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1.1. EL CADMIO

El cadmio (Cd) fue descubierto en 1817 por el quimico y farmacéutico Friedich Strohmeyer
formando parte de la smithsonita (ZnCOs) (Andersson y Petterson, 1981). Es un elemento de color blanco
plateado, brillante y de elevada densidad (8,65 g cm-3 a 20°C) lo que hace que se incluya dentro del grupo
de los metales pesados (Cabot y col., 1988a). EI Cd pertenece al grupo del Zn en la tabla periddica (llb) y
presenta un estado de oxidacion ordinario de Il correspondiente a la pérdida de dos electrones de su
ultima capa. Es bastante electronegativo lo que le da un caracter reductor. Algunos complejos del Cd?*
presentan propiedades parecidas a los correspondientes cationes de Zn?*, Co?*, Ni¢*, Fe?*, Mg?* y Ca?*
(este ultimo por su radio idnico parecido). EI cadmio es capaz de formar complejos con una gran variedad
de ligandos, preferentemente con donadores débiles como azufre, nitrdgeno y selenio. Es por ello que
interacciona fuertemente con los grupos sulfhidrilo, como los presentes en la cisteina, siendo ésta la
caracteristica mas importante de la interaccion del cadmio con los constituyentes bioquimicos (Cabot y
col., 1988b; Wagner, 1993). El Cd es por tanto, uno de los metales pesados que atrae mayor atencion por
su potencial toxicidad para el hombre ya que se acumula en el suelo y se incorpora a la cadena tréfica.
Fue a partir de la enfermedad conocida como “ltai-Itai”, causada por la acumulacion de cadmio en suelos
de cultivo de Japdn y que origind serios problemas de salud a la poblacion (Kobayashi, 1978; Tsuchiya,
1978), cuando se empezaron a estudiar los posibles efectos y acumulacion 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 incluia entre los quince elementos menos frecuentes en La Tierra. Actualmente, sin embargo,
ocupa el lugar 64, con una abundancia media que se sittia en 0,098 ug g, mientras que en la corteza
oceanica se estima en 0,13 ug g' (Cabot y col., 1988a). En la zona costera de California se encuentra una
de las més altas concentraciones de Cd de forma natural, formada por rocas sedimentarias con 60-340 ug
g’ (Alloway, 1995).

1.2. FUENTES DE CONTAMINACION DE CADMIO
En general, se pueden reducir a tres las fuentes antropicas mas importantes que ocasionan
contaminacion en cadmio, que son las emisiones atmosféricas, los depdsitos 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 incineracion de basuras solidas
municipales y la combustion del carbon. El cadmio se encuentra suspendido en el aire principalmente en
forma de Oxido, sulfuro, sulfato y cloruro (Jensen y Bro-Rasmussen, 1992). Hay que destacar que en las
ultimas décadas se ha observado un aumento de las deposiciones de Cd desde la atmosfera al suelo
(Johnston y Jones, 1992). Entre las principales fuentes de emisiones atmosféricas de cadmio se
encuentran las minas metaliferas, que lo emiten tanto en forma particulada como soluble. Estas emisiones
suelen tener particulas de tamafio grande y por tanto no afectan a grandes distancias (salvo rotura y
escape de sus depdsitos). La explotacién del cadmio no es viable desde el punto de vista econdmico y el
metal se obtiene generalmente como subproducto del Zn o como metal acompafiante del Pb, del Cu y de
otros metales (McLaughlin y Singh, 1999). El Zn y el Cd son elementos antagénicos lo que va a influir en el
comportamiento fisiolégico de los cultivos y en la toxicologia 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=2y 29
ng m3, respectivamente) ha sido en sitios préximos a fundiciones de metales (OECD, 1994). Se ha
estimado que en 1979 Europa fue responsable de la emisiéon de 1.658 Tm de cadmio a la atmosfera
(Pacyna, 1987).

El cadmio es usado en procesos industriales como son: proteccidén del hierro, acero y otros
metales frente a la corrosion, pigmentos para cristales, esmaltes, pinturas y plasticos, estabilizadores para
plasticos, produccion de insecticidas y baterias de Ni-Cd. Ademas, el Cd esta presente en residuos que
contienen Zn (gomas y neumaticos de coches). Por tanto, también se producen emisiones de Cd a la
atmdsfera como resultado de procesos industriales y residuos urbanos. La emisién de Cd debido a las
incineradoras municipales de residuos sélidos también aumenta de modo significativo el contenido de este

metal en la atmdsfera (McLaughlin y Singh, 1999).

1.2.2. Dep6sitos Directos

Entre los depositos directos encontramos los fertilizantes, especialmente los fosfatados que
contienen hasta 300 mg Cd kg-! (Fergusson, 1990) y son la fuente principal de contaminacién de Cd en
suelos agricolas. El hecho de que este metal se incorpore a la cadena trofica y pueda llegar al hombre
suponiendo un riesgo para su salud, ha obligado a imponer limites a la hora de utilizar fertilizantes
fosfatados en suelos agricolas que varian entre 35 y 450 mg Cd kg (Mortvedt, 1996). Otro factor que
contribuye a los depositos directos son los fangos que resultan del tratamiento de aguas residuales antes
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de su eliminacién en rios o mares. Estos suelen suftir tratamientos para su posterior utilizacion en tierra o
para su eliminacién por incineracion o vertido al mar. Dependiendo de las aguas de las que proceda y su
posterior tratamiento la concentracion de cadmio en estos fangos puede variar desde 1 hasta 3,41 g kg-".
Dado su alto contenido en N y P, aparte de la materia organica que puede beneficiar la estructura del
suelo, estos fangos se estan utilizando Ultimamente en agricultura, aunque con sus limitaciones por el alto

contenido en metales pesados (Alloway y Steinnes, 1999).

1.2.3. Contaminacion Accidental

Este proceso ocurre eventualmente debido a la contaminacion de tierras por procesos industriales,
residuos de la mineria o corrosién de estructuras metélicas galvanizadas. Un ejemplo son los vertidos de
Aznalcollar en 1998 que llegaron a alcanzar 40 km de extension entre los rios Agrio y Guadiamar en la

provincia de Sevilla (informe de la Junta de Andalucia, Consejeria de Medio Ambiente, 1999).

Fig. 1.1 Vertido de Aznalcéllar en 1998

Como consecuencia de ello, resultaron degradados todos los habitats que conformaban el cauce y
sus riberas. Las pérdidas agricolas calculadas fueron del orden de 11 millones de Euros, y ademas
resultaron afectados todos los aprovechamientos primarios que se desarrollaban en la zona, con una
paralizacién inmediata de la actividad minera, supresion de la agricultura, eliminacién de las cosechas y
prohibicion de la pesca y la caza. El analisis de las zonas afectadas mostrd 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) (Simén y col., 1999). Las concentraciones de Ca, Cd y Cu
superaban los valores méaximos permitidos para poder usar un agua de riego (segun Crook y Bastian,

1992). En los lodos se encontraron concentraciones mucho mayores que en las aguas.
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El accidente minero de Aznalcéllar no ha sido el Unico de los que han ocurrido en las Ultimas
décadas en el mundo, lo que pone en evidencia la necesidad de mejorar las medidas de seguridad,
prevencion y los analisis de riesgos ecoldgicos de las explotaciones mineras. En 1996 se produjo un
vertido toxico de 235 x 103 m?3 de desechos solidos y liquidos al rio Pilaya en la mina de pirita de Porco
(Bolivia). Las consecuencias en este caso fueron catastréficas en términos de salud humana e impacto
ecoldgico y sus efectos ya se extienden por tres paises (Argentina, Bolivia y Paraguay). Otro accidente
ocurrido recientemente, es el vertido de Baia Mare en Rumania, que a través del afluente Tisza, llevé unos
105 m3 de mercurio, cianuro y metales pesados al rio Danubio, devastando la poblacién de peces y
dejando sin agua potable a dos millones y medio de personas.

