocaseína. En peroxisomas procedentes de plantas
superior a la detectada en peroxisomas de plant
endopeptidasa se analizó por EGPA-SDS contenie
isoformas distintas en peroxisomas tanto de las plant
diferentes isoenzimas se designaron como EP1-EP5 
4.34 B). En la Tabla 4.13 se presenta la masa molecula
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ectrofotométricamente, midiendo la digestión de la 
 tratadas con cadmio la actividad era dos veces 
as control (Fig. 4.34 A). Además, la actividad 
ndo gelatina, y se encontraron al menos cinco 
as control como de las tratadas con el metal. Las 
según su movilidad electroforética creciente (Fig. 
r de cada isoenzima, así como su actividad en  
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plantas control y tratadas con cadmio. Excepto la EP5, que apenas se observaba en peroxisomas de 
plantas  tratadas con Cd2+, la actividad de las otras isoenzimas aumentaba con el tratamiento, siendo la 
EP4 la isoenzima que presentaba más actividad en ambos casos. 
 

 
 

Fig. 4.34 Actividad y patrón 
isoenzimático de las endopeptidasas (EP) 
de peroxisomas en plantas control y 
tratadas con Cd2+ 50 µM.  
A) Actividad EP de matrices de 
peroxisomas determinada por el método 
de la azocaseína. El resultado 
presentado es media de tres 
experimentos independientes ± ESM.  
B) Actividad EP de matrices 
peroxisomales (15 µg) en geles de 
poliacrilamida-SDS conteniendo gelatina 
(6-12%). Los marcadores de masa 
molecular se presentan a la derecha del 
gel. 

 
 

 
 

Tabla 4.13 Endopeptidasas (EP) de peroxisomas de 
hojas de plantas control y tratadas con cadmio 50 µM. 

 
 
 
 
 
 

 

Isoenzima 
 

Masa molecular 
(kDa) 

Actividad 
 

C 

(mU h-1 ml-1) 
 

Cd 

 

Isoenzima 
 

Masa molecular 
(kDa) 

Actividad 
 

C 

(mU h-1 ml-1) 
 

Cd 
EP1 76 93 181 

EP2 64 123 315 

EP3 58 104 259 

EP4 50 449 932 

EP5 34 9 5 
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La degradación proteolítica por proteasas endógenas se estudió mediante incubación de los 

peroxisomas a 37ºC durante 16 h. Pasado este tiempo se analizó el patrón de polipéptidos de las matrices 
peroxisomales mediante EGPA-SDS, antes y después de incubar las muestras (Fig. 4.35). Se observó una 
disminución importante en la intensidad de las bandas de proteínas en ambos casos, aunque no se 
encontraron diferencias significativas entre el tratamiento con Cd2+ y el control. 
 
 
 
 

Fig. 4.35 Degradación de las proteínas 
peroxisomales por EPs endógenas. Las 
matrices peroxisomales (15 µg) se incubaron 
durante 16 h a 37ºC y se analizaron 
mediante EGPA-SDS (12%) y tinción con 
azul  Coomassie. Los marcadores se masa 
molecular se presentan a la derecha. 
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4.3. LOCALIZACIÓN HISTOQUÍMICA DE PRODUCCIÓN DE ESPECIES DE 

OXÍGENO REACTIVO  Y MUERTE CELULAR EN HOJAS 

4.3.1. Producción de Radicales Superóxido (O2
.-) 

La detección de la producción de O2
.- en hojas de guisante se llevó a cabo mediante infiltración de 

las hojas con NBT que es reducido por los radicales O2
.-,dando lugar a manchas oscuras debidas a la 

formación de azul de formazano. Como se observa en la Fig. 4.36 A, en hojas de plantas de guisante 
tratadas con cadmio se detecta la formación de mayor número de manchas que en plantas control. La 
producción de radicales O2

.- tenía lugar fundamentalmente en las zonas situadas entre los haces 
vasculares (Fig. 4.36 C). Para una mejor observación de las manchas producidas por los radicales 
superóxido, se procedió a la eliminación de la clorofila de las hojas con etanol hirviente (Fig. 4.36 B).  

 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 4.36 Detección de la producción de 
radicales O2

.- en hojas de plantas control y 
tratadas con CdCl2 50 µM.  
A) Fotografías de las hojas tras la 
incubación con NBT;  
B) Las mismas hojas en las que se ha 
eliminado la clorofila con etanol.  
C) Observación a la lupa de la zona donde se 
ha detectado la producción de radicales 
superóxido.  

Como control de la reacción se incubaron hojas de plantas tratadas con cadmio con 
tetrametilpiperidonoxi (TMP) que actúa como secuestrador de radicales superóxido y en este caso se 
obtuvo una reducción de las manchas producidas por el NBT (Fig. 4.37). El uso de diferentes 
inductores/inhibidores de la producción de radicales O2

.-, tal y como se indica en el apartado 24.1 de 
Material y Métodos, dio lugar a diferentes respuestas en la formación de precipitados (Fig. 4.37). Así, la 
cantaridina y el ODQ (1H[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-ona), inhibidores de proteín quinasas y 
GMPc, respectivamente, anulaban la generación de O2

.-, y el cloruro de lantano, un inhibidor de los 
canales de calcio, la reducía. La incubación con nitroprusiato sódico, un generador de NO·, estimulaba la 
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producción de O2
.-, mientras que el PTIO (2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-óxido), un 

secuestrador de NO∙, anulaba los precipitados debidos al O2
.-. La incubación con 8-Br-cGMP, estimulaba 

la generación de radicales O2
.-, al igual que el ácido salicílico (Fig. 4.37). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig.4.37 Efecto de diferentes inductores/inhibidores sobre la producción de radicales superóxido 
en hojas completas de plantas tratadas con cadmio. Los radicales superóxido se visualizaron en las 
hojas por infiltración con NBT, que origina manchas oscuras debidas a la formación de azul de 
formazano. TMP 1mM, (secuestrador de radicales O2

.-), cantaridina 5µM (inhibidor de protein 
quinasas), LaCl3 1mM (bloqueante de canales de calcio), nitroprusiato sódico 0,5 mM (donador de 
NO), PTIO 150 µM, (secuestrador de NO·), ácido salicílico 1mM, 8-Br-cGMP 100 µM (donador de 
GMP cíclico) y ODQ 200 µM, (inhibidor de GMP cíclico) 
.
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4.3.2. Producción de H2O2 

La producción de H2O2 se determinó mediante infiltración de las hojas con DAB. Al igual que en el 

caso de los radicales O2
.-, también se encontró una mayor acumulación de H2O2 en hojas completas de 

plantas tratadas con Cd2+ en comparación con las plantas control (Fig 4.38 A). Para una mejor observación 
de las manchas provocadas por la producción de H2O2, se procedió a la eliminación de la clorofila de las 
hojas con etanol hirviente (Fig 4.38 B). Como control de la reacción, las hojas de plantas tratadas con 
cadmio se incubaron en presencia de ascorbato 10 mM  y N-acetil-cisteína (NAC) 20 mM que actúan como 
secuestradores de H2O2. En estas condiciones se observó una disminución sustancial de las manchas de 
oxidación del DAB lo que demuestra la especificidad del método de detección de H2O2 utilizado (Fig. 4.39).  
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Fig. 4.38 Detección de la 
producción de H2O2 en hojas de 
plantas de guisante control e 
tratadas con CdCl2 50 µM.  
A) Hojas completas fotografiadas 
después de la incubación con DAB.  
B) Las mismas hojas en las que se 
ha eliminado la clorofila con 
etanol. La producción de H2O2 se 
indica con una flecha. 

 
 
 

 
El uso de diferentes inductores/inhibidores de la producción de H2O2, tal y como se indica en el 

artado 24.2 de Material y Métodos, dio lugar a diferentes respuestas en la obtención de precipitados. 
í, la cantaridina, el cloruro de lantano, el PTIO y el ODQ reducían la producción de H2O2, mientras que el 
roprusiato promovía la formación de precipitados similares a los observados con NBT. El GMP y el ácido 
licílico también inducían la formación de precipitados de DAB (Fig. 4.39). 
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Fig. 4.39 Efecto de diferentes inductores/inhibidores en la producción de H2O2 en hojas completas 
de plantas tratadas con cadmio. El H2O2 se visualizó en las hojas por infiltración con DAB, que 
origina manchas oscuras, debidas a su oxidación por el agua oxigenada. ácido ascórbico 1mM; NAC 
20 mM, N-acetil-cisteína (secuestrador de H2O2), cantaridina 5µM (inhibidor de protein quinasas), 
LaCl3 1mM (bloqueante de canales de calcio), nitroprusiato sódico 0,5 mM (donador de NO), PTIO 
150 µM, 2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolinona-3-oxido (secuestrador de NO·), ácido salicílico 
1mM, 8-Br-cGMP 100 µM (donador de GMP cíclico) y ODQ 200 µM, 1H(1,2,4-oxadiazol[4,3-
α]quinoxalin-1-ona (inhibidor de GMP cíclico). 
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4.3.3. Ensayos de Muerte Celular 

 Como marcador de muerte celular en hoja se utilizó un colorante impermeable, “Evans blue”, que 
sólo penetra en aquéllas células que tienen dañada la membrana. Para ésto, se infiltraron peciolos de 
hojas de guisante según se indicó en el apartado 3.25 de Material y Métodos. Tras la infiltración  del 
colorante, se procedió a la decoloración de las hojas con etanol hirviente, y de esta forma se observó una 
mayor penetración del colorante en las hojas de las plantas tratadas con cadmio en comparación con las 
controles (Fig. 4.40), lo que es indicativo de un mayor daño en las membranas celulares de las hojas 
expuestas al metal. La cuantificación de la absorción del colorante, por medida de la absorbancia a 600 
nm, mostró que las plantas tratadas con cadmio absorben el colorante unas 4 veces más que las plantas 
control (Fig. 4.40). 

 
 
Fig. 4.40 Infiltración de hojas de 
guisante con “Evans Blue”, marcador de 
muerte celular. C, hojas de plantas 
control. Cd, hojas de plantas tratadas 
con cadmio. La cuantificación de la 
absorción del colorante se determinó 
mediante extracción con SDS a 50ºC y 
medida de la absorbancia a 600 nm. 
Cada valor representa una media de 
tres réplicas ± ESM y las diferencias 
son significativas según el test de 
Duncan (P<0,001). 

 
4.3.4. Medidas de Conductividad 

Como marcador adicional de muerte celular se determinó la pérdida de electrolitos mediante 
cambios de la conductividad en discos foliares de hojas incubados durante 3 h en agua ultrapura (milli-Q), 
utilizándose hojas de plantas control y tratadas con cadmio. Paralelamente, se determinó el efecto de 
distintos moduladores (inductores/inhibidores) de procesos de señalización sobre la conductividad de las 
hojas tratadas con Cd2+. Para ello, se incubaron las hojas durante 18 h en invernadero con los distintos 
inhibidores/inductores. Como se observa en la Fig. 4.41, el tratamiento con Cd producía un incremento de 

la conductividad que revertía con la adición de GMPc y con un secuestrador de radicales O2
.-, el TMP. La 

incubación con ácido salicílico y el nitroprusiato sódico, un donador de NO∙, producía aumentos de la 
conductividad de un 37 y un 57%, respectivamente, frente a las hojas control. El resto de los tratamientos 
no presentaron diferencias significativas con respecto a las hojas tratadas con Cd2+ e incubadas en agua 
(Fig. 4.41). 
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cto del Cd y de diferentes moduladores sobre la conductividad de 
 de hojas de plantas tratadas con Cd. TMP 1mM, (atrapador de 
 SA 1mM, ácido salicílico; Cant 5µM, cantaridina (inhibidor de protein 

M (bloqueante de canales de calcio); Nitro 0,5 mM, nitroprusiato de 
 de NO); PTIO 150 µM, (secuestrador de NO·); 8-Br-cGMP 100 µM 
MP cíclico); y ODQ 200 µM, (inhibidor de GMP cíclico). Cada valor 
 media de tres réplicas y las barras de error representan el error 
media (ESM) según el test de Duncan.  
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4.4. LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE ESPECIES DE OXÍGENO Y 
NITRÓGENO REACTIVO EN HOJAS  
4.4.1. Peróxido de Hidrógeno (H2O2) 

En cortes de hoja de plantas de guisante control y tratadas con Cd2+ 50 µM se estudió la 

acumulación de H2O2 mediante la formación de precipitados de perhidróxido de cerio, densos a los 
electrones, para su observación al microscopio electrónico de transmisión (MET). La observación al ME 
mostró la formación de precipitados de Ce en cuatro tipos diferentes de células (Figs. 4.42 y 4.43): 1) En 
células de transferencia, en la membrana plasmática, asociadas a los vasos del floema (Fig. 4.42 B); 2) En 
células de la vaina, en el tonoplasto  (fig. 4.42 D); 3) En células epidérmicas, en la membrana plasmática 
(Fig. 4.42 F); y 4) En células del mesófilo, en la membrana plasmática (Fig. 4.43 B). En las células del 
mesófilo, también se observan precipitados en la membrana externa de la mitocondria (Fig. 4.43 C). En 
cortes de hoja incubados con aminotriazol, un inhibidor de catalasa, se observó además la formación de 
precipitados alrededor de la membrana de peroxisomas, en las zonas de contacto con cloroplastos y 
vacuola (Fig. 4.43 D). En los cortes de hojas procedentes de plantas control (Fig. 4.42 A, C y E; Fig. 4.43 
A), sólo se observaron pequeños precipitados asociados a las células de transferencia de tejidos 
vasculares (Fig. 4.42 A). Para comprobar la especificidad de la reacción, se incubaron los cortes con 
catalasa, que descompone el H2O2, no observándose precipitados en este caso. También se realizó un 
control en ausencia de cerio, en el que tampoco se obsevaron precipitados. Para determinar la fuente de 
la producción de H2O2 en las plantas tratadas con cadmio, se preincubaron las muestras con un inhibidor 

de peroxidasas (Na3N), y un inhibidor de NADPH oxidasas (DPI), y los resultados mostraron que sólo con 

el DPI se inhibía la formación de precipitados de Ce lo que implicaría a una NADPH-oxidasa en la 
producción de H2O2 (Tabla 4.14).  
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Tabla 4.14 Efecto de distintos 
inhibidores sobre la acumulación de H2O2 
en hojas de plantas de guisante cultivadas 
con Cd. Los cortes fueron incubados con 
diferentes inhibidores preparados en 
tampón HEPES 0,1 M (pH 7,2) durante 30 
min, antes de la tinción con CeCl3. Los 
resultados (+) y (-) expresan presencia o 
ausencia, respectivamente de precipitados 
de Ce dependientes de H2O2. Los 
resultados presentados se han obtenido 
en cuatro experimentos diferentes. 
 

 

Tratamiento Acumulación  
de H2O2 

DPI (10 µM) - 

Na3N (1 mM) + 

Catalasa (1µM) - 

Aminotriazol (1 mM) + 
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Fig. 4.42 Localización de H2O2 en hojas de guisante mediante citoquímica con CeCl3 y microscopía 
electrónica de transmisión. A, C y E corresponden a cortes de hojas de plantas control, mientras 
que B, D y F corresponden a cortes de hojas de plantas tratadas con cadmio. A y B, células de 
transferencia en tejido vascular; C y D, células de la vaina; E y F, células epidérmicas. Las flechas 
señalan los precipitados de cerio. La barra indica 1 µm. C: cloroplasto; M: mitocondria; Pc: pared 
celular; P: peroxisoma; V: vacuola. 
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Fig. 4.43 Localización  de acumulación de H2O2 en células del mesófilo de hojas de guisante 
mediante citoquímica con CeCl3 y microscopía electrónica de transmisión. A, cortes de hojas de 
guisante control; B, C y D, cortes de hojas de guisante tratados con cadmio. Las flechas señalan 
precipitados de cerio. C: cloroplasto; M: mitocondria; N: núcleo; Pc: pared celular; P: peroxisoma; V: 
vacuola. La barra indica 1 µm. 
 