1.3. PASO DEL CADMIO A LA CADENA TROFICA

Las plantas tienden a tomar y translocar el cadmio del suelo pasandolo a la cadena tréfica (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 estd por debajo de los limites
impuestos por la FAO (Sherlock, 1984) o la CEE (Sanchez-Martin y col., 2000). Sin embargo, mientras se
siga con las emisiones de cadmio al entorno habré 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
s6lo del hombre, sino también de los demas seres vivos. Ademas de ser un elemento tdxico, es
acumulativo y no degradable por lo que deberia evitarse al maximo su dispersion al medio ambiente. El
cadmio esta continuamente redistribuyéndose en los distintos compartimentos del medio ambiente
depositandose finalmente en los sedimentos marinos. La estancia en el aire es relativamente corta (dias-
semanas) pero suficiente para recorrer grandes distancias especialmente en forma de vapor (McLaughlin
and Singh, 1999).

Quimicamente, el cadmio puede encontrarse en el suelo disuelto, adsorbido en superficies
organicas o inorganicas, dentro de minerales, precipitado con otros compuestos del suelo o incorporado
en estructuras bioldgicas. Sin embargo, la disponibilidad del cadmio presente en el suelo para las plantas
depende de procesos fisicos, quimicos y biolégicos que controlan la solubilidad y estado del metal en la
solucién 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 biéticos como bidticos.
Entre los primeros esta el pH, ya que se ha visto que la capacidad de adsorcién 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 éxidos de hierro y manganeso, el potencial

redox, el tipo y contenido de materia organica y ligandos, el contenido de agua, y finalmente las practicas
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de manejo del suelo (Alloway y col., 1990). Entre los factores bioticos esta la especie de planta de la que
se trate. Asi, en cultivos horticolas se ha observado que son las plantas de hoja ancha las que tienden a
acumular mas cadmio (Alloway y col., 1990; Rahlenbeck y col., 1999). Pero también es importante la
actividad de la raiz, 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 plasmatica, salida de acidos organicos o
aminoacidos no proteicos y absorcion 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 absorcion de cadmio por parte de la planta se realiza en su mayor parte a través de la raiz y
parece ser que se lleva a cabo de un modo bifasico (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 plasmatica, que transportaria Zn?*,
Cuzt, Mn?* 0 Fe?*. En plantas de guisante crecidas con deficiencia en hierro se ha observado una mayor
entrada de cadmio a través de la raiz que puede ser explicada por la induccidn de la expresion de un
transportador de hierro (Cohen y col., 1998). También se ha observado que cuando se expresa en
levaduras la proteina IRT1, transportadora de hierro de A. thaliana, es capaz de transportar manganeso y
esta entrada se ve disminuida en presencia de cadmio, lo que sugiere que este metal utiliza para su
entrada el mismo transportador (Korshunova y col., 1999). Ademas, se ha encontrado que en el
hiperacumulador Thlaspi caerulescens existe un gen que codifica un transportador de Zn/Cd en la
membrana plasmatica de raices, cuya expresion es mucho mayor, tanto en tallo como en raiz, que en T.
arvense que no es un hiperacumulador (Pence y col., 2000).

2) Una entrada por difusion a través de un canal de membrana para cationes divalentes (probablemente
Mg?* o Ca?*) 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 vias 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 inorganicos de cadmio a través
de la raiz no esta muy claro. Podrian utilizarse canales de cationes monovalentes en el caso de CdCI* y
para complejos no catiénicos podrian difundir a través de la membrana o via transporte de proteinas
(Welch y Norvell, 1999). La absorcién de complejos organicos no esta bien definida. Podrian formarse
complejos con fitometaléforos tales como aminoécidos no proteicos, que libera la raiz en caso de
deficiencia de hierro (Welch, 1995) e introducirse por regiones de la membrana plasmatica de las células
de la raiz especificas para estos compuestos. Sin embargo, esta hipdtesis no esta corroborada (Shenker y
Crowley, 1997).

1.4. TRANSLOCACION, ALMACENAMIENTO Y TOLERANCIA AL CADMIO
Son varios los mecanismos que se han propuesto en plantas para la desintoxicacion de los iones
de metales pesados potencialmente toxicos. Debido a sus efectos negativos para la planta, su
concentracion intracelular debe mantenerse a concentraciones bajas, existiendo distintas estrategias para
llevar a cabo este propdsito. En Euglena gracilis, que es resistente al cadmio, se ha propuesto un
mecanismo que consiste en la reduccion 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 extrusion 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 compartimentacion en la vacuola como
uno de los principales mecanismos de desintoxicacion (Woolhouse, 1983) (Fig. 1.2). Otro mecanismo
relacionado con la tolerancia al metal es la formacion de quelatos de Cd con moléculas organicas,
disminuyendo asi la concentracidn intracelular del ion tdxico (Krotz y col., 1989), o con péptidos ricos en
cisteina, 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; Vdgeli-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 acumulacion de Cd en células vegetales.
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Fig. 1.2 Modelo que describe los mecanismos de entrada, exclusién y acumulacion de

cadmio en células vegetales (modificado de Wagner,

1993; Rauser, 1995; Zenk, 1996;

Cobbett 2000). 1. Unidn a la pared celular; 2. limitacion del flujo de cadmio a través de la
membrana plasmdtica; 3. salida activa de cadmio presente en bacterias; 4. acumulacion y
secuestro de cadmio con diferentes complejos; 5. entrada activa a la vacuola tipo casete,
unido a ATP; 6. antiporte Cd*/H"; 7. ATPasa vacuolar generando un gradiente de

protones; 8. mecanismo hipotético de entrada con
Transporte de los complejos-Cd fuera de la célula.

Las PCs son moléculas ricas en cisteina que poseen grupos SH que actian uniéndose a los metales.
Las PCs tienen una estructura primaria que responde a la formula (y-Glu-Cys)-Gly, donde n suele estar
entre 2 y 7 dependiendo del organismo. La sintesis de fitoquelatinas tiene lugar a partir del glutation (GSH)
con el que estan relacionadas estructuralmente (Rauser, 1995; Cobbett, 2000). En raices de Brassica
juncea expuestas a una concentracion de cadmio 25 uM se ha observado un incremento en la expresion
de y-glutamilcisteina sintetasa mitocondrial, implicada en la biosintesis de GSH (Schafer y col., 1998), y en

Arabidopsis ademas, se activa la expresion de una GR citosdlica (Xiang y Oliver, 1998). En ambos casos

la regulacién parece ser a nivel transcripcional.