4.4.2. Radicales Superóxido (O2
.-) 

 Se ha estudiado la producción de radicales superóxido en cortes de hojas de guisante control y 
tratadas con cadmio, mediante citoquímica con Mn y DAB, lo que da lugar a la formación de precipitados 
densos a los electrones y visibles al microscopio electrónico. En cortes de hojas tratadas con Cd2+ se 
observó la formación de precipitados principalmente en el tonoplasto de las células de la vaina cercanas al 
tejido vascular (Fig. 4.44 B) mientras que en hojas de plantas control no se apreciaron estos precipitados 
(Fig. 4.44 A).  La incubación del tejido con dietilditiocarbamato 1 mM, un inhibidor de la CuZn-SOD, 
demostró además la formación de precipitados en la membrana plasmática de las células del mesófilo, 
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asociados a células muy dañadas por el tratamiento (Fig. 4.44 C). La especificidad de la reacción se 
comprobó preincubando el tejido con CuZn-SOD o bien no incluyendo el Mn y/o DAB en la solución de 
incubación, lo que daba lugar a la ausencia de precipitados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.44 Localización de O2
.- en 

hojas de guisante mediante 
citoquímica con Mn/DAB y 
microscopía electrónica de 
transmisión.  
A) hojas de guisante control 
mostrando células de 
transferencia y células de la vaina.  
B y C) células de la vaina y del 
mesófilo, respectivamente, de 
cortes de hojas de guisante 
tratadas con cadmio. Las flechas 
muestran precipitados de 
Mn/DAB.  
C: cloroplasto; M: mitocondria; Pc: 
pared celular; V: vacuola; Ct: 
célula de transferencia; Cv: célula 
de la vaina. La barra indica 1 µm. 
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4.4.3. Óxido Nítrico (NO∙) 
La detección de NO∙ se realizó mediante reacción con diacetato de diaminofluoresceína (DAF2-

DA) y observación de la fluorescencia al microscopio láser confocal a una longitud de onda de 495-515 
nm, como se indica en el apartado 3.23.3 de Material y Métodos. Como se muestra en la Fig. 4.45, en 
plantas control la detección de NO∙ se localizaba fundamentalmente en los haces vasculares, así como en 
la epidermis (Fig. 4.45 A). Mediante el uso de L-NAME, un inhibidor de la óxido nítrico sintasa (NOS), se 
comprobó que la producción de NO∙ observada era dependiente de esta enzima (Fig. 4.45 C).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Fig. 4.45 Detección de óxido nítrico en hojas de guisante. Se prepararon cortes de hojas 
de guisante que se incubaron con DAF2-DA y observaron al microscopio láser confocal a 
495-515 nm. A: hoja control; B: hoja procedente de plantas tratadas con Cd2+; C: hoja 
control incubada con L-NAME (inhibidor de la NOS); D: hoja control incubada con Tris-ClH 
sin DAF2-DA; E: hoja senescente; F: tinción con NBT y observación de la estructura foliar al 
microscopio óptico. 
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Como control negativo, se observaron cortes incubados en tampón sin DAF2-DA (Fig. 4.45 D). En 
la Fig. 4.45 F se presenta un corte, teñido con NBT y observado al microscopio óptico, donde se aprecia la 
estructura de la hoja. En las plantas tratadas con Cd2+ se observó una reducción de la formación de NO∙  
(Fig. 4.45 B) y esta reducción era mayor en hojas senescentes (Fig. 4.45 E).  

Superponiendo las distintas observaciones realizadas al microscopio láser confocal se obtuvo una 
imagen tridimensional del corte en el que se observa también una producción importante de NO∙ en las 
células guarda de los estomas (Fig 4.46). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.46 Imagen tridimensional de la producción de óxido nítrico en hojas 
de guisante. Los cortes de hojas se incubaron con DAF2-DA y se observaron 
al microscopio láser confocal, superoponiéndose las distintas imágenes 
obtenidas. El NO· se detectó por su fluorescencia verde, y estaba localizado 
fundamentalmente en la epidermis, haces vasculares y estomas. El color 
naranja representa autoflorescencia. 
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4.5. ESTUDIOS DE MUERTE CELULAR Y EXPRESIÓN DE ENZIMAS 

ANTIOXIDANTES INDUCIDAS POR CADMIO 

4.5.1. Ensayos de Apoptosis 

Uno de los marcadores bioquímicos de la apoptosis es la degradación del ADN genómico por 
endonucleasas internas, con formación de fragmentos mono- y oligonucleosómicos. Estos fragmentos 
cuando se someten a electroforesis se distribuyen en forma de escalera constituida por múltiples 
subunidades de aproximadamente 180 pares de bases. Con el fin de detectar posibles procesos de 
apoptosis inducidos por Cd2+, se obtuvo ADN total de hojas de guisante y se analizó, mediante EGPA en 
condiciones nativas y posterior tinción con plata, para estudiar el nivel de degradación del mismo causado 
por el tratamiento con Cd2+. Sin embargo, no se observó un aumento considerable de la degradación del 
ADN en plantas tratadas con cadmio con respecto a los controles (Fig. 4.47).  

 
 

 
Fig. 4.47 Efecto del cadmio sobre la 
fragmentación del ADN total de 
hojas de guisante. Los marcadores 
moleculares se sitúan a la derecha. La 
flecha indica posible fragmentación 
del ADN. El ADN se analizó por 
EGPA-nativa al 7,5% y se reveló con 
plata. 

 
 

Al no ser los resultados obtenidos lo suficientemente claros para concluir o descartar la 
fragmentación del ADN como consecuencia del tratamiento, se abordó el estudio de la fragmentación del 
ADN genómico mediante la técnica TUNEL con observación al microscopio de fluorescencia. Para ello se 
utilizaron cortes semifinos de hojas control y tratadas con Cd2+ preparados en resina LRW, tal y como se 
describe en el apartado 3.23.2 de Material y Métodos. Como se observa en la Fig. 4.48, no se encontraron 
diferencias significativas entre los cortes procedentes de las hojas control y las tratadas con Cd2+. En 
ambos casos, no se observó la reacción positiva de núcleos apoptóticos caracterizada por la aparición de 
fluorescencia de color verde-amarillo intenso. 
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Fig. 4.48 Técnica TUNEL para la detección de núcleos apoptóticos por 
microscopía de fluorescencia en cortes de hojas de plantas control (A) y tratadas 
con Cd2+ (B) 

 

4.5.2. Efecto del Cadmio sobre la Expresión de Enzimas Antioxidantes 

El ARN total de hojas de guisante se obtuvo como se indicó en el apartado 3.27 Material y 
Métodos. Las preparaciones de ARN se cuantificaron por espectrofotometría y su integridad se analizó en 
geles de agarosa-TBE al 0,8% (p/v) (Fig. 4.49). 

 
Fig.4.49 Cuantificación e 
integridad del ARN de hojas 
de guisante. A) Para 
determinar la pureza del ARN 
se midió la absorbancia entre 
200-300 nm y se cuantificó a 
partir de la DO260. B) La 
integridad del ARN (150 ng) 
se comprobó en geles de 
agarosa-TBE al 0,8% (p/v) 
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condiciones especificadas en el apartado 3.
distintas sondas específicas marcadas 
autorradiográficas entre 2 y 15 días, a -80º
CuZn-SOD y CAT, por efecto del tratamient
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imas antioxidantes, se partió de 15 µg de ARN total obtenido 

admio 50 µM, que se analizó en geles de agarosa-MOPS al 

1,8% (v/v). El ARN se transfirió a membranas de nylon en las 
27 de Material y Métodos y las membranas se hibridaron con 
con 32P. Después de la exposición de las películas 
C, se observó una inducción de la expresión de las enzimas 
o con cadmio, mientras que disminuía la expresión de la GR. 
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Mn-SOD CatalasaCu,Zn-SOD Mn-SOD CatalasaCu,Zn-SOD 

Sin embargo, no se observaron diferencias claras en los niveles de transcritos de la Mn-SOD, APX y 
MDHAR como consecuencia del tratamiento con el metal (Fig. 4.50). 
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excepto en nitroprusiato de sodio que se incubó 3 h. Las hojas de plantas tratadas 

baron en: agua, cantaridina 5 µM (inhibidor de protein quinasas), LaCl3 1 mM 
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 El ARN se transfirió a una membrana de nylon en las condiciones indicadas en el apartado 3.27 
de Material y Métodos y las membranas se hibridaron con las sondas correspondientes a la GR, CAT, 
MDHAR, Mn-SOD, APX y CuZn-SOD.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 4.51 Efecto de diferentes inductores/inhibidores sobre la expresión de 
actividades antioxidantes en hojas de plantas de guisante tratadas con cadmio. 
Las hojas se incubaron con los compuestos siguientes: agua (control), 
cantaridina 5µM (inhibidor de protein quinasas), LaCl3 1mM (bloqueante de 
canales de calcio), nitroprusiato sódico 0,5 mM (donador de NO·), PTIO 150 
µM (secuestrador de NO·), ODQ 200 µM (inhibidor de GMP cíclico), TMP 1mM 
(secuestrador de radicales O2

.-), 8-Br-cGMP 100 µM (donador de GMP cíclico), 
ácido salicílico 1mM y ácido ascórbico 1mM.  

 



   Resultados 

 138 

Como se puede observar en la Fig. 4.51, los transcritos de la CAT aumentaban por incubación con 
la cantaridina, el LaCl3, el PTIO y el GMPc. La incubación con ácido ascórbico, sin embargo, producía una 
reducción considerable de los transcritos de CAT. La expresión de la CuZn-SOD aumentaba por efecto del 
LaCl3, el PTIO y el TMP, mientras que era fuertemente reprimida por el ácido ascórbico, el ácido salicílico 
y el GMP. A su vez, los ARNm de la Mn-SOD se incrementaban por la cantaridina y el PTIO y era 
reprimida por el nitroprusiato sódico y por el ácido ascórbico y, en menor medida, por el ácido salicílico, el 
GMP, el TMP y el ODQ. La expresión de la APX apenas se modificaba con las distintas incubaciones. Los 
transcritos de MDHAR eran fuertemente reprimidos por todos los compuestos utilizados, salvo el PTIO con 
el que prácticamente no varía y la cantaridina que los inducía, ligeramente. Por último, la expresión de la 
GR era fuertemente inducida por el nitroprusiato y en menor grado, por la cantaridina, el PTIO y el ácido 
salicílico, mientras que el resto de los compuestos no tenía ningún efecto. 
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El propósito del trabajo que se presenta en esta Memoria Doctoral ha sido evaluar el efecto del 

tratamiento con Cd sobre el crecimiento y estado fisiológico de plantas de guisante y profundizar en los 
mecanismos implicados en la toxicidad de este metal. Para ello, se ha abordado el estudio utilizando 
distintas aproximaciones: fisiológicas, bioquímicas, citológicas y moleculares, haciendo especial hincapié 
en los cambios inducidos por el Cd en el metabolismo de especies de oxígeno reactivo y sus posibles 
implicaciones en el metabolismo celular. 
 
Reducción del Crecimiento y Alteraciones Nutricionales en Plantas de Guisante 

 En primer lugar se ha analizado el efecto de distintas concentraciones de CdCl2 (0-50 µM) sobre 

el crecimiento de la planta y distintos parámetros fisiológicos con el fin de seleccionar una concentración 
del metal adecuada para realizar estudios posteriores. Como resultado de ello, se ha comprobado que  el 
cadmio provoca una reducción significativa en el crecimiento de las plantas de guisante, expresado como 
peso fresco y como peso seco, dependiente de la concentración del metal en el medio de cultivo. Estos 
resultados coinciden con los descritos en la misma especie vegetal por Hernández y col. (1998) y Dixit y 
col. (2001). Este efecto era mas acusado en hojas, mientras que en raíces solo se ha detectado una 

reducción significativa del crecimiento con la mayor concentración de cadmio (50 µM), siendo las raíces 

laterales las mas afectadas. Resultados similares han sido observados en raíces de maíz (Khan y col., 
1984). 

El tratamiento con Cd producía además un pardecimiento de las raíces de guisante que podría ser 
debido a la formación de complejos S-Cd tal como se ha descrito en Arabidopsis (Howden y col., 1995), o 
bien a la formación de fenoles. Así, en raíces de pino tiene lugar un incremento del contenido de fenoles 
solubles en respuesta al tratamiento con cadmio (Schützendübel y col., 2001). En glándulas de la 
epidermis de hojas de lirio de agua también tiene lugar acúmulo de fenoles en respuesta al estrés por 
cadmio (Lavid y col., 2001). Los polifenoles podrían participar en la desintoxicación de metales pesados, 
bien actuando como secuestradores de los mismos o indirectamente, actuando como antioxidantes 
contribuyendo a la eliminación de H2O2 con la intervención de peroxidasas (Schützendübel y col., 2001; 
Lavid y col., 2001). Posiblemente, la menor sensibilidad de las raíces al cadmio se deba a su capacidad 
para acumularlo de forma inactiva, quizás por su unión a fitoquelatinas, como se ha observado en otras 
especies vegetales (Zenk, 1996; Vögeli-Lange y Wagner, 1996; Schäfer y col., 1998) o porque se facilite el 
transporte del metal hacia la parte aérea de la planta (Barceló y col., 1988). Con respecto a las hojas, no 
se han observado síntomas de toxicidad, salvo la reducción del tamaño y del peso, mientras que en otras 
especies vegetales la presencia de Cd induce la aparición de síntomas de clorosis, pardeamiento de los 
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márgenes de las hojas o curvatura de las mismas (Ouzounidou y col., 1997; Skórzynska-Polit y Baszynski, 
1997; Baryla y col., 2001). 
 La reducción del crecimiento dependiente de Cd podría deberse a una inhibición de la división 
celular tal como han descrito Baryla y col. (2001), aunque este es un proceso complejo en el que 
intervienen múltiples factores. Así, la deficiencia de Ca inducida por Cd también podría determinar una 
reducción del crecimiento dado que este elemento es necesario tanto para el desarrollo de la pared 
celular, como para la estabilidad de la membrana plasmática (Greger y Bertell, 1992). Además de  
alteraciones en el contenido de Ca, una reducción del contenido de GSH, como el observado en hojas de 
guisante en respuesta al Cd, también podría influir negativamente sobre el inicio y mantenimiento de la 

división celular, tal como se ha observado en mutantes de Arabidopsis deficientes en γ-glutamil cisteína 

sintetasa (Vernoux y col., 2000). Otro factor limitante del crecimiento es la reducción de la tasa 
fotosintética, que llega a ser hasta 6 veces inferior respecto al control en plantas cultivadas con CdCl2 50 