S% a través del plasmalema; 9.
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La sobreexpresion de una y-glutamilcisteina sintetasa de E. coli en plantas de Brassica juncea
incrementa la produccion de PCs y glutation, mejorando asi la tolerancia al cadmio (Zhu y col., 1999). El
mismo efecto se ha demostrado en plantas de tabaco que sobreexpresan una cisteina sintasa de arroz
(Harada y col., 2001). Por otro lado, las enzimas implicadas en la biosintesis de fitoquelatinas se
encuentran de forma constitutiva en la naturaleza (Zenk, 1996), siendo la PC sintasa el primer punto de
regulacion, ya que se activa por la presencia de metales en el medio (Cobbett, 2000). Las PCs se
comportan como metabolitos de transito con una capacidad de recambio bastante rapido, y parece ser que
la razdn esta en su participacion en procesos de homeostasis de metales en la planta, algo que se ha
encontrado tanto en mono- como en dicotiledéneas, asi como en algas pardas, verdes y rojas (Rauser,
1995). También se han descrito PCs en levaduras, como Candida glabrata, en la que coexisten con
metalotioneinas (Zenk, 1996). Son numerosos los trabajos en los que se correlacionan la inducion de PCs
y los compuestos tidlicos por efecto del cadmio (Leita y col., 1992; Obata y Umebayashi, 1993; Rauser y
Meuwly, 1995; Vogeli-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). Asi, mutantes de Arabidopsis thaliana, deficientes en
glutation son sensibles al cadmio, probablemente por una reduccion de la produccion de PCs (Howden y
col., 1995). Sin embargo, la existencia de fitoquelatinas por si sola no es suficiente para la tolerancia al
cadmio (Vogeli-Lange y Wagner, 1996).

Mediante técnicas de microanalisis de rayos-X se han observado granulos de acumulo de cadmio,
densos a los electrones en el citoplasma, vacuola y nucleo de raices de Agrostis y maiz (Rauser y
Ackerley, 1987). En raices de maiz, 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, s6lo 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
(Vogeli-Lange y Wagner, 1996). En estudios llevados a cabo en la planta acuatica 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 vesiculas osmiofilicas que ademas contienen concentraciones elevadas de N
y S (Nassiri y col., 1997). La localizacién subcelular del cadmio resulta dificil en aquellos casos en que no
se encuentre formando agregados que puedan detectarse. Asi se deduce del estudio en Thlaspi
caerulescens, hiperacumulador de Zn y Cd, en el que se han empleado dos métodos diferentes para la

deteccion 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 raiz y, en menor medida, en las vacuolas, en las que se encuentra
junto a calcio e hierro (Vazquez y col., 1992). Otro mecanismo de desintoxicacién utilizado por algunas
plantas es la acumulacion del metal en los tricomas de la superficie foliar, como ocurre en Brassica juncea
(Salt y col., 1995a), en la que ademas, se localiza el cadmio en raices, ligado a PCs, en contraste con los
complejos encontrados en el xilema, formados con ligandos de oxigeno o nitrégeno. También se ha
detectado cadmio en los tricomas de Arabidopsis halleri, acomplejado con Py S ademas de localizarse en
la vacuola de las células del mesofilo (Kipper 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 oxigeno, 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 gléandulas 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 fisioldgicos 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 raices y tallos, crecimiento del tubo polinico, etc.)
(Baker y Walker, 1989). Una de las diferencias entre tolerancia y sensibilidad puede estar determinada por
la acumulacion y localizacion 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), asi 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 mas de 400 especies hiperacumuladoras, término
que fue introducido por Brooks y col. (1977) para definir aquellas plantas que acumulaban mas de 1 mg Ni
por g de peso fresco en sus tallos. Estas plantas pertenecen a 45 familias, de las cuéles el 75% son
hiperacumuladoras de Ni. Normalmente, la tolerancia a metales pesados es especifica 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 (Vazquez y col., 1992; Kupper 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
raiz, pero parte de este metal se va a translocar al resto de la planta. Sin embargo, la distribucion del
cadmio en la planta no suele ser homogénea, siguiendo, en general, el siguiente orden, de mayor a menor
acumulacion: raiz, tallo, hoja, fruto y semilla (Leita y col., 1992; di Cagno y col., 1999; Dixit y col., 2001).
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En monocotiledéneas como Allium sativum, se ha visto que se produce una gran acumulacion de cadmio
en la raiz, pasando muy poco metal al bulbo y mucho menos al tallo (Jiang y col., 2001). Aunque existen
excepciones como son las de algunas plantas acuaticas en las que la acumulacién en hojas es mayor que
en los tallos (Saygideger, 2000).

Los cambios en los tejidos y las células son resultado de la interaccién bien directa o indirecta del
metal con componentes estructurales. Como la principal entrada del metal es a través de la raiz, es de
esperar que los primeros efectos del cadmio sean en este tejido. En general, los principales cambios
estructurales y morfologicos causados por el metal en este 6rgano vienen a ser: disminucion de la
elongacion de la raiz, dafio en el extremo de la raiz, disminucion de pelos radicales, disminucién de la
biomasa radicular, disminucion del diametro de los vasos y alteraciones estructurales en la hipodermis y
endodermis (Khan y col., 1984; Barcel6 y col. 1988; Ouzounidou y col., 1997; Vitdria y col., 2001). Sin
embargo, al aumentar la concentracion del metal, se produce la distribucion de éste a lo largo de toda la
planta y, como consecuencia, se originan dafios estructurales generalizados en la misma. Asi, se produce
una reduccion en la multiplicacion celular, una disminucion del numero de cloroplastos y un
ensanchamiento de los mismos, una disminucidén y deformacion de las membranas tilacoidales, una
disminucion del nimero de grana, un aumento de los granulos de almidén y de plastoglébulos, lo que
indica una liberacion de lipidos desde la membrana tilacoidal y una desorganizaciéon de la estructura
interna (Barceld y col. 1988; Ouzounidou y col., 1997; Baryla y col., 2001). Desde un punto de vista
estructural, los cloroplastos parecen ser el organulo diana de la toxicidad del cadmio aunque en cultivos
celulares también se han observado cambios en otros organulos como mitocondrias y reticulo

endoplasmatico (Neumann y col., 1994)

1.5.2. Desequilibrios Nutricionales y de Crecimiento

Se han observado desajustes nutricionales en las plantas sometidas a concentraciones toxicas 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 varia
segun las condiciones experimentales (concentracion del metal, periodo de tratamiento, etc.), el tipo de
tejido y el nutriente considerado, ademas de la susceptibilidad de la especie estudiada.

En términos generales, la concentracion de macronutrientes disminuye en presencia de cadmio,
tanto en las raices 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 podrian
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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

Nutriente Efecto del Cd Especie Vegetal Referencias
Ca Disminuye en la pared Azolla filiculoides Sela y col. (1988)
celular de epidermis de raiz
Disminuye en tallo y hojas Triticum aestivum Ouzounidou y col. (1997)
Aumenta en hojas Nymphaea Lavid y col. (2001)
K Disminuye en la pared Azolla filiculoides Selay col. (1988)
celular de epidermis de raiz
Disminuye en tallo y hojas Triticum aestivum Ouzounidou y col. (1997)
Cl Aumenta en células de la Azolla filiculoides Selay col. (1988)
vaina
P Aumenta 2 6 3 veces en Azolla filiculoides Sela 'y col. (1988)
raices
Mg Disminuye en citoplasma de  Azolla filiculoides Selay col. (1988)
raices y tallos
Disminuye en tallos y hojas Triticum aestivum Ouzounidou y col. (1997)
Fe Aumenta en pared celular de  Azolla filiculoides Sela y col. (1988)
epidermis
Disminuye en tallos Triticum aestivum Ouzounidou y col. (1997)
Arabidopsis hallieri; ~ Kippery col. (2000)
Disminuye en tallos y raices  Pisum sativum Hernandez y col. (1998)
Mn Disminuye en raices y tallos  Brassica juncea [] Salt y col. (1995)

Disminuye en hojas

Pisum sativum

Arabidopsis hallieri

Nymphaea

Hernandez y col. (1998)
Klpper y col. (2000)

Lavid y col., 2001
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1.5.3. Relaciones Hidricas y Funcion Estomatica

El dafio provocado por el metal sobre la funciéon de las membranas, el equilibrio i6nico y las
actividades enzimaticas, va a originar alteraciones en las relaciones hidricas de la planta, tanto a nivel
celular como en la planta completa (Barcelé y Poschenrieder, 1990). Uno de los primeros efectos que se
observan como consecuencia de la toxicidad del metal es la inhibicion de la expansion celular (Barceld y
col., 1988; Poschenrieder y col., 1989; Saygideger, 2000), y una disminucidn de los espacios intercelulares
(Barcelod y col., 1988; Poschenrieder y col., 1989). El estado hidrico 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 raiz principalmente, de modo que su dafio 0 menor crecimiento puede
afectar a este proceso. Sin embargo, éste puede no ser el inico motivo para que disminuya la entrada de
agua, ya que también puede haber un incremento de la resistencia al flujo del agua hacia la raiz y desde
ésta hacia el resto de la planta (Barcel6 y Poschenrieder, 1990). El movimiento del agua a lo largo de la
planta en presencia de cadmio puede verse afectado por una disminucién del diametro y numero de los
vasos, provocado quizas por una menor division celular (Barceld y col., 1988; Saygideger, 2000), asi como
por la obstruccién 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 (Vazquez 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 disminucién de energia 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
tamafio (Barcelo y Poschenrieder, 1990; Greger y Johansson, 1992). En respuesta a bajas
concentraciones de cadmio 0 a exposiciones muy cortas al metal, puede darse el efecto contrario, la
apertura estomatica (Barceld y Poschenrieder, 1990). En cuanto a la tasa de transpiracion, 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
reduccion (Saygideger, 2000), o bien no se observan cambios con respecto al control (Chardonnens y
col., 1998)

1.5.4. Desajustes en la Fotosintesis

En general, la actividad fotosintética siempre se ve afectada por el cadmio, aunque los efectos del
metal dependen del tiempo de tratamiento, concentracion del mismo y especie vegetal de la que se trate.
Como se ha descrito anteriormente, se han detectado dafios en la arquitectura y organizacion del aparato
fotosintético (Ouzounidou y col., 1997; Skérzynska y col., 1997; Jemal y col., 2000), y por otro lado, el
cadmio provoca dafios 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 acido
fosfoglicérico y el fosfato de dihidroxiacetato, asi como en el ATP, quizas por un menor consumo de éstos,
y una inhibicién de la actividad Rubisco (Siedlecka y col., 1997). Ademas, se ha observado que el cadmio
provoca la inhibicion 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 Il (FSII) se ve mas alterada que la del fotosistema | (FSI), tanto
in vivo como in vitro, en cuyo caso, el primero llega a inhibirse hasta un 46% mientras que el segundo
practicamente no se altera (Greger y Ogren, 1991; Lakshaman y col., 1999). Sin embargo, hay casos en
los que no se ve alterado en modo alguno el FSII, ni el transporte electronico durante la fotosintesis, ni la
ultraestructura de cloroplastos, si bien se argumenta que la reduccién de la disponibilidad de CO- en el
cloroplasto puede ser uno de los efectos toxicos del cadmio, aunque no es el unico (Baryla y col., 2001).

No hay que olvidar los dafios causados en los pigmentos necesarios para llevar a cabo la
fotosintesis principalmente en la biosintesis de éstos. Asi, el cadmio provoca una disminucion en el
contenido de clorofila, a veces localizada en hojas jovenes, como en el caso de Brassica juncea (Salt y
col., 1995a), pero en otros casos esta pérdida se observa en toda la planta, asi como en la relacion
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 rabano que el Cd induce cambios en la composicion y estructura
del complejo proteinico 2 de la antena clorofila a/b (Krupa, 1988). Se ha encontrado que la sustitucion del
Mg central en la clorofila por Cd es un dafio importante en el estrés causado por este metal. Esta
sustitucion evita la recepcién de la luz por parte de los pigmentos interceptando, por tanto, la cadena de
transporte fotosintética (Kipper 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 estad muy relacionado con la reduccion de la biomasa (Lakshaman
y col., 1999; Saygideger, 2000)

1.5.5. Inhibicién de otras Actividades Enzimaticas

El cadmio ejerce su toxicidad a través de la inactivaciéon de algunas actividades enzimaticas,
posiblemente debido a su capacidad para reaccionar con los grupos sulfhidrilo de las mismas. Entre estas
enzimas estan la anhidrasa carbénica, las carboxipeptidasas, la alcohol deshidrogenasa y la ARN y ADN
polimerasas. Las proteinas con dedos de Zn juegan un papel importante en la regulacién 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 reduccién de la absorcion de nitrato y su transporte

13



Introduccion

de la raiz al tallo (Hernandez 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. Alteracion de Componentes de Membranas

El cadmio también provoca cambios en la composicion de las membranas, esenciales para el
desarrollo de determinadas rutas metabdlicas y para mantener la integridad de los distintos organulos y la
propia célula. En plantas de tomate sometidas a diferentes concentraciones de cadmio se ha observado
que existe una disminucion de la cantidad de lipidos totales, tanto en hojas como en raices. Asi,
disminuyen los contenidos de glicolipidos, fosfolipidos y lipidos neutros, y estos ultimos pueden asociarse
a una pérdida de membranas intracelulares dando lugar a un menor numero de organulos (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). Ademas, se ha encontrado un aumento en la actividad lipooxigenasa, cuyos productos son
radicales libres, que pueden ocasionar dafios en los lipidos de la membrana. En general, en hojas se
reduce el grado de insaturacién, lo que sugiere un aumento en la desaturacién de acidos grasos
acelerando asi la peroxidacion lipidica. En cambio, en raices 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 induccién de
una proteina por un choque térmico (HSP) previene el dafio causado por el cadmio a las membranas y a la
ultraestructura. Algunas de estas proteinas juegan un papel importante en el ensamblaje de otras
proteinas, lo que puede llevar a una reintegracion de los complejos de proteinas en las membranas

(Neumann y col., 1994).