µM. En esta inhibición de la tasa fotosintética está posiblemente implicada la disminución en el contenido 

de clorofila que es dependiente de la concentración de Cd. De hecho, en otras especies vegetales se ha 
demostrado que el cadmio provoca una reducción en el contenido de clorofila, bien por degradación de la 
misma, o bien por la reducción de su biosíntesis, provocando la disminución de la tasa fotosintética de las 
plantas (Somashekaraiah y col., 1992; Bazzaz y col., 1992; Lakshaman y Surinder, 1999; Di Cagno y col., 
1999). Otro hecho que explicaría la disminución de la tasa fotosintética sería la reducción del contenido de 
Fe y Mg observados. Ambos elementos son necesarios para un correcto funcionamiento de la cadena de 
transporte electrónico, asimilación del CO2 y síntesis de clorofila (Ouzounidou y col., 1997). El Ca también 
es necesario para el mantenimiento del flujo de electrones en el fotosistema II (FSII), y la deficiencia de Ca 
inducida por Cd podría así afectar al FSII, como se ha descrito en trigo (Ouzounidou y col., 1997). El 
transporte electrónico en el FSII es inhibido por el Cd en plantas de Beta vulgaris (Greger y Ögren, 1991), 
mientras que no se ve afectado en plantas de Brassica juncea (Haag-Kerwer y col., 1999). En plantas de 
guisante, Lakshaman y Surinder (1999), también han descrito reducción de la fotosíntesis neta por el Cd 
junto con la inhibición de las actividades Rubisco, gliceraldehído-3-P-deshidrogenasa y fructosa 1,6-
bisfosfatasa. La inhibición de estas actividades del ciclo de Calvin también podría estar relacionada con la 
disminución de la productividad de las plantas (de Filippis y Ziegler, 1993; Siedlecka y col., 1997; 
Skórzynska-Polit y Baszynski, 1997; Lakshaman y Surinder, 1999). La reducción del número y tamaño de 
los cloroplastos por efecto del Cd, observada en este trabajo también debe contribuir a la reducción de la 
fotosíntesis neta y productividad. 
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Las alteraciones en el intercambio gaseoso a través de los estomas pueden limitar la fotosíntesis 
neta, y por lo tanto, la productividad vegetal. En este sentido, el análisis mediante microscopía de barrido 
de la superficie abaxial de las hojas de guisante, muestra un mayor número de estomas cerrados en 
respuesta al Cd, lo que llevaría consigo una disminución del CO2 disponible para la fotosíntesis. El cierre 
de los estomas iba acompañado de una reducción de la tasa de transpiración dependiente de la 
concentración de Cd en la solución nutritiva. El efecto del Cd sobre la transpiración es complejo y 
aparentemente va a depender de la concentración del metal, la especie vegetal, y el periodo de 
tratamiento. Así, el Cd produce una reducción de la transpiración en Picea abies (Schlegel y col., 1987), 
Veronica anagalis y Ranunculus aquatillis (Saygideger, 2000), mientras que el efecto opuesto ha sido 
observado en Beta vulgaris (Greger y Johansson, 1992) y Helianthus annuus (di Cagno y col., 1999) y no 
se han observado cambios en diferentes ecotipos de Silene (Chardonnens y col., 1998). Alteraciones en la 
apertura de los estomas en respuesta al Cd han sido descritas en distintas especies vegetales (Barceló y 
col., 1988; Greger y Johansson, 1992), así como una reducción de la densidad de los estomas (Baryla y 
col., 2001). El cierre de los estomas podría estar relacionado con un efecto directo del Cd sobre el 
contenido y el flujo de iones (fundamentalmente K+ y Ca2+) y movimiento del agua en las células guarda 
que, a su vez, está implicado en el proceso de cierre/apertura de los estomas (Poschenrieder y col., 1989). 
De esta forma, la deficiencia de Ca observada en las plantas de guisante tratadas con cadmio podría 
afectar a la función estomática. 

El cadmio también provoca una disminución en la eficiencia en el uso del agua,  y este efecto 
podría deberse a una inhibición de la absorción y translocación de la misma como se ha descrito en otras 
especies vegetales (Barceló y col., 1988), como consecuencia de la reducción del tamaño y número de los 
vasos, así como de alteraciones en el balance hormonal (Poschenrieder y Barceló, 1999). 
 El análisis del contenido de Cd en distintos tejidos demuestra que las plantas de guisante 
acumulan cadmio fundamentalmente en la raíz existiendo una relación lineal entre la concentración de 

cadmio en el medio y su acumulación en la raíz con CdCl2 0-30 µM, alcanzándose una meseta con CdCl2 

30-50 µM. Esta capacidad para acumular Cd en las raíces está de acuerdo con resultados obtenidos por 

otros autores en la misma especie vegetal (Leita y col., 1993; Lozano-Rodríguez y col., 1997), en maíz 
(Lozano-Rodríguez y col., 1997), en judía (Leita y col., 1993), en mostaza (Salt y col., 1995a), o en 
Arabidopsis (Larsson y col., 2002), entre otros. En trigo (Hart y col. 1998), Lupinus (Costa y Morel, 1993) y 
Arabidopsis (Larsson y col., 2002) se ha descrito una fase lineal y otra saturable en la asimilación del Cd 
por la raíz. La entrada del metal en las células de la raíz parece llevarse a cabo de un modo bifásico: a 
través de transportadores saturables y por difusión a través de canales de membrana (Cohen y col., 1998; 
Nies, 1995; Hart y col., 1998; Larsson y col., 2002). Una vez en la raíz, el cadmio puede asociarse a 
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grupos carboxilo o sulfhidrilo componentes de la pared celular o formar complejos con  fitoquelatinas para 
ser almacenado en la vacuola (Cohen y col., 1998).  

Lozano-Rodríguez y col., (1997) han observado que en plantas de guisante el cadmio se acumula 
principalmente en la fracción soluble de las células de la raíz, siendo este un comportamiento 
característico de aproximadamente el 50% de las leguminosas (Lozano-Rodríguez y col.,1997). La 
translocación del Cd de la raíz al tallo parece estar controlada por la transpiración ya que en plantas de 
Brassica juncea el ABA reduce drásticamente la acumulación del Cd en la hojas (Salt y col., 1995a). 
Respecto a la localización subcelular de los acúmulos de Cd en hojas y raíces de guisante, los intentos 
realizados mediante aproximaciones de microanálisis con rayos-X utilizando un microscopio electrónico de 
alta resolución (HRTEM), han sido infructuosos incluso utilizando distintos métodos de inmovilización del 
Cd. En las condiciones experimentales utilizadas no se detectó acúmulo específico de Cd debido 
probablemente a que el metal se encuentra en forma soluble y no formando complejos tal como han 
observado Lozano-Rodríguez y col. (1997) en la misma especie vegetal, y posiblemente la concentración 
del Cd en la muestra se encuentra por debajo de los límites de detección de la técnica. No obstante, en 
plantas tratadas con Cd, mediante el uso de piroantimoniato como inmovilizador de cationes, se ha 
observado un mayor acúmulo de precipitados de antimonio fundamentalmente en la vacuola y en la 
proximidad de la pared celular tanto en raíces como en hojas, lo que refleja un mayor acúmulo de cationes 
dependiente de Cd2+ en ambos tejidos, si bien no podemos especificar el tipo de catión. Se han descrito 
resultados similares mediante el uso de piroantiminiato en raíces de plantas de maíz cultivadas en 
presencia de Al (Vázquez y col., 1999). La localización subcelular del Cd está sujeta a varios factores, 
entre ellos la especie vegetal, la concentración de Cd utilizada y el tiempo de tratamiento, e incluso el 
método empleado para la inmovilización y detección del metal. En plantas de maíz el cadmio se localiza 
fundamentalmente en la pared celular de células epidérmicas, córtex y elementos del xilema (Khan y col., 
1984) mientras que Rauser y Ackerley (1987) han observado en raíces de maíz y Agrostis gránulos 
densos a los electrones en el citoplasma, núcleo y vacuola. En la vacuola del alga Dunaliella también se 
ha descrito Cd asociado a azufre (Heuillet y col., 1986). En el hiperacumulador Thlaspi caerulescens se 
han descrito acúmulos de Cd fundamentalmente en el apoplasto y en la vacuola de las células de la raíz 
asociados a calcio y a hierro (Vázquez y col., 1992). También se ha localizado Cd en las células de la 
vaina de Azolla (Sela y col., 1998) y en la pared celular de células epidérmicas de Hordeum vulgare (Brune 
y col., 1994) y Silene vulgaris (Chardonnes y col., 1998). En Arabidopsis halleri, considerada como un 
hiperacumulador de cadmio, el metal se acumula en la pared celular de la rizodermis asociada a fosfatos, 
y en la base de los tricomas de las hojas (Küpper y col., 2000). El acúmulo de cadmio en tricomas  
también ha sido descrito en plantas de Brassica juncea (Salt y col., 1995a) y tabaco (Choi y col., 2001), y 
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en lirio de agua tiene lugar el acúmulo de Cd en las glándulas de la epidermis, tanto en el rizoma como en 
la hoja (Lavid y col., 2001). 
 El estado nutricional de la planta se ve alterado por la presencia del cadmio, disminuyendo el 
contenido total en las hojas de Zn y Mn y, en menor medida, de Fe y Cu, mientras que en las raíces sólo 
resulta afectada la entrada de Mn por la mayor concentración de Cd. Estos  resultados sugieren que el 
cadmio interfiere fundamentalmente en la incorporación del Mn a la raíz y en la translocación de 
micronutrientes desde la raíz a las hojas. La alteración de este transporte puede deberse a distintos 
factores, entre ellos, la inhibición de los transportadores implicados en la entrada de micronutrientes al 
xilema y en el desplazamiento hacia la parte aérea de la planta, a cambios morfológicos del tejido 
conductor, o a problemas en la absorción desde la hoja (Barceló y col., 1988). La disminución de la 
incorporación del Mn dependiente del Cd parece ser un hecho general en otras especies vegetales (Yang 
y col., 1996; Hernández y col., 1998; Salt y col., 1995a). En Brassica juncea el Cd produce una reducción 
del contenido en Mn tanto en raíces como en tallos, mientras que el contenido de Cu sólo se reduce en el 
tallo hasta un 50% (Salt y col., 1995a), y se han descrito resultados similares en Betula pendula, aunque 
en hojas tambien tenía lugar una reducción de la concentración de Fe, Mn y Cu (Gussarson y col., 1996). 
Sin embargo, se desconocen las razones de la reducción en la incorporación de Mn dependiente de Cd. 
La disminución del contenido de Zn en hojas podría responder a una inhibición  competitiva por el Cd, ya 
que ambos tienen propiedades químicas similares, aunque en estudios llevados a cabo en distintas 
especies vegetales  se ha observado cierta contradicción al respecto (Grant y col., 1998; Cakmak y col., 
2000; Harris y col., 2001).  

En cuanto al resto de micronutrientes, el comportamiento varía según la planta, la concentración 
de cadmio suministrada, las condiciones experimentales, y el tiempo de exposición. Por ejemplo, el 
contenido en Fe disminuye por efecto del Cd en remolacha, maíz y abedul (Greger y Lindberg, 1987; 
Siedlecka y Baszinski, 1993 y Gussarson y col., 1996) mientras que aumenta en plantas de judía y tomate 
(Chaoui y col., 1997 y Moral y col., 1994). En general,  son varios los factores que pueden determinar el 
transporte  de metales en condiciones de estrés por cadmio: cambios en la actividad H+-ATPasa de 
membrana, cambios en la selectividad de transportadores como el IRT1, o modificaciones de la actividad 
enzimática de la reductasa férrica. La actividad H+-ATPasa en raíces de girasol y trigo se reduce en 
presencia de cadmio, y ello se asocia a modificaciones en los componentes de la membrana (Fodor y col., 
1995). No obstante, la inducción de la actividad H+-ATPasa de plantas de guisante en situaciones de 
deficiencia de Fe no se ha relacionado con un incremento de la acumulación de Cd en la raíz (Cohen y 
col., 1998). En cuanto a los transportadores, el IRT1 es un transportador de Fe que además puede 
transportar Zn, Mn y Cd, y su selectividad puede variar dependiendo del pH de la solución nutritiva 
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(Korshunova y col., 1999). En plantas de guisante en situaciones de deficiencia de Fe tiene lugar la 
inducción de la expresión del IRT1 y ello lleva consigo un incremento del contenido de otros cationes como 
el Cd y el Zn (Cohen y col., 1998). Además, en plantas de Arabidopsis se ha observado que un exceso de 
Cd produce la inhibición de la incorporación de Fe y Zn  a través del IRT1 (Korshunova y col., 1999). En el  
trabajo que se presenta en esta Memoria Doctoral, el aporte de Fe se realizó en forma de EDTA-Fe(III), 
que debe ser reducido a Fe(II) por la reductasa férrica, de forma que cualquier modificación en su 
actividad dependiente de Cd puede limitar la disponibilidad del Fe.  
 En general, la concentración de macronutrientes en las hojas se encuentra reducida de forma 
severa por efecto del Cd, mientras que en las raíces sólo se afectaba en los tratamientos con CdCl2 40 y 

50 µM. Se han obtenido resultados similares en abedul (Gussarson y col., 1996) y remolacha (Greger y 

Lindberg, 1987).  Es bien conocido que el contenido de cationes polivalentes puede verse afectado por la 
presencia de cadmio a través de procesos de competencia por los sitios de unión o por los transportadores 
(Gussarson y col., 1996).  En plantas de Arabidopsis y tabaco se ha demostrado que los transportadores 
de la membrana vacuolar CAX2, transportan Ca, Cd y Mn y se inducen en situaciones de desequilibrio 
nutricional (Hirschi y col., 2000). Así mismo, la entrada de K puede verse afectada por la modificación, 
dependiente de Cd, de la actividad ATPasa responsable del transporte activo de este elemento y por la 
actividad de la reductasa férrica (Gussarson y col., 1996). La incorporación de cationes puede resultar 
alterada por modificaciones dependientes del Cd de la actividad de la reductasa férrica asocida a la 
membrana plasmática de raíces (Welch y col., 1993).  
 
Inducción de Estrés Oxidativo en Plantas de Guisante 
 En hojas de plantas cultivadas con cadmio se encontró un incremento de la concentración de 
malondialdehído, un marcador de la peroxidación lipídica y, a su vez, considerado como un indicador de 
estrés oxidativo. Este incremento de malondialdehído dependía de la concentración del Cd en la solución 
nutritiva. Un efecto similar se ha observado en distintas especies vegetales como Holcus lanatus (Hendry y 
col., 1992), Phaseolus vulgaris (Somashekaraiah y col., 1992; Shaw, 1995; Chaoui y col., 1996), 
Helianthus annuus (Gallego y col., 1996), Pisum sativum (Lozano-Rodríguez y col., 1997; Dixit y col., 
2001), y Pinus silvestris (Schützendübel y col., 2001). La infiltración de hojas de guisante con CdCl2 100 

µM producía igualmente un incremento de la peroxidación lipídica  dependiente del tiempo de incubación y 

este proceso iba asociado a la pérdida de pigmentos de las hojas (Dalurzo y col., 1997). La peroxidación 
de las membranas biológicas puede afectar severamente a la funcionalidad e integridad de las mismas, y 
puede producir daños celulares irreversibles. La peroxidación lipídica puede iniciarse  por especies de 

oxígeno reactivo tales como O2
.-, ∙OH y 1O2 o por acción de la lipoxigenasa (Halliwell y Gutteridge, 2000).  
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El tratamiento con Cd induce la actividad lipoxigenasa en plantas de Phaseolus vulgaris (Somashekaraiah 
y col., 1992), y Helianthus annuus (Gallego y col., 1996), lo que lleva consigo la peroxidación lipídica y la 
producción de radicales alcoxilo y peroxilo que son muy reactivos y pueden dañar a las membranas o a 
cualquier otra macromolécula  (Halliwell and Gutteridge, 2000). Si bien el cadmio no es un metal como el 
Cu o el Fe, que participan en reacciones tipo Fenton generando especies de oxígeno reactivo de forma 
directa, sí puede inducir estrés oxidativo de forma indirecta, alterando el metabolismo de los cloroplastos, 
modificando la actividad de enzimas por unión con grupos SH, entre ellas enzimas relacionados con la 
defensa antioxidante, o bien modificando la composición de las membranas biológicas y potenciando 
daños oxidativos. Así, se han descrito cambios en la composición de las membranas lipídicas, 
dependientes del Cd, en raíces de plantas de guisante (Hernández y Cooke, 1997) y en plántulas de 
tomate (Ouariti y col., 1997) que afectan fundamentalmente al contenido de fosfolípidos y de ácidos grasos 
poliinsaturados. Por otro lado, ya se ha indicado que el cadmio puede afectar al metabolismo de los 
cloroplastos en distintos puntos lo que puede provocar el desvío de los electrones de las cadenas de 
transporte electrónico del FSI y FSII, dando lugar a la formación de radicales libres (Foyer y col., 1994). 