1.5.7. Especies de Oxigeno Reactivo

Parece ser que el grado del dafio celular producido en plantas crecidas con concentraciones
téxicas de cadmio, esta relacionado con la formacion de especies de oxigeno reactivo y con la eficiencia y
capacidad antioxidante, asi como con los mecanismos reparadores de la planta. Se ha descrito que los
metales pesados estimulan la produccién de radicales libres y especies de oxigeno reactivo (Foyer y col.,
1997), bien de forma directa interfiriendo en la transferencia de electrones, bien de forma indirecta al
inhibir determinadas reacciones metabdlicas (Halliwell y Gutteridge, 1984). Asi, se ha observado un
incremento de la peroxidacion lipidica en dos clones de Holcus lanatus uno sensible y otro tolerante al
cadmio (Hendry y col., 1992), asi como en hojas de girasol, judia y guisante expuestos a este metal
(Gallego y col., 1996; Chaoui y col., 1997; Dixit y col., 2001). La reaccion frente a esta situacion de estrés
difiere segun la especie, la edad de la planta e incluso del tejido de que se trate, y ademas, hay que
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tener en cuenta la concentracion del metal y el tiempo del tratamiento. Una respuesta bastante
generalizada consiste en la disminucién de la cantidad de GSH y de la relacién GSH/GSSG, lo que implica
cambios en el estado de oxidacion de la planta (Gallego y col., 1996; Dixit y col., 2001). En cuanto al
efecto del cadmio sobre los antioxidantes enzimaticos como CAT, GR, APX, DHAR y SODs, se ha descrito
una disminucion de su actividad en algunos estudios (Gallego y col., 1996) mientras que en otros se ha
observado un aumento (Dixit y col., 2001; Vitéria y col., 2001). Sin embargo, se desconocen los
mecanismos intimos implicados tanto en la generacion de especies de oxigeno reactivo, como en la

modificacién de la actividad de los sistemas antioxidantes enzimaticos.

1.6. RECUPERACION DE SUELOS Y AGUAS CONTAMINADOS MEDIANTE
LA UTILIZACION DE PLANTAS ACUMULADORAS

La contaminacion de la biosfera con metales toxicos se ha acelerado de forma extraordinaria
desde la revolucion industrial. Como se ha visto, la contaminacion 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 descontaminacion de
suelos y aguas:
a) La fitoextraccién, en la que la planta acumuladora se usa para transportar y concentrar metales desde el
suelo hacia diferentes partes de la misma (fundamentalmente raices o tallos). En este caso, la planta ideal
debe tolerar y acumular grandes cantidades del metal, debe presentar un crecimiento répido y una
capacidad grande de producir biomasa en el campo.
b) La rizofiltracion, en la que las raices de la planta absorben, precipitan y concentran metales pesados
desde el agua. Una planta ideal para esta técnica seria aquella que presente un crecimiento rapido de
raices que retiren metales pesados de la solucion por un largo periodo de tiempo, y muestren baja
eficiencia en la translocacion hacia los tallos.
c) La fitoestabilizacion, que consiste en la reduccion de la movilidad de los metales por parte de la planta,
evitando asi la salida de éstos hacia acuiferos o hacia la atmosfera. Es especialmente util en zonas que
han sido contaminadas y han perdido la vegetacion 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
raiz, bien por su precipitacion o reduccién (Salt y col., 1995b).
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Hasta ahora las técnicas utilizadas para descontaminar suelos consistian en la excavacion,
transporte y deposicion de los suelos contaminados en zonas reservadas; o bien en el tratamiento del
suelo con compuestos quimicos para inmovilizar los metales, seguido de un procesamiento del suelo para
evitar la penetracion del agua; y finalmente, provocar la salida de los metales con soluciones &cidas. El
método de recuperacion del terreno con plantas es mas deseable desde el punto de vista ecoldgico,
puesto que se recicla el suelo de un modo estable por medios biol6gicos, y ademas, es menos costoso
que las técnicas clasicas que utilizan métodos fisico-quimicos, mas destructivos (Meagher, 2000; Mejare y
Bulow, 2001). En el caso de aguas contaminadas, las técnicas utilizadas consisten en la precipitacion o
floculacion, seguida de la sedimentacion con posterior extraccion de los fangos resultantes (intercambio
i6nico, dsmosis reversa y finalmente, microfiltracion). La rizofiltracion presenta una ventaja basada en la
capacidad de las plantas de extraer metales pesados hasta el 60% de su peso seco, reduciendo asi, la
generacion y coste adicional de grandes cantidades de residuos toxicos. Ademas, puede ser utilizada en
los casos en los que la concentracion 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 acumulacion, como son: la manipulacion del suelo (utilizacién
de quelantes, disminucion de micronutrientes, reduccion del pH, utilizacién de micororganismos, etc.) para
aumentar la disponibilidad de los metales para la planta. En definitiva, una mejor comprension de los
procesos fisioldgicos y bioquimicos de la planta relacionados con la entrada, transporte y acumulacién de
metales, asi como de los mecanismos de resistencia a los mismos dara lugar a considerables mejoras en
la recuperacion de suelos y aguas contaminados mediante el uso de modernas aproximaciones de
genética vegetal (Mejare y Bilow, 2001). Estas técnicas estan pensadas para concentrar metales en los
tejidos vegetales, minimizando la cantidad de elementos peligrosos en suelos y aguas, metales que
habran de ser depositados en lugares de residuos peligrosos y con la idea futura de eliminarlos del tejido
vegetal (Salty col., 1995b; Meagher, 2000).
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1.7. LA MOLECULA DE OXiGENO

El elemento quimico que conocemos como oxigeno existe en el aire en forma de molécula
diatomica (O2) y aparecio en la atmosfera terrestre en cantidades apreciables hace unos 2.500 millones de
afios debido a la existencia de algas verdeazuladas capaces de realizar procesos fotosintéticos (Halliwell y
Gutteridge, 2000). El oxigeno fue descubierto como un constituyente del aire, casi simultaneamente por el
quimico, filosofo y tedlogo inglés Joseph Priestley y por el farmacéutico sueco Carl Scheele, a finales del
siglo XVIII. Pero fue el quimico francés Antoine Lavoisier, quien afios mas tarde le dio su nombre actual y
establecio las bases de la quimica del oxigeno.

Desde que los organismos colonizaron la tierra han debido evolucionar con el incremento del nivel
de oxigeno presente en la atmésfera, que actualmente se sitia en un 21%. Esta evolucion ha estado
dirigida hacia dos aspectos fundamentales para los seres vivos actuales, uno de ellos es la produccién, de
modo eficiente, de energia a través de cadenas de transporte electronico cuyo Ultimo aceptor es el Oz y el
otro, es el desarrollo de un mecanismo de defensa, que implica distintos sistemas antioxidantes, frente a la
toxicidad del propio Oz (Noctor y col., 2000). Si bien, actualmente existen organismos anaerobios que han
evitado esta evolucion y que residen generalmente en habitats en los que el oxigeno no puede penetrar

faciimente (Halliwell y Gutteridge, 2000).