Sin embargo, los resultados obtenidos mediante citoquímica de H2O2 y O2
.- no parecen dar mucha 

relevancia a los cloroplastos como fuente de ROS en situaciones de estrés por Cd. La disminución de 
GSH inducida por Cd, debido a la formación de PCs, podría contribuir al estrés oxidativo al descender la 
capacidad antioxidante de la célula (Gallego y col., 1996; Dixit y col., 2001). 
 Otra diana de los radicales libres son las proteínas, que pueden resultar afectadas por las 
especies de oxígeno reactivo, bien por la oxidación directa de sus aminoácidos, o por reacciones 
secundarias con aldehídos resultantes de la peroxidación lipídica (Levine y col., 1990). Ambas reacciones 
pueden dar lugar a grupos carbonilo dentro de las proteínas, cuya presencia es un índice de estrés 
oxidativo. El deterioro oxidativo  también ha sido considerado como un marcador de senescencia en hojas 
(del Río y col., 1998). En este trabajo hemos observado que el cadmio provoca un incremento en el 
contenido de grupos carbonilo en extractos de hojas de guisante, si bien sólo es significativo en los 

tratamientos de CdCl2 40 y 50 µM. Con el fin de identificar el patrón de proteínas oxidadas, se realizó un 

estudio en extractos de hojas de plantas de guisante control y tratadas con CdCl2 50 µM, mediante 

detección inmunoquímica con un anticuerpo frente a la dinitrofenilhidrazona (DNPH). Como resultado de 
ello, se han detectado una serie de bandas de proteínas oxidadas, con pesos moleculares comprendidos 
entre 24 y 120 kDa. En cloroplastos aislados de hojas de trigo bajo condiciones de estrés hídrico, se han 
identificado proteínas oxidadas con pesos moleculares similares a los descritos en este trabajo, 
especialmente las proteínas de 68, 54 y 41 kDa (Tambussi y col., 2000). La proteína oxidada de 55 kDa 
corresponde a la subunidad mayor de la Rubisco, una enzima clave en la fijación fotosintética del carbono. 
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Los fragmentos más pequeños  reconocidos por el anticuerpo frente a la Rubisco corresponden a la 
subunidad menor, el de 16 kDa, y el resto, con pesos moleculares de 48, 34, y 24 kDa son fragmentos 
producto de la degradación de la subunidad mayor. Se han observado fragmentos de degradación de la 
Rubisco similares  en cebada (Desimone y col., 1996), trigo (Ishida y col., 1997) y maíz (Kingston-Smith y 
Foyer, 2000) sometidos a estrés oxidativo inducido por distintos agentes abióticos. La Rubisco es una 
proteína muy abundante sujeta a una continua degradación (Esquivel y col., 1998) lo que explicaría la 
presencia de fragmentos  de degradación incluso en plantas control. La inhibición de la actividad de la 
Rubisco  ha sido descrita como una de las primeras respuestas de la planta frente al cadmio (Siedlecka y 
col., 1997), y también se ha relacionado con procesos de senescencia (Landry y Pell, 1993). 
 Para la identificación del resto de las proteínas oxidadas, se procedió a la inmunoprecipitación de 
los extractos derivatizados con el anticuerpo frente a DNPH, para su posterior identificación mediante 
EGPA-SDS y transferencia a membranas de PVDF, utilizando distintos anticuerpos. De esta forma se ha 
comprobado que la FBPasa, otra enzima clave en la fijación del carbono, no parece verse afectada por el 
tratamiento con cadmio ya que la cantidad de proteína no varía en plantas tratadas con respecto a las 
control y su anticuerpo no reconoce ninguna de las proteínas inmunoprecipitadas con anti-DNPH. Sin 
embargo, la CAT, GR y Mn-SOD con masas moleculares de 53, 57 y 27 kDa, respectivamente, fueron 
reconocidas entre las proteínas oxidadas en plantas tratadas con cadmio. Por el contrario, la CuZn-SOD 
no se encontraba entre las proteínas oxidadas por efecto del Cd. La diferencia observada  en la 
susceptibilidad de las distintas isoenzimas de SOD a modificaciones oxidativas podría deberse a 
diferencias en su estructura primaria y tridimensional. De hecho, en trabajos anteriores hemos constatado 
la mayor susceptibilidad de la Mn-SOD, en comparación con la CuZn-SOD, frente a la oxidación durante el 
proceso de purificación de ambas enzimas, requiriendo la Mn-SOD la incorporación de DTT en los 
tampones de extracción para prevenir su inactivación (Palma y col., 1998). Por lo que respecta a la CAT, 
es una enzima que se encuentra oxidada tanto en extractos de hojas control como de hojas tratadas con 
cadmio, lo que puede ser indicativo de una alta tasa de recambio de la proteína. De hecho, la CAT es una 
proteína muy sensible a la fotoinhibición y su actividad se ve afectada frente a distintas situaciones de 
estrés (Streb y col., 1993; Schäfer y Feirabend, 2000). 

Para demostrar la implicación de las especies de oxígeno reactivo en la modificación oxidativa de 
proteínas, llevamos a cabo una incubación de extractos crudos de hojas de guisante con concentraciones 
crecientes de H2O2 y los resultados obtenidos, tanto en concentración de grupos carbonilo como en el 
patrón de proteínas oxidadas son similares a los obtenidos en extractos crudos de plantas cultivadas con 
cadmio. Estos resultados avalan la idea de que el estrés oxidativo generado por el cadmio, y en concreto 
por el H2O2,  puede ser  responsable de la oxidación de las proteínas in vivo. La medida de la 
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concentración de H2O2 en hojas de plantas control y tratadas con CdCl2 50 µM respalda este resultado, 

detectándose una concentración de H2O2 6 veces mayor en plantas tratadas que en plantas control. 
Recientemente Dixit y col. (2001) han observado un incremento de la concentración de H2O2 en plantas de 

guisante cultivadas con Cd 40 µM durante 7 días, aunque este aumento es muy inferior al observado en 

esta Memoria. La diferencia podría deberse a la duración del tratamiento, que en nuestro caso fue mas 
prolongado (14 días). La acumulación de H2O2  por efecto del tratamiento con Cd también se ha 
demostrado en raíces de pino mediante tinción histoquímica (Schützendübel y col., 2001). 
 Es bien conocido que las proteínas modificadas oxidativamente son sustratos  preferentes para la 
degradación proteolítica, y este hecho está asociado a un incremento de la tasa de recambio de las 
proteínas (Pacifici y Davies, 1990). Es por ello que la degradación de proteínas y la actividad proteolítica 
han sido propuestas como índices de estrés oxidativo. Por esta razón, en este trabajo se ha determinado 
el efecto del Cd sobre la actividad proteolítica de extractos crudos de hojas de guisante. Sin embargo, no 
se han observado cambios significativos en la actividad endoproteasa total, aunque el análisis de la 
actividad mediante EGPA mostraba un ligero incremento de las isoenzimas EP2 y EP3. Pero este 
incremento no parece ser suficiente como para degradar todas las proteínas oxidadas, lo que puede dar 
lugar a un acúmulo de las mismas hasta concentraciones potencialmente tóxicas promoviendo así daños 
celulares (Stadtman y Oliver, 1991).  De igual forma Landry y Pell (1993) no han observado cambios en la 
actividad proteasa de hojas de Populus sometidas a condiciones pro-oxidantes de ozono, y en semillas de 
maíz crecidas a bajas temperaturas tampoco se han detectado cambios en la actividad proteolítica aunque 
sí se producía una acumulación de proteínas oxidadas (Prasad, 1996).  

La generación de especies de oxígeno reactivo puede verse incrementada también por una 
disminución de la respuesta antioxidante de la planta, que engloba tanto a los antioxidantes enzimáticos 
(SOD, CAT, GR o peroxidasas) como a los no enzimáticos (GSH, ASC). De los antioxidantes no 
enzimáticos, el GSH es uno de los mas importantes y una de las principales fuentes de tioles no proteícos 
en células vegetales. El GSH desempeña un papel importante en la protección de la planta frente a 
distintas situaciones de estrés, especialmente el estrés oxidativo. Así, el GSH puede secuestrar especies 
de oxígeno reactivo directamente o bien participar junto con el ASC en el ciclo ascorbato-glutation 
encargado de la descomposición del H2O2 en distintos compartimentos celulares  (Halliwell y Gutteridge, 
2000; Jiménez y col.,1997). La reducción de la cantidad de GSH y de ascorbato en respuesta al Cd, 
observada en esta Memoria Doctoral podría indicar una reducción de la capacidad del ciclo ascorbato-
glutation para descomponer el peróxido de hidrógeno, lo que explicaría en cierto modo el aumento del 
contenido de H2O2 observado en plantas crecidas con CdCl2. En plantas de pino expuestas a CdCl2 50 
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µM, el contenido de ascorbato total de la raíz se reduce en exposiciones largas mientras que el efecto 

opuesto tiene lugar a tiempos cortos de exposición (Schützendübel y col., 2001). 
El GSH también participa en la desintoxicación de compuestos orgánicos mediante conjugación 

con los mismos en una reacción catalizada por la glutation-S-transferasa (Marrs, 1996). Por otro lado, el 
GSH desempeña un papel muy importante en la protección frente a metales, fundamentalmente Cd y Cu, 
a través de la formación de PCs catalizada por la PC sintetasa (Cobbett, 2000). La síntesis de PCs se 
induce por la presencia de metales en el medio (Cobbett, 2000) y ello va acompañado de una reducción 
del contenido de GSH (Meuwly y Rauser, 1992; Xiang y Oliver, 1998; Noctor y col., 1998), si bien el 
análisis de expresión de los genes implicados en la síntesis de GSH (gsh1 y gsh2) demuestra un 
incremento de la transcripción de los mismos inducida por cadmio (Xiang y Oliver, 1998; Zhu y col., 1999). 
El papel del GSH en la tolerancia a metales pesados y en la síntesis de PCs ha sido bien ilustrado en 
mutantes de Arabidopsis sensibles al Cd como consecuencia de su deficiencia en la síntesis de GSH 
(Howden y col., 1995).  

En esta Memoria se ha observado en hojas de plantas de guisante cultivadas en presencia de Cd 
una reducción del 50% en el contenido de glutation total (oxidado más reducido) con respecto a las plantas 
control, siendo el GSH el que experimenta una mayor reducción. El contenido de tioles totales aumentaba 
ligeramente pero el mayor incremento era el correspondiente a los tioles no proteicos. Esta discrepancia 

en los resultados podría deberse a la contribución de otros tioles no proteicos como la cisteína  y la γ-

glutamilcisteína. En raíces de pino se ha descrito un incremento del contenido de ambos tioles 
dependiente de la concentración de cadmio en el medio. No obstante, este incremento no parece estar 
relacionado con los mecanismos de defensa frente al cadmio, sino mas bien ser el resultado de un 
aumento de la asimilación de sulfatos dependiente del Cd (Schützendübel y col., 2001). Una situación 
similar ha sido descrita en plantas de Brassica juncea  expuestas al cadmio (Lee y Leusteck, 1999). Sin 
embargo, Domínguez-Solís y col. (2001) han descrito que el aumento de la síntesis de cisteína en plantas 
de Arabidopsis en condiciones de estrés por cadmio está  directamente implicado en los mecanismos de 
protección de la planta. Así, plantas transformadas que sobreexpresan el gen Atcys-3A que codifica la O-

acetilserina(tiol) liasa, desarrollan tolerancia a concentraciones de Cd 250 µM (Domínguez-Solís y col., 

2001).  
La reducción del contenido de GSH observada en esta Memoria no parece estar asociada a la 

síntesis de PCs, ya que el análisis de proteínas en extractos crudos de hojas mediante EGPA y con 
distintas concentraciones de acrilamida, no mostró la inducción, dependiente del Cd, de proteínas de bajo 
peso molecular tipo fitoquelatinas. Sin embargo, no podemos descartar que tenga lugar su formación y 
que no sean detectadas por los métodos clásicos de separación de proteínas por EGPA. Por el contrario, 
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Leita y col. (1993), han demostrado mediante técnicas de  HPLC, la inducción por Cd de PCs en hojas de 
guisante y judía, con masas moleculares de 9,2 y 5,3 kDa, respectivamente. La inducción de fitoquelatinas 
en hojas también ha sido descrita en plantas de tabaco (Vögeli-Lange y Wagner, 1996).  

Además de su papel como antioxidante y precursor de PCs, el GSH puede actuar como un sensor 
del estado redox de la célula, desempeñando un papel muy importante en la integración de los procesos 
celulares con el crecimiento y el desarrollo en condiciones de estrés (May y col., 1998). Así, se ha 
demostrado que existe una correlación entre la cantidad de glutation y el grado de adaptación de la planta 
a situaciones extremas de estrés por temperatura, xenobióticos, sequía, metales pesados o ataque por 
patógenos,  y la inducción de su biosíntesis parece ser un hecho intrínseco a la respuesta de la planta al 
estrés (May y col., 1998). 

El cadmio provoca una disminución, dependiente de la concentración del metal en la solución 
nutritiva, de las principales actividades responsables de la eliminación del H2O2, la catalasa y las 
peroxidasas, contribuyendo de esta forma al acúmulo de H2O2 observado en hojas tratadas con Cd. La 
reducción de la actividad CAT por Cd también ha sido descrita en otras especies como Phaseolus vulgaris 
(Somashekaraiah y col., 1992; Chaoui y col., 1997), Phaseolus aureus (Shaw, 1995), Helianthus annuus 
(Gallego y col., 1996), Secale cereale (Streb y col., 1993), Lemna minor (Mohan y Hosseti, 1997), 
Amaranthus lividus (Bhattacharjee, 1998), Pinus sylvestris (Schützendübel y col., 2001) y Capsicum 

annuum (León y col., 2002), mientras que el efecto opuesto ha sido descrito en Raphanus sativus (Vitòria 
y col., 2001) y Chloris barbata (Patra y col., 1994). Estas discrepancias responden a varios factores, y 
principalmente dependen de la sensibilidad o tolerancia al cadmio de la especie vegetal, del tejido 
estudiado, de la concentración del metal utilizada, del método de aplicación, y del periodo de tratamiento 
utilizados. De esta forma, en plantas de guisante Dixit y col. (2001) han observado que concentraciones de 

Cd 40 µM producen un incremento de la actividad CAT en hojas a las 24 h de tratamiento, y este aumento 

se reduce a medida que se incrementa el tiempo de tratamiento. Por el contrario, la infiltración de hojas de 

guisante con Cd 100 µM producía una fuerte reducción de la actividad catalasa a las 24 h respecto a las 

hojas control, y un incremento de la misma a los 2 y 6 días de incubación (Dalurzo y col., 1997). La 
posibilidad de inactivación directa por unión del Cd a grupos SH de la catalasa ha sido descartada, dado 

que la incubación de la enzima comercial con Cd 100 µM, durante 72 h, no producía cambios de la 

actividad determinada mediante EGPA (datos no presentados en esta Memoria). El Cd podría inactivar la 

enzima indirectamente a  través de un incremento de pro-oxidantes como el O2
.- o el GSSG, lo que 

explicaría la presencia de grupos carbonilos en la proteína. Además de a una inactivación propiamente 
dicha, la reducción de la actividad CAT también se debe a una reducción de la cantidad de proteína, según 
se ha observado mediante transferencia de Western utilizando un anticuerpo específico frente a la 
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catalasa. Esta disminución tanto de la actividad como de la proteína, podría estar asociada a procesos de 
degradación proteolítica ya que, como se ha indicado anteriormente, la catalasa se oxida por efecto del 
Cd, lo que la hace mas susceptible a la degradación. La catalasa es una enzima muy sensible a la 
fotoinactivación como ha demostrado en hojas de centeno bajo diferentes situaciones de estrés, incluidas 
concentraciones tóxicas de Cd, y muestra una tasa de recambio elevada que puede inclinarse hacia una 
mayor degradación en determinadas circunstancias (Streb y col., 1993; Feierabend y col., 1999). Este 
proceso se encuentra favorecido por el incremento de la actividad proteolítica detectado en peroxisomas, 
donde se localiza esta actividad. Distefano y col. (1999) han demostrado que la CAT es una proteína diana 
de proteasas peroxisomales en procesos de senescencia foliar. El análisis de la expresión mediante 
Northern de los transcritos de esta proteína demuestra, sin embargo, un ligero incremento dependiente del 
Cd del ARNm, lo que sugiere cambios en la eficiencia de la traducción o cambios postraduccionales 
dependientes del Cd, tal y como se ha propuesto para la síntesis de CAT en plantas de arroz (Feierabend 
y col., 2001). Discrepancias entre el ARNm y la cantidad de proteína CAT también han sido observadas en 
hojas de maiz expuestas a ozono (Ruzsa y col., 1999) y en plantas de cebada tratadas con ácido 
giberélico (Fath y col., 2001). El aumento de los transcritos de CAT podría ser inducido por el aumento de 
la concentración de H2O2  observado en extractos crudos de hojas cultivadas con Cd, dado que la 
infiltración de hojas de guisante con ascórbico (secuestrador de H2O2), reduce los transcritos de CAT. Se 
ha demostrado que el H2O2 participa como molécula señal en la inducción de cat1 en respuesta a ABA y a 
daños mecánicos en plantas de maíz (Guan y Scandalios, 2000a). Por el contrario, la regulación de la 

expresión de CAT no era dependiente de NO∙, ya que ni el nitroprusiato (un donador de NO∙), ni el PTIO 

(un secuestrador de NO∙), afectaban los transcritos. El O2
.- tampoco está implicado en la regulación de la 

síntesis de CAT dado que el TMP (un  secuestrador de O2
.-), no tiene efecto alguno sobre la expresión de 

la enzima. Sin embargo, los transcritos de CAT responden positivamente a la cantaridina y al GMPc, lo 
que sugiere la participación de procesos de fosforilación/desfosforilación de proteínas y de la adenilato 
ciclasa, respectivamente. 
 El  análisis de la actividad guayacol peroxidasa, utilizado como medida de la actividad total de 
peroxidasas, muestra una disminución de esta actividad dependiente de cadmio. Esta reducción de la 
actividad podría deberse a una inhibición directa de la enzima por el metal, tal como se ha descrito en 

plantas de trigo (Converso y col., 2000). Sin embargo, el suministro de Cd (100 µM) mediante infiltración 

directa de las hojas producía el efecto opuesto en la misma especie vegetal (Dalurzo y col., 1997), lo que 
podría cuestionar un efecto inhibitorio directo del Cd sobre la enzima. La inducción cualitativa y cuantitativa 
de actividad peroxidasa es un hecho extendido en procesos de toxicidad por el Cd y otros metales 
pesados (Van Assche y Clijsters, 1990; Patra y col., 1994; Chaoui y col., 1997; Lavid y col., 2001; 
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Schützendübel y col., 2001; León y col., 2002) y ha sido relacionado con la generación de estrés oxidativo, 
dependiente de metales, y con procesos de lignificación de la pared celular asociados a mecanismos de 
adaptación a condiciones de estrés (Chaoui y col., 1997; Schützendübel y col., 2001).  

El ciclo ascorbato-glutation constituye uno de los principales sistemas de eliminación del H2O2 en 
distintos compartimentos celulares y está compuesto básicamente por la APX, la GR, la MDHAR, la 
DHAR, el GSH y el ASC. El funcionamiento de este ciclo podría afectarse por la presencia de Cd en el 
medio de cultivo, ya que como se ha mencionado anteriormente, la cantidad de GSH y ascorbato se 
encuentran disminuidos respecto a las plantas control. En cuanto a las actividades enzimáticas, la GR se 

incrementa ligeramente en actividad y contenido de proteína en presencia de CdCl2 10 y 50 µM. Estos 

resultados contrastan con la presencia de grupos carbonilo en la proteína, lo que es un índice de 
modificación oxidativa de la misma. Sin embargo, estas alteraciones pueden no afectar al centro activo de 
la proteína, lo que explicaría la ausencia de cambios de la actividad enzimática. No obstante, el análisis de 
expresión mostró una reducción dependiente del Cd en el ARNm de la GR. Estas discrepancias entre la 
cantidad de proteína, actividad, y el ARNm podrían ser debidas a una mayor inestabilidad de los ARNm, o 
bien a que la sonda utilizada (Gor2) para los ensayos de Northern reconozca mayoritariamente alguna de 
las isoformas de GR, mientras que los datos de proteína y actividad corresponden a la suma de las 
distintas isoformas presentes en mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas y citosol. Por otro lado, la 
regulación de GR era independiente de H2O2 dado que la incubación con ácido ascórbico prácticamente 
no altera los transcritos, pero sí responde al NO∙ ya que la incubación con nitroprusiato incrementa 
considerablemete los ARNm. El SA también podría intervenir en la regulación de la expresión de la GR, a 
juzgar por el incremento observado en los transcritos de hojas incubadas con este compuesto. Por el 
contrario, la expresión de la GR era independiente de cambios en el flujo de iones Ca2+, procesos de 
fosforilación  de proteínas y adenilato ciclasa, lo que sugiere que la regulación de GR se encuentra a un 
más arriba en la cascada de reacciones de transducción de señales y posiblemente su regulación 
responda fundamentalmente al estado redox de la célula o, más concretamente, a la relación GSH/GSSG. 
Xiang y Oliver (1998) han observado que la GR no se activa por H2O2 pero sí por ácido jasmónico. En 
plantas de pimiento expuestas al Cd, se ha observado un incremento de la actividad GR en variedades 
tolerantes al metal, mientras que las variedades sensibles mostraban una actividad similar con respecto a 
las plantas control (León y col., 2002). Se han descrito incrementos de la actividad GR por efecto del Cd 
en Helianthus annuus (Gallego y col., 1996), Raphanus sativus (Vitòria y col., 2001) y Phaseolus vulgaris 
(Chaoui y col., 1997), mientras que en el hiperacumulador Alyssum concentraciones elevadas de Cd 
producían una reducción de la actividad, si bien esta respuesta variaba dependiendo de la concentración 
del metal y de la especie estudiada (Schickler y Caspi, 1999). Schützendübel y col. (2001) han demostrado 
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que en plantas de Pinus sylvestris la sensibilidad de la actividad GR al Cd también varía dependiendo del 
periodo de tratamiento. 

Respecto a la actividad APX, el tratamiento con Cd producía un ligero incremento de la actividad, 
si bien las diferencias no eran significativas, lo que explicaría la ausencia de cambios en los transcritos de 
APX por efecto del tratamiento. Los datos existentes en la literatura discrepan respecto al efecto del Cd 
sobre la actividad de esta enzima. Así un incremento de actividad APX ha sido descrito en Phaseolus 

vulgaris (Chaoui y col., 1997), y Pisum sativum (Dixit y col., 2001), mientras que el efecto opuesto se ha 
descrito en Helianthus annuus (Gallego y col., 1996), y fluctuaciones de la actividad se han detectado en 
función del periodo de tratamiento en raíces de Pinus sylvestris (Schützendübel y col., 2001). En cambio, 
en Alyssum la actividad no se afectaba por el tratamiento con Cd (Schickler y Caspi, 1999). En cuanto a la 
regulación de la APX, los resultados obtenidos en esta Memoria  sugieren que la APX es una enzima 
constitutiva que se expresa independientemente de señales ambientales, por lo que las modificaciones 
que pueda experimentar su actividad podrían deberse fundamentalmente a modificaciones 
postraduccionales. Así, la expresión de APX era independiente de H2O2, dado que la incubación con ácido 
ascórbico no modificaba el ARNm. En plantas de Arabidopsis la activación de la APX tampoco es 
dependiente de H2O2 (Orendi y col., 2001). El uso de distintos efectores de la transducción de señales 
sugiere además que la  expresión de la APX  en respuesta al estrés por Cd no es dependiente de flujos de 
Ca2+, NO∙ o SA, pero sí responde ligeramente a fostatasas y GMPc. La activación de la APX citosólica en 
plantas de Arabidopsis en respuesta a ozono también era insensible al SA (Rao y Davis, 1999) así como 
en plantas de tabaco inoculadas con el virus del mosaico del tabaco (Mittler y col., 1999). Los resultados 
obtenidos en esta Memoria sobre la APX contrastan con la literatura existente en distintas situaciones de 
estrés, donde los transcritos de APXs varía en condiciones de exceso de luz, daños mecánicos, infección 
por patógenos, paraquat, etc. (Shigeoka y col., 2002). Sin embargo, también es cierto que los ARNm de 
las distintas isoenzimas de APX responden de una forma diferencial a los diferentes factores de estrés. La 
APX citosólica se induce en respuesta a alta intensidad luminosa y paraquat pero no frente a sequía o 
salinidad, mientras que la peroxisomal y la cloroplastídica no cambian en respuesta a ninguno de estos 
tratamientos (Shigeoka y col., 2002). Sobre la base de estos datos, la ausencia de cambios en los 
transcritos de APX en respuesta al Cd podría responder a cambios diferenciales en la expresión de las 
distintas isoformas, aunque de una forma global se mantenga constante.  

La actividad GST también puede desempeñar un papel importante en procesos de desintoxicación 
de metales y el incremento de actividad observado en esta Memoria Doctoral podría contribuir a la 
generación de estrés oxidativo a través del consumo de GSH. Resultados similares han sido obtenidos en 
raíces y hojas de plantas de guisante (Dixit y col., 2001) y en tallos y raíces de trigo y  guisante (Votila y 
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col., 1994). En cuanto a la regulación de la GST, el incremento observado de actividad podría responder a 
una inducción de la transcripción en respuesta a un incremento de la concentración de H2O2, tal como se 
ha descrito en plantas de maíz (Polidoros y Scandalios, 1999). 
 La SOD es una enzima clave en la protección de las células frente al estrés oxidativo, llevando a 

cabo la eliminación de los radicales O2
.-. El análisis de la actividad SOD total en los extractos crudos 

mostró interferencias de algún componente de los extractos con la reducción del citocromo c, utilizado 

como molécula detectora, ya que en ausencia del sistema de generación de radicales O2
.- (Xantina + 

XOD), se registraban altas tasas de reducción del citocromo c, que aumentaban con la concentración del 
Cd en el medio de cultivo. Estas interferencias podrían deberse a la presencia de fenoles que pueden 
interferir con el método del citocromo c, lo que explicaría el oscurecimiento observado en los extractos de 

plantas crecidas con CdCl2 40 y 50 µM. No obstante, el análisis de la actividad SOD mediante EGPA, 

mostró una reducción de la actividad de todas las isoenzimas de SOD presentes en hojas de guisante, 
siendo la CuZn-SOD, especialmente la isoforma citosólica, la más sensible al cadmio, seguida de la CuZn-
SOD y la Fe-SOD cloroplastídicas, mientras que la isoforma más resistente era la Mn-SOD, localizada en 
mitocondrias y peroxisomas. La oxidación de la Mn-SOD determinada paralelamente por el contenido en 
carbonilos, podría explicar la disminución de la actividad observada durante el tratamiento con cadmio, ya 
que tanto el contenido de proteínas como los transcritos de la Mn-SOD prácticamente no se modificaban 
por el tratamiento con el metal. La reducción de la actividad Fe-SOD podría deberse a una inactivación por 
el H2O2, ya que esta enzima, junto con la Cu,Zn-SOD, es sensible al H2O2. Sin embargo, no podemos 
descartar modificaciones traduccionales o postraduccionales dependientes del Cd en la síntesis de la Fe-
SOD.  

La disminución de la actividad CuZn-SOD no era debida a procesos de oxidación o a interacciones 
del metal con grupos SH de la proteína, ya que la CuZn-SOD no contenía grupos carbonilo y era 
insensible a la incubación con Cd incluso durante 72 h. La disminución de la actividad CuZn-SOD estaba 
asociada a una reducción del contenido de proteína determinado por Western, siendo esta reducción 
especialmente dramática para la CuZn-SOD citosólica. Sin embargo, el análisis Northern mostraba un 
incremento de los transcritos de la CuZn-SOD por efecto del Cd. Estos resultados sugieren que el Cd 
puede producir modificaciones postraduccionales que afectan a la síntesis de CuZn-SOD, y de hecho, una 
reducción del contenido de Cu y Zn en hojas, inducido por el Cd podría afectar a la síntesis de la enzima 
(del Río y col., 1991). Otra explicación sería el incremento de la tasa de recambio de la CuZn-SOD 
dependiente del cadmio. Discrepancias similares entre los transcritos y la actividad de la proteína han sido 
descritas en plantas de tabaco expuestas al NaCl (Savouré y col., 1999).  
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En cuanto a la regulación de la expresión de SODs, parece ser dependiente del H2O2 ya que la 
incubación con ácido ascórbico reprime completamente la acumulación de los transcritos correspondientes 
a Mn- y CuZn-SODs. Por el contrario, el NO∙ es un represor de la expresión de las SODs, ya que el 
nitroprusiato inhibe la acumulación de ARNm mientras que el PTIO (secuestrador de NO) la induce. La 
regulación de la expresión de ambos tipos de SODs parece ser dependiente de procesos de 
desfosforilación de proteínas, ya que la cantaridina induce ligeramente la expresión y, por el contrario, el 
GMPc y el SA reducen la acumulación de transcritos. La disminución de la actividad SOD por cadmio se 
ha descrito también en Phaseolus vulgaris (Somashekaraiah y col., 1992) y Helianthus annuus (Gallego y 
col., 1996), así como en levaduras (Romandini y col., 1992). Por el contrario, se ha observado un 
incremento de la actividad SOD en Lemna, aunque la concentración de Cd utilizada era baja (Srivastave y 
Tel-Or, 1991), y en Raphanus sativus (Vitòria y col., 2001), Capsicum annuum  (León y col., 2002) y hojas 
de Pisum sativum  (Dixit y col., 2001), aunque en este último caso el tiempo de tratamiento era inferior al 
utilizado en esta Memoria.  

En cuanto a la actividad isoenzimática, en plantas de Raphanus el incremento de la actividad SOD 
era debido a un incremento de las dos isoformas presentes (Mn-SOD y CuZn-SOD) (Vitória y col., 2001), 
mientras que en Capsicum el cadmio producía un incremento de la Fe-SOD y de la Mn-SOD y una 
reducción de las dos CuZn-SODs (León y col., 2002). Las discrepancias existentes en distintas especies 
vegetales  en cuanto a la respuesta de la actividad SOD y  sus isoformas frente al Cd puede deberse a 
diferencias en la tolerancia al metal, al tiempo de tratamiento y a la concentración de cadmio utilizada en 
los trabajos. Así, plantas de Capsicum annuum se consideran tolerantes al Cd ya que soportan 
concentraciones elevadas de Cd sin mostrar síntomas de toxicidad (León y col., 2002), mientras que las 
plantas de guisante, como se ha mostrado en esta Memoria, son sensibles al Cd. Por otro lado, la 
respuesta diferencial de las isoenzimas de SOD frente al Cd puede deberse a su distribución en distintos 
compartimentos celulares y por ello, podrían utilizarse como indicadores de estrés oxidativo en los 
distintos orgánulos celulares. 
  Los resultados obtenidos en extractos crudos de hojas de plantas de guisante sometidas a 
diferentes concentraciones de CdCl2 sugieren la inducción de estrés oxidativo, ya que se produce un 
aumento de la peroxidación lipídica, de la oxidación de proteínas, y de la concentración de H2O2, y una 
disminución de la relación GSH/GSSG y del contenido de ácido ascórbico. Y esta situación puede 
acentuarse como consecuencia de la reducción de antioxidantes enzimáticos como la catalasa, 

peroxidasas y SODs, obteniéndose los efectos más acusados con una concentración de CdCl2 de 50 µM . 