1.8. ESPECIES DE OXiGENO REACTIVO (ROS)

Los trabajos de Rebeca Gerschman y Daniel Gilbert realizados en 1954 fueron pioneros en
proponer que la toxicidad de la molécula de oxigeno no se debe tanto a su efecto directo sobre
determinadas enzimas, a las cuéles puede llegar a inactivar, sino a la formacién de radicales libres de
oxigeno.

Un radical libre es cualquier a&tomo o molécula, capaz de existir de forma independiente, que
contiene, al menos, un electron desapareado ocupando un orbital atomico o molecular (Halliwell y
Gutteridge, 2000). La molécula de oxigeno es un radical libre, segun esta definicion, pero no todas las
especies de oxigeno reactivo (ROS) lo son (Fig 1.3). Estas, incluyen a los productos de su reduccion, el
radical superdxido (O27), el perdxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo (OH), y su forma excitada,
el oxigeno singlete y son a las responsables de la toxicidad de la molécula de oxigeno (Fridovich, 1983;
Elstner, 1987; Cadenas, 1989; Boveris, 1998; Halliwell y Gutteridge, 2000) (Fig. 1.3).

17



Introduccion

2 O O O O O
=88 23 83 83 &3
m2p
o2p W W ® ® a,
o2 @ W ® W ®
ozs (@) W ® ® D
or1s @ W ® @D ®
ols @ @ @ @ @
Estado basal del O, O, singlete Superéxido  idn perdxido 0, Singlete
(=g-0,) (129 0,) 0, 02 (1290,

Fig. 1.3 Configuracién electrénica de la molécula de oxigeno y de sus formas activadas

En la Figura 1.4 se muestra la secuencia de reacciones de transferencia de electrones a la
molécula de oxigeno y la formaciéon de especies de oxigeno reactivo, y en la Tabla 1.2 se muestran

algunas de las especies mas importantes.

O,+1le |—»|0.-
A
le
+0,94 V| o+
0,2 &— HO, <— |H,0,| «—| O,+2e +2H* '
pK > 14 pK = 11,7
le
+0,38 Vl 1H*
' O,+3¢ +3H" | —| OH|+ H,0
le
+2,33 Vllw
O,+4e +4H" | —» 2 H,0

Fig. 1.4 Secuencia de reacciones de transferencia de electrones a la molécula de oxigeno
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Tabla 1.2 Especies de oxigeno reactivo (ROS)"

Radicales No radicales

Superoxido (O27) Perdxido de hidrégeno (H2032)
Hidroxilo (OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxilo (RO2) Ozono (O3)

Alcoxilo (RO) Oxigeno singlete (102)
Hidroperoxilo (HO2') Peroxinitrito (ONOQO")

“Halliwell y Gutteridge, 2000

1.8.1. Radical Superéxido (Oz")

El Oz en soluciones acuosas tiene una vida media de milisegundos y es el radical de oxigeno
mejor conocido. Su reactividad depende del medio en el que se encuentre y del pH, a menos que esté
protonado como radical perhidroxilo (HO2") que es un agente reductor mucho mas potente y capaz de
atravesar membranas, ademas de iniciar la peroxidacion de &cidos grasos (Halliwell y Gutteridge, 2000). El
radical superoxido puede actuar como oxidante y como reductor, y en soluciones acuosas desaparece
rapidamente por dismutacion espontanea (Fridovich, 1986). De hecho, esta reaccion espontanea de
dismutacién o desproporcionamiento domina toda la quimica de los radicales superdxido en medios
acuosos. Estos radicales pueden disminuir la actividad de enzimas antioxidantes como catalasa y glutation
peroxidasa (Asada, 1994) e incluso provocar dafios oxidativos a determinadas enzimas como la 6-
fosfogluconato deshidratasa, la aconitasa, la fumarasa y la ribonucleétido reductasa (Halliwell y Gutteridge,
2000). No obstante, la toxicidad de los radicales superdxido realmente proviene de su interaccion con el
H.0, dando lugar, mediante la reaccion de Haber-Weiss, a la produccion del radical ‘OH, uno de los

oxidantes mas potentes que se conocen (Fig.1.5).

O,” + Fe® > 0, + Fe*?
Fe*2 + H,0, > Fe*® + OH + 'OH (Reaccion de Fenton)
0,” + H,0, > 0O, + OH +OH (Reaccion de Haber-Weiss)

Fig. 1.5 Reaccidn quimica de Haber-Weiss catalizada por metales
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En sistemas bioldgicos el O2" se origina como producto o intermediario en la reaccién enzimatica
de oxidasas y oxigenasas, siendo la xantina oxidasa (XOD) uno de los principales sistemas generadores
de O2°. También tiene lugar su formacion durante la autooxidacién de compuestos de importancia
biolégica, como la hemoglobina, la ferredoxina reducida, las flavinas, las catecolaminas e hidroquinonas
(Halliwell y Gutteridge, 2000).

1.8.2. Peroxido de Hidrégeno (H202)

Es la Unica especie de oxigeno reactivo estable en solucion, por lo que puede acumularse de
forma apreciable en medios acuosos neutros y difundir a través de las membranas (Elstner, 1987). El H20:
se ha encontrado en tejidos vegetales en concentraciones del orden de 2 uM pudiendo incrementarse
hasta 30 uM en casos de infecciones por Phytophtora megasperma (Svalheim y Robertsen, 1993).
También se han descrito concentraciones de 0,1 — 0,6 pumol g-' 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 H202 es un agente oxidante y reductor no muy fuerte pero a pesar de ello puede
llegar a ser citotdxico.

1.8.3. Radical Hidroxilo ((OH)

Este radical libre es uno de los agentes oxidantes mas fuertes que se conocen (Buettner, 1989).
Su vida media es muy corta, del orden de nanosegundos, de tal modo que, nada mas producirse,
reacciona inmediatamente con las moléculas mas cercanas. Se origina en reacciones tipo Fenton y
también en la clasica reaccién de Haber-Weiss (1934) catalizada por trazas de metales, principalmente
Fed* o Cu2* (Halliwell y Gutteridge, 1992) (Fig. 1.5). En realidad, esta reaccion esta constituida por dos
semirreacciones; en la primera de las cuales interviene el radical superdxido, que actua reduciendo al Fe3*
o Cu?*, mientras que la segunda es la reaccion de Fenton, mencionada anteriormente. El radical ‘OH
reacciona con la mayoria de los compuestos presentes en los sistemas bioldgicos, incluido el ADN,
provocando dafios 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 dafios oxidativos importantes en las proteinas y en las membranas
(Halliwell y Gutteridge, 2000).
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1.8.4. Oxigeno Singlete (102)

Es una especie muy reactiva que para formarse necesita un aporte de energia y se produce
principalmente en reacciones fotodindmicas en el interior de los cloroplastos (Asada y Takahashi, 1987). Al
perder la restriccion de spin, la capacidad oxidativa del oxigeno singlete es mucho mayor que la del
oxigeno molecular (Halliwell y Gutteridge, 2000). Se ha observado que es capaz de oxidar determinadas
enzimas como la catalasa (Lledias y col., 1998) y promover la peroxidacion de lipidos (Halliwell y
Gutteridge, 2000).