Si bien a esta concentración se mantenía la viabilidad de las plantas. A la vista de estos resultados se 

seleccionó esta concentración de CdCl2 de 50 µM para llevar a cabo el resto de los estudios. 
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Alteraciones en el Metabolismo Oxidativo de Peroxisomas de Hojas de Guisante 
 A la vista de los resultados obtenidos en hojas, y teniendo en cuenta la carencia de estudios 

subcelulares sobre la toxicidad del Cd, se ha abordado el estudio del efecto del CdCl2 50 µM sobre el 

metabolismo de los peroxisomas. Estos orgánulos tienen un metabolismo eminentemente oxidativo y 
constituyen uno de los lugares de producción de ROS en la célula, y están implicados en numerosas e 

importantes funciones celulares, tales como la fotorrespiración, la β-oxidación de ácidos grasos y el ciclo 

del glioxílico entre otras (del Río y col., 2002a). Otra característica de estos orgánulos es su plasticidad 
metabólica, ya que sus componentes enzimáticos pueden variar dependiendo del organismo, célula, tejido, 
e incluso de las condiciones ambientales (Van den Bosch y col., 1992; del Río y col., 2002a). Estas 
características, unido a la batería de antioxidantes presentes en estos orgánulos, les asigna un papel 
importante para el estudio de los mecanismos de toxicidad y tolerancia de las células frente a distintas 
situaciones de estrés. 

El análisis mediante microscopía electrónica de las hojas de guisante muestra un ligero aumento 
del número de peroxisomas, inducido por el tratamiento con Cd, sin que se observaran modificaciones 
aparentes en su estructura. En la levadura Candida albicans  se ha descrito un incremento de hasta seis 
veces en la población de peroxisomas por efecto del Cd y este hecho ha sido relacionado con la toxicidad 
del Cd en este organismo, a través de la generación de estrés oxidativo, como resultado del incremento de 
H2O2 producido en estos orgánulos y de la reducción de la actividad de las enzimas antioxidantes (Chen y 
col., 1995). Una situación similar ha sido descrita en peroxisomas de hojas de guisante como 
consecuencia del tratamiento de las plantas con  un xenobiótico (Palma y col., 1991). Si bien el aumento 
del número de peroxisomas causado por el Cd en hojas de guisante no es tan acusado como en Candida 

albicans, podría contribuir de alguna forma a la toxicidad del metal. 
El cadmio induce además un incremento de dos veces en la producción de H2O2 en peroxisomas 

respecto a los peroxisomas de las plantas control. Este incremento se debe en parte al aumento de la 
actividad GOX, encargada de la conversión de glicolato en glioxilato y que constituye la primera enzima de 
la fotorrespiración en peroxisomas. El análisis mediante Western demuestra además que este aumento de 
actividad se debe a un mayor contenido de proteína GOX. La fotorrespiración suministra CO2 que puede 
ser utilizado por el cloroplasto para la realización de la fotosíntesis, especialmente en condiciones en las 
que el intercambio de gases se encuentra disminuido por el cierre estomático, como hemos comprobado 
que tiene lugar en hojas de guisante como consecuencia de la toxicidad del Cd. Se ha sugerido que una 
de las funciones de la fotorrespiración podría ser la prevención de daños oxidativos que podrían resultar 
de una producción excesiva de radicales libres en el cloroplasto en condiciones limitantes de CO2. De esta 
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forma, el aumento observado en la actividad GOX podría indicar un incremento en la fotorrespiración a fin 
de evitar daños oxidativos en el cloroplasto, aunque ello llevaría consigo una mayor producción de H2O2 
que podría causar estrés oxidativo si no va acompañado de un aumento simultáneo de los sistemas 
antioxidantes de defensa. Sin embargo, la actividad HPR, otra enzima peroxisomal implicada en la 
fotorrespiración, que cataliza la reducción dependiente de NADPH del hidroxipiruvato a glicerato, no 
experimentaba cambios con el tratamiento. Esto parece indicar que el proceso global de la fotorrespiración 
no está afectado por el tratamiento con Cd, aunque sí puede existir alguna regulación en la actividad GOX. 
Es posible que en condiciones de toxicidad causada por el Cd, la GOX pueda incrementarse a fin de 
proporcionar más glioxilato para la malato sintasa, lo que contribuiría a intensificar el ciclo del glioxilato, un 
proceso que es sabido tiene lugar en tejidos senescentes (de Bellis y col., 1990; Landolt y Matilde, 1990; 
Nishimura y col., 1996; del Río y col., 1998) y que como se verá a continuación, también se incrementa por 
Cd. 

 A diferencia del H2O2, la producción de radicales superóxido (O2
.-) determinada en membranas de 

peroxisomas no se modificaba significativamente por el tratamiento con Cd, aunque se apreciaba un ligero 

incremento. De igual forma, la actividad XOD principal sistema generador de O2
.- en la matriz peroxisomal, 

se incrementaba ligeramente por el tratamiento, aunque no de forma significativa. La actividad Mn-SOD, 

responsable de la eliminación de O2
.- en matrices de peroxisomas tampoco se afectaba por el tratamiento. 

Estos resultados sugieren que la producción de radicales O2
.- en peroxisomas de hojas no está implicada 

en el mecanismo de la toxicidad del cadmio. 
 La tasa de peroxidación lipídica en las membranas peroxisomales no se mostraba 
significativamente afectada por el tratamiento con Cd, debido probablemente al incremento de la actividad 
APX, localizada en la membrana peroxisomal. La función de esta enzima es eliminar el H2O2 que se 
escapa de la acción de la CAT, principal enzima encargada de descomponer este metabolito en la matriz 
de peroxisomas. También se ha observado un incremento en la actividad GR, que unido al de la APX 
sugiere una inducción del ciclo ascorbato-glutation presente en peroxisomas y que podría ser importante 
en la protección de las células frente a la toxicidad del Cd. Aunque la actividad APX total en extractos 
crudos de hojas de guisante no experimentaba cambios significativos, la actividad de las isoformas 
presentes en los distintos orgánulos puede variar por el tratamiento. Así la actividad peroxisomal 
experimenta un incremento en respuesta a los cambios desencadenados por el Cd y, probablemente, este 
incremento fuera contrarrestado por la reducción de otra isoenzima  para mantener la actividad total 
equilibrada. En este sentido, se ha observado una reducción de la actividad de la isoenzima mitocondrial 
que podría compensar el incremento de la peroxisomal (datos no presentados). A diferencia de la GR y la 
APX, el cadmio no produce alteraciones significativas ni en la actividad y ni en los ARNm de la MDHAR, lo 
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que sugiere que en estas condiciones la reducción del monodeshidroascorbato a ascorbato en 
peroxisomas  se realiza principalmente vía DHAR. El análisis de distintos efectores sobre la expresión de 

la MDHAR demuestra que es dependiente de un gran número de señales, entre ellas H2O2 , O2
.-, NO∙, 

canales de Ca2+, proteín fosfatasas, adenilato ciclasa y ácido salicílico. Es poco lo que se conoce de la 
regulación de la MDHAR en situaciones de estrés pero se ha descrito la inducción de transcritos en 
senescencia y frente a daños mecánicos, posiblemente en respuesta a una reducción del ascorbato 
celular (Creissen y Mullineaux, 2002) 

El NADPH necesario para el funcionamiento del ciclo ascorbato-glutation en peroxisomas es 
suministrado por las enzimas del ciclo de las pentosas fosfato (G6PDH y 6PGDH), y por la NADP-ICDH. El 
tratamiento con Cd producía un incremento de dos veces en las actividades G6PDH y 6PGDH de la matriz 
peroxisomal y, en el caso de la G6PDH, este aumento se debía a un incremento del contenido de proteína. 
Estos resultados corroboran el aumento observado en la actividad de las enzimas del ciclo ascorbato-
glutation APX y GR y su papel relevante en los mecanismos de defensa de la planta frente a la toxicidad 
del Cd. Una respuesta similar se ha observado en extractos de Silene italica expuestas a Ni y Cd (Mattioni 
y col., 1997). Otra fuente de NADPH en peroxisomas es la NADP-ICDH (Corpas y col., 1999) cuya 
actividad experimentaba igualmente un incremento como consecuencia del tratamiento con Cd. El papel 
de la actividad NADP-ICDH en peroxisomas todavía no ha sido determinado con claridad, pero esta 
enzima parece estar implicada en los mecanismos de reducción del NADP+, lo que contribuiría a mantener 
una relación NADPH/NADP alta para favorecer el funcionamiento del ciclo ascorbato-glutation, así como 
otras rutas metabólicas. En un estudio llevado a cabo con distintas variedades de Capsicuum annuum que 
difieren en su sensibilidad frente al Cd, se ha correlacionado positivamente la tolerancia al Cd con una 
mayor capacidad de las plantas para regenerar el NADPH  a través de las enzimas del ciclo de las 
pentosas fosfato, la NADP-ICDH y la enzima málico (León y col., 2002). Según estos autores, el 
incremento de estas deshidrogenasas podría conferir ventajas a la planta en aquellas situaciones en las 
que la fotosíntesis está fuertemente inhibida y, por tanto, el suministro de NADPH y ATP está muy 
limitado. 

En cuanto a la actividad catalasa, el análisis de los peroxisomas por IEF ha permitido distinguir 5 
isoformas diferentes de CAT, que varían en su punto isoeléctrico pero comparten una única subunidad con 
una masa molecular de 57 kDa. La existencia de varias isoformas de catalasa en hojas de guisante no es 
única, también se ha descrito en ricino (Ota y col., 1992), tabaco (Havir y McHale, 1989), pino (Mullen y 
Gifford, 1993), maíz (Scandalios, 1994), algodón (Ni y Trelease, 1991), Arabidopsis (Frugoli y col., 1996) y 
girasol (Eising y col., 1990). Resultados preliminares de Southern, que no han sido presentados en esta 
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Memoria, nos hacen suponer que la CAT peroxisomal de guisante está codificada por un único gen, por lo 
que la presencia de múltiples  
isoformas podría explicarse por modificaciones postraduccionales, o por la existencia de diferentes 
estados de oxidación de la proteína como se ha descrito en Neurospora crassa (Lledías y col., 1998). En 
cualquier caso, las isoformas mas ácidas parecen ser las que más se modifican por la toxicidad del Cd. 
 El peróxido de hidrógeno es bien conocido como oxidante, y teniendo en cuenta que su 
producción en peroxisomas se encuentra incrementada por efecto del tratamiento con Cd, parece lógico 
pensar que en estas condiciones pueden tener lugar procesos de oxidación de proteínas en estos 
orgánulos. Es por ello, que se ha estudiado en peroxisomas de hojas de guisante el efecto del cadmio 
sobre el contenido de grupos carbonilo, como marcador de estrés oxidativo. Los resultados obtenidos 
sugieren que el Cd produce daños oxidativos en las proteínas de los peroxisomas. Sin embargo, este 
hecho no parece afectar a la funcionalidad de la membrana peroxisomal, ya que no se altera ni la 
integridad de los orgánulos ni la permeabilidad de la membrana. Estos resultados concuerdan con la 
ausencia de daños por peroxidación lipídica y de alteraciones en la estructura de estos orgánulos. El 
hecho de que no se produzcan daños en las membranas de los peroxisomas puede deberse al aumento 
de la actividad APX localizada en las mismas y que ha sido mencionado anteriormente. No obstante, la 
ausencia de daños en las membranas contrasta con la formación de gupos carbonilo, lo que hace suponer 
que la mayoría de las proteínas oxidadas pueden estar asociadas a la matriz peroxisomal. Entre ellas 
podrían estar incluídas la CAT y la GR, identificadas con anterioridad como algunas de las proteínas 
oxidadas en extractos crudos. En mitocondrias de cultivos celulares de condrocitos de conejo, se ha 
descrito que la senescencia produce un incremento de las especies de oxígeno reactivo así como del 
contenido de grupos carbonilo, mientras que no tienen lugar cambios en la estructura ni en la funcionalidad 
de la membrana mitocondrial (Pfeuty y Gueride, 2000). 

Las proteínas oxidadas en los peroxisomas pueden ser eliminadas de forma eficiente por la acción 
de las proteasas presentes en estos orgánulos, previniendo de esta forma daños oxidativos o por 
agregación de proteínas (Distefano y col., 1997). El análisis de actividad endoproteasa (EP) en 
peroxisomas de plantas expuestas a Cd muestra un patrón similar al descrito en peroxisomas de hojas 
senescentes (Distefano y col., 1997). De las isoenzimas presentes, EP1 y EP2 han sido descritas 
previamente como  serín-proteasas, mientras que la EP5 es una metalo-proteasa, y las EP3 y EP4 no han 
sido caracterizadas hasta la fecha (Distefano y col., 1997). El incremento observado en la actividad 
proteolítica de los peroxisomas, además de contribuir a la disminución de las proteínas oxidadas, podría 
estar relacionado con los cambios metabólicos que pueden tener lugar en estos orgánulos como 
consecuencia del tratamiento con Cd. Así , se ha observado una inducción dependiente del Cd de las 
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enzimas del ciclo del glioxilato, MS e ICL. Estas enzimas están presentes fundamentalmente en los 
glioxisomas, un tipo de peroxisomas presentes en cotiledones de semillas oleaginosas que convierten las 
reservas lipídicas en azúcares, que después son utilizados en la germinación y crecimiento de la planta 
(Huang y col., 1983). En el ciclo del glioxilato, la actividad MS genera malato en presencia de glioxilato y 
acetil-CoA, mientras que la ICL descompone el isocitrato en succinato y glioxilato. Este ciclo se induce en 
peroxisomas de hojas senescentes, donde se produce una transición metabólica de los peroxisomas de 
hojas a glioxisomas (de Bellis y col., 1990; Landolt y Matilde, 1990; Nishimura y col., 1996; del Río y col., 
1998). Esta transición metabólica requiere una degradación de las proteínas preexistentes, lo que podría 
explicar la inducción de actividad proteolítica responsable de este cambio metabólico.  
 Otro efecto del Cd a tener en cuenta es el incremento de la concentración de proteínas en 
peroxisomas de hojas de plantas tratadas. Este aumento podría explicarse por el ligero incremento 
observado en el número de peroxisomas y por una mayor síntesis de las proteínas ya presentes en el 
orgánulo, ya que no se han detectado nuevos polipéptidos mediante EGPA en peroxisomas de plantas 
tratadas con Cd. Esto está de acuerdo con la síntesis de nuevos peroxisomas que, en la mayoría de las 
células eucariotas  tiene lugar por incorporación postraduccional  de nuevas proteínas tanto de la matriz 
como de la membrana, a los peroxisomas ya existentes, los cuales se dividen posteriormente para dar 
lugar a los peroxisomas hijos (Lazarow y Fujiki, 1985; Titorenko y Rachubinski, 1998; Baker y Graham, 
2002). El hecho de que el incremento de proteínas peroxisomales causado por el Cd sea utilizado para la 
proliferación de orgánulos ya ha sido descrito en otros trabajos (Chen y col., 1995). En procesos de 
senescencia también se ha visto que se induce la proliferación de peroxisomas en hojas de guisante 
(Pastori y del Río, 1994) y en pétalos de clavel (Droillard y Paulin, 1990), así como en plantas expuesta a 
ozono (Morré y col., 1990) y en tratamientos con los xenobióticos isoproturón (de Felipe y col., 1988) y 
clofibrato (Palma y col., 1991). 
 En la Fig. 5.1 se muestra un esquema compendiando todas la modificaciones producidas por el 
cadmio en el metabolismo de los peroxisomas, que se acaban de comentar. 
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. 5.1 Esquema que ilustra las modificaciones producidas por el cadmio en el metabolismo 
oxisomal (modificado de Corpas y col., 2001). Las enzimas que aumentan su actividad se 
sentan en color verde, las que la disminuyen, en color rojo y, las que no varían su actividad en 
r negro. APX: ascorbato peroxidasa; DHAR: deshidroascorbato peroxidasa; GR: glutation 
uctasa; G6PDH: glucosa, 6 fosfo deshidrogensa; 6PGDH: 6 fosfo gluconato deshidrogenasa; 
H: isocitrato deshidrogenasa; MDHAR: monodeshidroascorbato deshidrogenasa; NOS: óxido 
ico sintasa; PMP18 y 32: polipéptidos de membrana peroxisomal de 18 y 32 kDa; SOD: superóxido 

mutasa; XOD: xantina oxidasa 

dificaciones en la Estructura y Ultraestructura de las Hojas 
El análisis de secciones de hoja por microscopía óptica muestra alteraciones de la estructura en 

tas cultivadas en presencia de CdCl2 50 µM, caracterizadas por un aumento del tamaño de las células 

parénquima, en especial del parénquima en empalizada, fundamentalmente debido a un incremento 
tamaño de la vacuola, así como a una reducción del número y tamaño de los cloroplastos. Se han 
ervado resultados similares en plantas de Brassica napus cultivadas en suelos contaminados con 
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cadmio (Baryla y col., 2001). El análisis al microscopio electrónico de cortes de hojas muestra además 
alteraciones de la estructura de los cloroplastos, tales como desorganización de tilacoides, incremento del  
número y tamaño de plastoglóbulos y aumento de los gránulos de almidón. Cambios similares han sido 
descritos en distintas especies vegetales en respuesta  al tratamiento con Cd (Barceló y col., 1988; 
Ouzounidou y col., 1997; Ouariti y col., 1997; Jemal y col., 2000). El aumento del contenido en almidón, 
por efecto del cadmio, ha sido descrito en plantas de Lupinus y podría  explicarse sobre la  base de una 
reducción de la fijación de CO2 (Costa y Spitz, 1997). En plantas de Brassica napus la reducción del 
número de cloroplastos por célula ha sido relacionada con interferencias del cadmio en la división de los 
cloroplastos (Baryla y col., 2001). Los cambios observados en la estructura de los cloroplastos en 
respuesta al cadmio son similares a los descritos en tejidos senescentes, de hecho, estos orgánulos son 
unos de los primeros en experimentar procesos catabólicos durante la senescencia (Smart, 1994). La 
formación de plastoglóbulos está unida a la degradación de tilacoides que acompaña a la senescencia 
(Buchanan-Wollaston, 1997; del Río y col., 1998; Inada y col., 1998). A diferencia de los cloroplastos, la 
estructura de las mitocondrias y de los peroxisomas no parece verse afectada por el tratamiento con Cd, y 
tan solo se ha observado un ligero incremento en el número de peroxisomas por célula, como se ha 
mencionado anteriormente. Otro efecto del tratamiento con Cd que también se produce durante la 
senescencia, es la formación de invaginaciones  del tonoplasto que acompaña al crecimiento de la 
vacuola, y la formación de bandas de mielina como resultado de procesos de degradación de membranas 
(Thimann, 1983; Thomsom y Platt-Aloia, 1987; Inada y col., 1998; Quirino y col., 2000). Estos daños 
estructurales observados al microscopio, especialmente en membranas biológicas, podrían deberse en 
parte a los daños oxidativos que hemos mencionado anteriormente, como resultado de alteraciones en el 
metabolismo de especies de oxígeno reactivo. 
 El tratamiento con Cd producía también cambios en la condensación de la cromatina nuclear, 
respecto a las plantas control. En plantas de Allium, el Cd produce cambios en la estructura nuclear que 
afectan fundamentalmente al nucleolo,  y según Marcano y col. (2002) estos cambios ultraestructurales 
sugieren que el metal puede provocar un bloqueo en la biosíntesis o maduración del ARN ribosómico lo 
que conduce a la inhibición de la transcripción de algunos ARN, la segregación nucleolar y la 
condensación de la cromatina (Marcano y col., 2002).   
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Senescencia y Muerte Celular en Hojas de Guisante 
 Los cambios bioquímicos observados en esta Memoria Doctoral en plantas de guisante, así como 
las alteraciones en la ultraestructura  y metabolismo de peroxisomas, indican la inducción de senescencia 
como uno de los mecanismos de la toxicidad del cadmio. Sin embargo, también hay otros síntomas 
característicos de un proceso de senescencia que no se han observado en el tratamiento con Cd, como 
son la reducción del contenido de proteínas y una fuerte inducción de actividad proteolítica (Thimann, 
1983; Buchanan-Wollaston, 1997), lo que sugiere que la respuesta frente al Cd puede ser específica, 
aunque comparta procesos similares con la senescencia. La senescencia es una secuencia de procesos 
degradativos que conducen a la remobilización de nutrientes y a la muerte de la hoja. Es un proceso 
regulado que implica inhibición de la fotosíntesis, degradación de proteínas, peroxidación lipídica y 
degradación de clorofila (Smart 1994,). La senescencia foliar, como otros procesos, está regulado por la 
expresión diferencial de genes, entrre ellos el rbcS que codifica la subunidad menor de la Rubisco, que se 
reduce en senescencia (Bate y col., 1991), mientras que otros genes se activan, entre ellos los genes que 
codifican proteasas, y reguladores de proteasas, lipasas, metalotioneínas, enzimas del ciclo del glioxílico, 
proteínas relacionadas con la patogénesis, glutation-S-transferasa, etc (Buchanan-Wollaston, 1997). 
Aunque la senescencia foliar depende de la edad de la planta y fase reproductiva, algunos factores 
externos tales como deficiencias nutricionales, ataque por patógenos, sequía, ozono, etc pueden inducir 
una senescencia prematura  lo que indica que  existen múltiples vías de señalización que conducen a la 
inducción de la misma (Smart, 1994, Miller y col., 1999). En el caso del cadmio, la inducción de 
senescencia es un proceso complejo en el que intervienen múltiples factores, entre ellos alteraciones 
nutricionales que pueden afectar, a su vez, a importantes procesos metabólicos, y también a procesos 
oxidativos derivados de cambios en el metabolismo del oxígeno reactivo como se ha mencionado con 
anterioridad. Según Rascio y col. (1993) el Cd puede también inducir senescencia mediante estimulación 
de la biosíntesis del etileno. En la Tabla 5.1 se resumen los distintos proceso característicos de la 
senescencia inducida por cadmio en plantas de guisante, descritos en esta Memoria Doctoral. 
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Tabla 5.1 Características de la senescencia inducida por cadmio en hojas de plantas 
de guisante 

 
 
 
Como marcador de muerte celular se ha utilizado la tinción con “Evans Blue” que es un colorante 

impermeable a las membranas biológicas y que, por lo tanto, sólo penetra en células que presentan 
graves daños en su pared y membrana plasmática. El análisis de hojas de guisante utilizando este 
colorante muestra una mayor capacidad de retención del colorante por parte de las hojas de plantas 
expuestas al Cd lo que demuestra un mayor índice de muerte celular dependiente del Cd.  Adicionalmente, 
se utilizó como marcador de muerte celular la pérdida de electrolitos mediante análisis de cambios de 
conductividad de discos foliares, obteniéndose resultados similares, si bien las diferencias entre plantas 
control y expuestas al Cd no fueron tan patentes como con el “Evans Blue”. El incremento de la 

conductividad en las plantas expuestas al Cd era revertido por la adición de secuestradores de O2
.-, lo que 

demuestra que estas especies de oxígeno reactivo pueden estar implicadas en este proceso. Por el 
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contrario, la adición de ácido salicílico y nitroprusiato, un donador de NO∙, producía un incremento 
considerable de la conductividad foliar, lo que sugiere  la participación del H2O2 y del NO∙ en la muerte 
celular. El papel del NO∙ en la activación de la muerte celular en la respuesta hipersensible ha sido 
recientemente demostrado en cultivos celulares (Delledonne y col., 1998). El tratamiento de suspensiones 
celulares de soja con nitroprusiato potencia la inducción de la muerte celular siendo su efecto más 
acusado cuando hay un incremento de la concentración endógena y exógena de H2O2 (Delledonne y col., 
1998). Este efecto del NO∙ podría deberse en parte a su acción sobre la APX y la CAT, produciendo la 
inactivación de ambas enzimas y, por tanto, aumentando la concentración del H2O2 (Clark y col., 2000). 

La tinción con “Evans Blue” y el aumento de la conductividad han sido considerados por algunos 
autores como marcadores de muerte celular programada o apoptosis (Delledonne y col., 2001). Sin 
embargo, el análisis de fragmentos de ADN de hojas de guisante expuestas a Cd, no mostró la formación 
de fragmentos en escalera de ADN, característico de los procesos apoptóticos, lo que nos permite concluir 
que el Cd en las condiciones experimentales utilizadas no induce procesos de apoptosis propiamente 
dichos. Este resultado ha sido corroborado mediante el análisis de la formación de fragmentos de ADN al 
microscopio de fluorescencia (técnica TUNEL), donde no se observaron núcleos apoptóticos ni en plantas 
control ni en las expuestas al Cd. La ausencia de algunas de las alteraciones morfológicas características 
de las células apoptóticas, tales como formación de precipitados densos en el citosol, apoyan la ausencia 
de apoptosis en las condiciones experimentales utilizadas en esta Memoria. En cultivos de células de 
tabaco se ha descrito recientemente que el Cd provoca apoptosis, caracterizada por la fragmentación de la 
cromatina nuclear, a concentraciones de Cd de 50-100 mM. Sin embargo, concentraciones inferiores 
también producían muerte celular pero sin que se observara degradación de ADN (Fojtová y Kovarík, 
2000). Por tanto son posibles dos mecanismos de muerte celular en función de la concentración de Cd, 
uno de ellos respondería a procesos de necrosis, a bajas concentraciones de Cd e inducido por estrés 
oxidativo, mientras que la apoptosis tendría lugar a concentraciones muy elevadas de Cd (Fojtová y 
Kovarík, 2000). Estos resultados sugieren que en las condiciones experimentales utilizadas en esta 
Memoria Doctoral el Cd podría provocar muerte por necrosis y que, en condiciones fisiológicas, el metal 
podría inducir apoptosis requiriendo para ello concentraciones muy superiores a las empleadas en este 
trabajo, y que difícilmente pueden darse en la naturaleza.  
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Producción Celular de ROS y NO∙  

 Una vez demostrado que el Cd induce estrés oxidativo en hojas, resulta de gran utilidad 
determinar la localización precisa de la producción de ROS y NO∙ con objeto de conocer los mecanismos 
implicados en este proceso. Actualmente, apenas existen datos en la literatura respecto a la producción a 
subcelular de ROS y NO∙ en situaciones de estrés por metales pesados. La producción diferencial de ROS 
y NO∙ en distintas células y orgánulos celulares podría activar la expresión específica de genes implicados 
en la respuesta de los distintos orgánulos al estrés por Cd, lo que puede constituir un mecanismo muy fino 
de regulación celular e incluso sistémico. Mediante técnicas citoquímicas utilizando CeCl3 se ha  
demostrado que el Cd induce la acumulación de H2O2 en el tejido vascular, células epidérmicas y células 
del parénquima lagunar. La especificidad de estos precipitados se ha confirmado mediante el uso de 
catalasa, que descompone el H2O2, y por tanto se utiliza como control negativo. Los precipitados de Ce 
observados en las células de transferencia del tejido vascular están probablemente asociados a procesos 
de lignificación que son muy activos en este tejido (Olson y Varner, 1993), lo que explicaría su presencia 
incluso en hojas control, si bien el precipitado de H2O2 observado en hojas procedentes de plantas 
tratadas con Cd era mayor que en las hojas control. Este resultado está de acuerdo con una activación de 
la lignificación de la pared celular en respuesta a la toxicidad por metales que ha sido descrita por varios 
autores (Schützendübel y col., 2001; Delisle y col., 2001) . 
 En las células de la vaina, próximas a las células de transferencia, el tratamiento con Cd induce la 

producción de H2O2 y O2
.- en el tonoplasto. La colocalización de ambas ROS sugiere la posibilidad de que 

el H2O2 detectado proceda de la dismutación espontánea del O2
.-. La producción de O2

.- descrita en este 

trabajo constituye la primera referencia de la localización subcelular de esta especie de oxígeno reactivo 
en plantas. Por lo que respecta a las células de la vaína, son células aclorofílicas y tienen algunas 
diferencias estructurales con las células del mesófilo. Así, los cloroplastos no poseen grana, son más 
pequeños que los de las células del mesófilo y no se encuentran en estrecha asociación con peroxisomas 
o mitocondrias. La producción de ROS en este tipo de células podría deberse a una disminución de la 
capacidad antioxidante de las mismas, como se ha descrito en plantas de maíz (Kingston-Smith y Foyer, 
2000). Sin embargo, en plantas C3, como el guisante, no hay datos sobre una posible distribución 
diferencial de la capacidad antioxidante en  las células del mesófilo y de la vaína. En hojas de maíz (planta 
C4) se ha observado una mayor susceptibilidad de las células de la vaina al estrés oxidativo por factores 
abióticos frente a las células del mesófilo debido a una deficiencia de NADPH en estas células que es 
necesario para la reducción del ascorbato oxidado (Kingston-Smith y Foyer, 2000). 
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También se ha observado producción de H2O2 en las células de la epidermis, concretamente en la cara 
citosólica de la membrana plasmática. Estas células podrían ser más susceptibles a los daños provocados 
por Cd ya que el metal podría acumularse en la epidermis favorecido por la fuerza de la transpiración 
(Chardonnens y col., 1998), y  a su vez, una alta concentración de Cd podría provocar daños en el 
metabolismo de las mismas afectando al balance catiónico,  la relación GSH/GSSG y a las defensas 
antioxidantes, promoviendo un estrés oxidativo. En raíces de plantas de trigo tratadas con Al se ha 
demostrado que las células epidérmicas de la raíz muestran un mayor índice de muerte celular y este 
proceso está asociado a un aumento de la concentración del H2O2 dependiente de la oxalato oxidasa 
(Delisle y col., 2001).  

Respecto a las células del mesófilo, el acúmulo de ROS dependiente de Cd tiene lugar 
fundamentalmente en la membrana plasmática y recuerda a la “explosión oxidativa” descrita en respuesta 
a patógenos (Bestwick y col., 1997, 1998). En estas células también tiene lugar la formación de H2O2 en la 
membrana mitocondrial, concretamente en la cara externa de la misma y podría estar asociada a una 
NADH-oxidorreductasa descrita en la membrana mitocondrial e independiente de la cadena de transporte 

electrónico, que utiliza NADH citosólico y libera O2
.- al espacio extramitocondrial (Nohl, 1994). Sin 

embargo, no podemos descartar que la producción de ROS sea el resultado de alteraciones de la cadena 
de transporte electrónico mitocondrial inducidas por el Cd. La producción de H2O2 observada en 
peroxisomas está de acuerdo con los resultados obtenidos en peroxisomas purificados y podría ser el 
resultado del incremento de la actividad GOX descrito con anterioridad, aunque no se pueden descartar 
otras fuentes de H2O2 como la acil CoA oxidasa. Es de destacar la posición de los precipitados de cerio en 
la proximidad de la membrana peroxisomal en estrecho contacto con cloroplastos y tonoplasto. Esta 
observación sugiere una distribución funcional de proteínas en el orgánulo, y también la posibilidad de que 
el de H2O2 producido en peroxisomas actúe como molécula señal participando en la comunicación entre 
orgánulos y en la transducción de señales que conducen a la activación de genes implicados en la 
respuesta celular al estrés por Cd. Recientemente, Corpas y col. (2001) han propuesto un papel para los 
peroxisomas como fuente celular de ROS y NO∙ que actuarían como segundos mensajeros en los 
mecanismos de transducción de señales y en la comunicación entre distintos orgánulos (Corpas y col., 
2001).  