1.9. ESPECIES DE NITROGENO REACTIVO (RNS)

El dxido nitrico (NO*) es un radical libre gaseoso, ligeramente soluble en agua y mas soluble en
solventes organicos, que puede difundir rapidamente en el espacio celular e intercelular. En contacto con
el aire, puede reaccionar con el oxigeno dando lugar al dioxido de nitrégeno (NO2’) mucho mas reactivo
que el NO- (Halliwell y Gutteridge, 2000) (Fig.1.6). La reaccion del NO* con el Oz~ da lugar a la formacion
de peroxinitrito (ONOO") que es un potente oxidante de moléculas bioldgicas, incluyendo los grupos -SH,
los lipidos, los aminoacidos y los nucleétidos (Beckman y Koppenol, 1996). EI NO- fue caracterizado en un
principio como factor de relajacion del tono endotelial (Moncada y col., 1991) y actualmente se sabe que
es una molécula sefial en células animales que regula varios procesos bioldgicos de los sistemas inmune,
nervioso y vascular (Buchanan y col., 2000). Estudios recientes han llevado a pensar que el NO- actia
como una molécula sefial también en plantas (Wendehenne y col., 2001). EI NO*, como regulador del
desarrollo, promueve la germinacién, la extension foliar y el crecimiento de la raiz, y retrasa la senescencia
foliar y la maduracion del fruto (Leshem y col., 1998; Leshem, 2000). En la mayoria de los organismos el
NO es sintetizado por un grupo de enzimas denominadas éxido nitrico sintasas (NOS; EC 1.14.13.39),
que catalizan la oxidacion, dependiente de oxigeno y NADPH, de la L-arginina a NO' y citrulina, en una
reaccion 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 macréfagos y hepatocitos después de un
tratamiento con endotoxinas o ciertas citoquinas. La nNOS y eNOS necesitan Ca2* y calmodulina para su
accion, mientras que la iNOS es independiente de Ca?* (Knowles y Moncada, 1994; Halliwell y Gutteridge,
2000).

21



Introduccion

NO- NO*
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Fig. 1.6 Biogquimica del NO" en sistemas bioldgicos

1.10. PRODUCCION DE ROS EN SISTEMAS BIOLOGICOS
1.10.1. Mitocondrias

transporte electronico mitocondrial, en la NADH-deshidrogenasa, y en el complejo Il en la region de la
ubiquinona-citocromos b (Gonzalez-Flecha y Boveris, 1995) (Fig. 1.7). Una fuente adicional de H20: la
constituiria la superdxido dismutasa (SOD) mitocondrial. En condiciones normales se estima que un 5%
del flujo electrénico en mitocondrias se desvia hacia la formacion de Oz~ (Rich y Bonner, 1978), aunque
este porcentaje se incrementa en situaciones de estrés que provocan aumento de equivalentes de

reduccion, tales como salinidad (Hernandez y col., 1993; Gédmez y col., 1999) o sequia (Leprince y col.,

En mitocondrias tiene lugar la produccion de O2" y H202 en el complejo | de la cadena de

1994), entre otros.
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Fig. 1.7 Produccion de especies de oxigeno reactivo (ROS) en la cadena de transporte electrénico
mitocondrial. Fe-S: centros sulfoférricos del complejo II; Fe-Si: proteina sulfoférrica de Rieske;
Mn-SOD: Mn superéxido dismutasa; UQ: ubiquinona.

1.10.2. Cloroplastos

Los cloroplastos son unos de los organulos celulares mas expuestos a la accion de los radicales
Oz en virtud de la elevada presion parcial de oxigeno existente en su interior. La produccion de O2"y
H20. se encuentra junto al lado reductor del fotosistema | (FSI), en los centros S-Fe (Asada, 1994) (Fig.
1.8). Otra via alternativa de produccidén de Oz consiste en la autooxidacion de la ferredoxina y en la
reaccion de la ferredoxina-NADP* reductasa (Asada y Takahashi, 1987). También se ha descrito la
produccion de Oz~ en el FSIl y se ha propuesto al Pego, la feofitina y la proteina Qa como responsables de
la generaciéon de superoxido (Ananyev y col., 1994; Navari-lzzo y col., 1999, 2001). Seguin Asada y
Takahashi (1987) la tasa de reduccion monovalente del Oz en tilacoides constituye un 5-10% de la tasa de
transporte electrénico total del cloroplasto y este porcentaje puede verse incrementado en situaciones de
estrés, como se ha descrito en condiciones de salinidad (Hernandez y col., 1995; Gémez y col., 1999),
estrés hidrico (Price y Hendry, 1989), estrés térmico (Hodgson y Raison, 1991), herbicidas (Halliwell, 1987)
y estrés medioambiental (Elstner, 1987). El H.O2 en cloroplastos puede originarse también en la reaccion

de la Fe-superdxido dismutasa (Fe-SOD) y la CuZn-superoxido dismutasa (CuZn-SOD).
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Fig. 1.8 Esquema de la produccidn y degradacién de especies de oxigeno reactivo en cloroplastos
(modificado de Navari-Izzo y col.,, 1999, 2001). CuZn-SOD: CuZn-superéxido dismutasa; Fd:
ferredoxina; Feo: feofitina; FSI y FSII: fotosistema I y IT; Fe-SOD: Fe-superéxido dismutasa; PC:
plastocianina; PQ: plastoquinona; psaA-F: polipéptidos del FSI con funcién estructural; tAPX:
ascorbato peroxidasa de tilacoides

1.10.3. Membrana Plasmatica

En la membrana plasmatica de células de raices se ha descrito la produccion de Oz y H20:
asociada a cadenas de transporte electronico en las que participan actividades NAD(P)H oxidorreductasas
dependientes de Fe (Vianello y col., 1990, 1992). Quizas el sistema de producciéon de ROS asociado a la
membrana plasmatica mas estudiado es el que se induce en procesos de infeccion por patégenos dando
lugar a lo que se denomina “explosion oxidativa”, caracterizada por la producciéon masiva de H2O2 y Oz
La produccion de ROS parece ser dependiente de una NADPH-oxidasa similar a la descrita en neutrofilos
compuesta por una flavina y un citocromo tipo b (Lamb y Dixon, 1997; Blumwald y col., 1998). Estas
formas de oxigeno reactivo desempefian un papel importante en el proceso de defensa frente al patdégeno,
bien actuando directamente como antifingicos o antipatdégenos, o indirectamente reforzando la pared
celular o actuando como molécula sefial en la induccion de la respuesta de defensa (Low y Merida, 1996;

Grant y Loake, 2000).
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1.11. TOXICIDAD DE ESPECIES DE OXiGENO REACTIVO