A diferencia de mitocondrias y peroxisomas, en los cloroplastos de las células del mesófilo no se 
ha detectado la formación de ROS. Este hecho es sorprendente si tenemos en cuenta que los cloroplastos 
son una de las principales fuentes de ROS en condiciones de estrés (Foyer y col., 1994) y, como se ha 
mostrado con anterioridad la fotosíntesis es muy sensible al Cd. Resultados similares se han obtenido en 
hojas de abedul expuestas a ozono, donde se ha encontrado, mediante la utilización de Ce, producción de 
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H2O2 en la membrana plasmática, pared celular, peroxisomas y mitocondrias pero no en cloroplastos 

(Pellinen y col., 1999). La ausencia de precipitados dependientes de H2O2 o de O2
.- en cloroplastos podría 

ser debida a la capacidad de estos orgánulos para eliminar especies de oxígeno reactivo gracias a un 
eficiente sistema de antioxidantes (Foyer y col., 1994).  

Respecto a la fuente de producción de H2O2 y O2
.-, los resultados obtenidos utilizando  inhibidores 

de NADPH oxidasa (DPI) y de peroxidasa (azida) sugieren que se trata de una NADPH-oxidasa similar a la 
descrita en respuesta a patógenos en algunas plantas, ya que la formación de precipitados de Ce 
desaparece en presencia de DPI. Tanto las NADPH-oxidasas como las peroxidasas han sido implicadas 
en la producción de H2O2 en procesos de infección por patógenos (Alan y Fluhr, 1997; Bolwell y col., 
1999b), y en la exposición a ozono (Pellinen y col., 1999).  Pero a  pesar del parecido con la respuesta a 
patógenos, la producción de ROS inducida por Cd difiere en algunos aspectos de la “explosión oxidativa” 
descrita en el primer caso. Así, en la respuesta hipersensible y frente al ozono, la acumulación de H2O2 
tiene lugar fundamentalmente en la pared celular o en la cara externa de la membrana plasmática, a 
diferencia del tratamiento con Cd donde el precipitado se localiza principalmente en la cara interna de la 
membrana plasmática. Por otro lado, en la respuesta hipersensible se incrementa la actividad de la SOD 
extracelular y de las peroxidasas (Pellinen y col., 1999), mientras que en plantas tratadas con Cd se ha 
observado una reducción de ambas actividades, especialmente de la SOD. Estos resultados sugieren la 
existencia de mecanismos diferentes de regulación en la producción de ROS inducida por Cd y por 
factores bióticos, e incluso el  papel de las ROS podría ser diferente en ambas situaciones. Además, en la 
respuesta hipersensible la producción de ROS y NO∙ está implicada en la inducción de apoptosis (Low y 
Merida, 1996; Delledonne y col., 2001), mientras que, como se ha mostrado en esta Memoria, el Cd no 
induce procesos de apoptosis. 

La generación de ROS en las membranas inducida por Cd puede ser el resultado de daños 
producidos por el crecimiento de la planta con el metal durante un largo periodo de tiempo, como se ha 
discutido anteriormente. Podría estar motivada, en parte, por la deficiencia de Zn que lleva consigo la 
toxicidad de Cd, ya que según Pinton y col. (1994), este elemento es esencial en la regulación de la 
actividad NADPH-oxidasa, tanto en células vegetales como animales y su deficiencia podría promover la 

formación de O2
.-. Este hecho se encuentra además favorecido por el descenso de la actividad de las 

enzimas antioxidantes, como se ha indicado anteriormente. Por otra parte, Piqueras y col (1999) han 
estudiado la producción de H2O2 inducida por Cd en suspensiones celulares de tabaco, y estos autores 
han sugerido que los daños estructurales producidos por el Cd en las membranas podrían activar las 
NADPH-oxidasas originando una producción masiva de H2O2 (Piqueras y col., 1999).  
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Respecto a la producción de NO∙, el análisis de cortes transversales de hojas mediante 
microscopía de fluorescencia demuestra que el NO∙ se produce fundamentalmente en los haces 
vasculares, especialmente en las células de la vaina y en la epidermis y que su producción es dependiente 
de la actividad NOS. Por otro lado, la producción de NO∙ en hojas de plantas tratadas con Cd se reducía 
con respecto a las plantas control. Leshem y col. (1998) han demostrado la existencia de una relación 
inversa entre la producción de NO∙ y de etileno en procesos de maduración y senescencia, por lo que 
podemos concluir que la menor producción de NO∙ en plantas tratadas con Cd podría deberse a una 
aceleración de la senescencia de las hojas inducida por el Cd. Estos resultados corroborarían los 
obtenidos anteriormente en esta Memoria y apoyan la hipótesis de Leshem y col. (1998) del papel del NO∙ 
en la senescencia.  

La localización de la producción de NO∙ en los haces vasculares y, en especial, en las células de 
la vaína constituye la primera evidencia de la presencia de la enzima NOS en este tipo de tejido, si bien la 
detección de NO∙ en células epidérmicas y, más concretamente, en estomas, ya ha sido demostrada 

previamente (Foissner y col., 2000; Neill y col., 2002). La producción de NO∙, H2O2 y O2
.- en haces 

vasculares y células de la vaína sugiere un papel importante para estas células en procesos de 
señalización en plantas en situaciones de estrés, que hasta la fecha había pasado desapercibido. De igual 
forma, Fryer y col (2002) en situaciones de exceso de luz, han observado una acumulación de H2O2, 
preferentemente en tejido vascular. Estas células podrían funcionar como centros emisores de señales 
que podrían ejercer su función en distintos lugares de la hoja, lo que implica un sistema complejo de 
regulación sistémica en el que tendría una gran relevancia la relación de ROS y NO∙, debido a procesos de 
antagonismo y sinergismo entre ambos (Delledonne y col., 2001). Por otro lado, recientemente se ha 
demostrado la localización de NOS en peroxisomas de hojas de guisante (Corpas y col.,1999), lo que 
sugiere una nueva función para estos orgánulos en la emisión de señales celulares, como se ha 
comentado anteriormente. La localización reciente de calmodulina, necesaria para el funcionamiento de la 
NOS en peroxisomas aislados de cotiledones de calabaza (Yang y Poovaiah, 2002) pone de manifiesto la 
importancia de estos orgánulos celulares en los mecanismos de transducción de señales. 
 A la vista de estos resultados y de la regulación de los sistemas antioxidantes por Cd, podemos 
suponer que la producción de ROS inducida por Cd puede ser un ejemplo de la doble función de estas 
especies de oxígeno reactivo en la respuesta al estrés en plantas (Dat y col., 2000), de forma que altas 
concentraciones de ROS pueden ser tóxicas y provocar daños oxidativos, mientras que bajas 
concentraciones de ROS pueden ser útiles en procesos de señalización. Sobre la base de estas 

consideraciones, la producción de H2O2 y O2
.- en la membrana plasmática y tonoplasto podría ser una 

consecuencia de la fitotoxicidad del Cd, mientras que la pequeña acumulación en peroxisomas y 
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mitocondrias sugiere una función para estas especies de oxígeno reactivo como moléculas señal en la 
inducción de genes relacionados con la defensa de la planta frente a la toxicidad del Cd. Los cambios 
observados en los antioxidantes en respuesta al Cd podrían estar relacionados con la cascada de señales 
implicadas en la respuesta de la planta al estrés, lo que permitiría la liberación de ROS para que actuasen 
como moléculas señal. 
 Aunque los procesos de señalización en plantas y la posible interconexión entre diferentes señales 
en respuesta al estrés están siendo actualmente muy estudiadas y se conoce la secuencia de estas 
reacciones, hay mucha menos información acerca de la regulación de la producción de ROS en estas 
situaciones, especialmente en estrés por metales. Es por ello, que en esta Memoria Doctoral se ha 
abordado el estudio de distintos moduladores de la transducción de señales sobre la producción de ROS 
inducida por Cd. Para ello, se han realizado tinciones histoquímicas de hojas completas utilizando NBT 

(para el O2
.-) y DAB (para el H2O2). Los resultados obtenidos permiten concluir que la producción de O2

.- y 

H2O2 es dependiente de procesos de fosforilación, de flujo de Ca2+ y de GMPc. Estos resultados son 
similares a los obtenidos en la respuesta hipersensible frente a patógenos y estrés por temperatura o 
daños mecánicos (Low y Merida, 1996; Lamb y Dixon, 1997; Knight y Knight, 2001). La adición de NO∙ 
exógeno y SA induce la formación de ambas especies de oxígeno reactivo, lo que sugiere que estos 
compuestos pueden participar en la regulación de la producción de ROS en situaciones de estrés. 

Además, en células de tabaco se ha demostrado que el SA induce la generación extracelular de O2
.- 

dependiente de una peroxidasa, participando en este proceso canales de Ca2+ (Kawano y col., 1998). La 
activación por SA de la transcripción de genes relacionados con la respuesta a patógenos, parece ser que 
tiene lugar a través del aumento de la concentración de H2O2 (Chen y col., 1993). Sin embargo, los 
resultados de expresión de antioxidantes obtenidos en esta Memoria no apoyan esta hipótesis, dado que 
la expresión de SOD y MDHAR, que se inhibe en ausencia de H2O2, se encuentra igualmente disminuida 
en presencia de SA. En la Fig. 5.2 se muestra un esquema de la  secuencia de reacciones que pueden 
tener lugar en la transducción de señales en respuesta al estrés por Cd. De este esquema podemos 
concluir que las SODs y la MDHAR se encuentran reguladas de una forma coordinada y responden de una 
forma similar al H2O2, NO∙ y SA lo que sugiere que el punto en común en la regulación de estas enzimas 
es el H2O2. Este esquema es similar al mostrado en el capítulo de Introducción para ilustrar la transducción 
de señales en la respuesta de defensa de la planta frente a patógenos, sin embargo, existen algunas 
diferencias. Ésto sugiere que distintos factores pueden inducir estrés oxidativo utilizando diferentes 
caminos de señalización, que finalmente convergen en una misma respuesta. Ello explicaría que el estrés 
por metales induzca la expresión de  las proteínas de defensa frente a patógenos PR10 y PR2, de 
glucanasas, fenilalanina amonioliasa, además de algunos antioxidantes (Dat y col., 2000). El desarrollo de 
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resistencia cruzada frente a distintas situaciones de estrés podría explicarse  sobre la base de la 
existencia de caminos comunes en la señalización. Como han indicado Dat y col. (2000), la capacidad del 
H2O2 para inducir protección y tolerancia cruzada sugiere que las especies de oxígeno reactivo 
desempeñan un papel mediador común en distintas situaciones de estrés. 

 

 
Fig. 5.2 Esquema de la posible respuesta celular frente al cadmio mostrando la producción de ROS 
y NO· y su papel como moléculas señal en la regulación de distintos antioxidantes.  APX: ascorbato 
peroxidasa; CAT: catalasa; GR: glutation reductasa; MDHAR: monodeshidroascorbato 
deshidrogenasa; SOD: superóxido dismutasa;          : activación;         : inhibición 
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1. En plantas de guisante (Pisum sativum L.) cultivadas en medios hidropónicos, niveles de cadmio de 

20-50 µM reducen considerablemente el crecimiento de la planta, principalmente debido a la inhibición 

de la fotosíntesis y de la transpiración, a alteraciones en la distribución de nutrientes, y a la producción 
de daños estructurales. Igualmente, este metal induce estrés oxidativo en las hojas, afectando a las 
defensas antioxidantes, a proteínas implicadas en la fotosíntesis, y provocando daños en las 
membranas biológicas. Su efecto sobre las distintas enzimas antioxidantes parece responder a 
modificaciones transcripcionales, en el caso de la glutation reductasa, y a modificaciones 
traduccionales o postraduccionales, en el caso de la catalasa, la CuZn-SOD y la Mn-SOD. 

 

2. El cadmio induce ligeramente la proliferación de la población de peroxisomas en hojas de guisante, y 
en estos orgánulos produce un incremento en el contenido de peróxido de hidrógeno y en las 
actividades enzimáticas responsables de su eliminación. Asimismo, este metal pesado también 
provoca la transición metabólica de peroxisomas a glioxisomas y en este proceso podrían participar 
algunas proteasas peroxisomales que se inducen por cadmio. Sobre la base de estos resultados, y de 
los de actividad proteolítica y ultraestructura, se puede concluir que el cadmio causa síntomas de 
senescencia en hojas de guisante. 

 
3. El cadmio provoca en hojas de guisante una respuesta similar a la descrita en infecciones por 

patógenos en plantas, caracterizada por un incremento en la producción subcelular de especies de 
oxígeno reactivo (ROS) y por una cascada de reacciones en las que intervienen proteín 
quinasas/fosfatasas, canales de Ca2+, GMPc, la NADPH-oxidasa, y el óxido nítrico. Las especies de 
oxígeno reactivo generadas, además de actuar como productos tóxicos responsables de diversos 
daños oxidativos a macromoléculas, también podrían tener una función como moléculas señal, y los 
peroxisomas y las mitocondrias podrían desempeñar un papel importante como fuente de peróxido de 
hidrógeno. Sin embargo, a diferencia de la respuesta hipersensible en infecciones por patógenos, el 
cadmio no induce muerte celular programada o apoptosis en hojas de guisante. 
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ABA: ácido abcísico 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
AP (Leu-): (Leucina) aminopeptidasa 
APX: ascorbato peroxidasa 
ARN: ácido ribonucleico 
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pCMS: ácido p-cloromercurifenilsulfónico 
DAB: 3,3’-diaminobencidina 
DAF2-DA: diacetato de diaminofluoresceína 
DEPC: dietil piro carbonato 
DETAPAC: ácido dietilentriaminopentaacético 
DHA: deshidroascórbico 
DHAR: deshidroascorbato reductasa 
DMSO: dimetil sulfóxido 
DNP: dinitrofenil   
DNPH: 2,4-dinitrofenilhidracina 
DPI: difeniliodonio 
DTNB: ácido 5-5´-ditiobis-(2-nitrobenzoico) 
DTT: 1,4-ditiotreitol 
EDTA-Na2: sal disódica del ácido etilendiaminotetraacético 
EGPA: electroforesis en gel de poliacrilamida 
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FAO: Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación 
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Feo: feofitina 
Fd: ferredoxina 
FDNB: fluoro-dinitro-benceno 
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GOX: glicolato oxidasa 
GPX: glutation peroxidasa 
GR: glutation reductasa 
GSH/GSSG: glutation reducido (γ-glutamil-cisteinil glicina)/oxidado 
GST: glutation-S-transferasa 
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MDHA: monodeshidroascorbato 
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MP: membrana plasmática 
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NOS: óxido nítrico sintasa 
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PCR: reacción en cadena de la ADN polimerasa 
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PMSF: fluoruro de fenil metil sulfonilo 
PQ: plastoquinona 
PRs: proteínas de resistencia 
Psa A-F: polipéptidos del FSI 
PTIO: 2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-óxido 
PVC: cloruro de polivinilo 
RNS: especies de nitrógeno reactivo 
ROS: especies de oxígeno reactivo 
Rubisco: ribulosa-1,5-bisfosfatasa carboxilasa oxigenasa 
SA: ácido salicílico 
SAR: respuesta sistémica adquirida 
SDS: lauril sulfato sódico 
SIPK: quinasa inducida por SA 
SOD (CuZn-/ Fe-/ Mn-): (cuprozinc/ ferro/ manganeso) superóxido dismutasa 
TBE/TE: tampón tris de baja concentración salina 
TBS: tampón tris salino 
TCA: ácido tricloroacético 
TEMED: N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina 
TMP: tetrametil piperidinooxi 
Tris: tris-hidroximetilaminometano 
UV: luz ultravioleta 
WIPK: quinasa inducida por herida 
XDH: xantina deshidrogenasa 
XOD: xantina oxidasa 
 



 