La toxicidad de las especies de oxigeno reactivo en sistemas bioldgicos se debe
fundamentalmente a:
1) La inactivacion de enzimas por la oxidacion de grupos —SH en sus centros activos, o por cambios en el
estado redox de los metales presentes en estos centros activos. No sdlo pueden verse afectadas enzimas,
sino también receptores y proteinas implicadas en el transporte, provocando alteraciones en el equilibrio
idnico celular. La oxidacién de proteinas catalizada por metales se ha identificado como una modificacion
postraduccional implicada no solo en procesos fisioldgicos sino también en procesos patoldgicos
(Stadtman, 1992). Las proteinas dafiadas por ROS/RNS son mas susceptibles a la degradacién
proteolitica (Stadtman, 1992), aumentando asi el reciclaje de aminoacidos en células sometidas a estrés
oxidativo, aunque también puede darse el caso de proteinas altamente oxidadas que forman agregados
resistentes al ataque proteolitico y que se acumulan en la célula contribuyendo a la toxicidad (Pacifici y
Davies, 1990).
2) Dafios en la molécula de ADN, bien a través de mecanismos indirectos, como pueden ser la activacion
de endonucleasas dependientes de Ca2*, como consecuencia del incremento intracelular de Ca?*, o la
interferencia con enzimas encargadas de la reparacién o de la replicaciéon del ADN (Halliwell y Gutteridge,
2000). También puede ser a través de una accion directa sobre las bases y/o azlcares que componen las
cadenas del ADN. En este sentido, el radical hidroxilo (‘OH) es el mas peligroso ya que puede atacar a los
azucares y las bases, tanto puricas como pirimidinicas, generando multitud de productos que van a influir
de forma negativa en la estructura tridimensional de la molécula de ADN vy, en definitiva, de la cromatina,
asi como en la reparacion, replicacion y transcripcion del mismo, provocando como efecto final mutaciones
en las cadenas del ADN (Nunoshiba y col., 1999; Halliwell y Gutteridge, 2000).
3) La peroxidacion de los lipidos de membrana, lo que altera la funcionalidad de las mismas (Halliwell y
Gutteridge, 2000), siendo los &cidos grasos poliinsaturados los mas susceptibles a este ataque. Los
radicales hidroxilo (‘OH) pueden iniciar la peroxidacion lipidica, llevando a cabo la sustraccion 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 oxigeno dando lugar a un radical
peroxilo (ROO"). Este, a su vez, es capaz de sustraer un 4tomo de hidrégeno de otra molécula lipidica
adyacente, dando lugar a una cadena de reacciones que tienden a propagar la peroxidacion lipidica,

ademas de formar radicales lipidicos (Halliwell, 1987) (Fig. 1.9).
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Fig. 1.9 Peroxidacién lipidica en membranas. a-lin: a-linoleato; a-lin': radical linoleato; a-
lin-O-O": radical peroxo-linoleato; a-lin-O-OH: perdxido de linoleato; a-lin-O": radical
alcoxi-linoleato

1.12. PAPEL DE ROS Y NO' COMO SENALES CELULARES

Ademas de ser citotoxicos, el O2"y H20, tienen también funciones positivas dentro de la célula.
Asi, se ha descrito que la infeccion avirulenta por patdgenos provoca la activacion de una bateria de
defensas que da lugar a lo que se conoce como ‘respuesta hipersensible” (HR), que resulta en la
restriccion de la lesién a una zona claramente delimitada por tejido sano. Por otro lado, esta la “resistencia
sistémica adquirida” (SAR) que resulta del ataque por patdgenos virulentos y que afecta a toda la planta,
caracterizada por la inducciéon de un conjunto de respuestas frente a este ataque. En ambos casos, la
respuesta implica la generacion de especies de oxigeno reactivo, dando lugar a la “explosién oxidativa”,
con una produccion masiva de Oy sobre todo de H202, como se ha mencionado anteriormente (Lamb y
Dixon, 1997; Bolwell y Wojtaszek, 1997). El H202 participaria en procesos de reforzamiento de la pared
celular, en la generacion de especies mas toxicas que actuarian como antifingicos y también como un
disparador local de la muerte celular programada de las células implicadas en el ataque. Gracias a su
difusibilidad, el H,O> también actua como una molécula sefial que contribuye a la induccién de genes
protectores en las células adyacentes (Desikan y col., 2000). Asi, en la “explosion oxidativa”, el peroxido
de hidrégeno 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 “explosion oxidativa” en situaciones
de estrés abiotico, tales como las debidas al ozono (Sharma y col., 1996), a dafios fisicos (Orozco-
Cardenas y col., 1999; 2001) o a radiaciones ultravioleta (Mackerness y col., 2001). El H2O, también esta
implicado en el cierre estomatico de plantas sometidas a estrés hidrico, a través del &cido abscisico (Peiy
col., 2000).
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El NO' también actua como una molécula sefial en la resistencia de la planta a patégenos
avirulentos, interviniendo en el proceso de resistencia asociado a la muerte celular de la zona implicada
en la agresion (Delledonne y col., 1998). El proceso de resistencia no depende sélo de la acumulacion de
NOr, sino que esta determinado por la produccién concomitante de otras especies de oxigeno reactivo y la
relacion entre ellas (NO/ H202y NO'/O2") (Delledonne y col., 2001). Por otro lado, se ha implicado también
a la molécula de o6xido nitrico junto con las especies de oxigeno reactivo en la respuesta frente a
diferentes tipos de estrés (Delledonne y col., 1998, 2001; Bolwell, 1999 a, b; Garcia-Olmedo y col., 2001;
Mackerness y col., 2001; Corpas y col., 2001).

Mediante el uso de inhibidores se ha demostrado que la “explosion oxidativa” esta regulada, al
menos en parte, por procesos de fosforilacidn/desfosforilacion, y en mamiferos ademas se activa por
fosfolipasas, aunque en plantas esto no esta suficientemente claro (Blumwald y col., 1998; Grant y Loake,
2000). La NADPH-oxidasa también se induce por iones Ca?* del citosol, probablemente por cambios
conformacionales o bien indirectamente elevando los niveles de NADPH por activacion de la calmodulina
o0 de la NAD quinasa (Grant y Loake, 2000). A su vez los niveles de Ca2?* pueden estar regulados por
GMPc (Durner y col., 1998). EI NO" activa la guanilato ciclasa, lo que lleva consigo un incremento de los
niveles de GMPc, amplificando de esta forma la sefial (Durner y col., 1998; Grant y Loake, 2000). Ademas
de las ROS y el NO, también intervienen otras moléculas en el proceso de transduccion de sefiales, entre
ellas el etileno, el acido jasménico y el &cido salicilico (SA) existiendo procesos de sinergismo y
antagonismo entre ellos y diferentes rutas metabolicas, 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 activaciéon de factores de transcripciéon que activan procesos de
apoptosis 0 muerte celular programada, genes de defensa (fenilalanina amonioliasa o PAL, proteinas 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 transduccion de sefiales en la respuesta de la planta frente a patdgenos.
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1.13. SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Como proteccion frente a las ROS y RNS, los organismos han desarrollado una bateria de
defensas antioxidantes. Se considera como antioxidante cualquier sustancia, que a baja concentracion,
comparada con el sustrato potencialmente oxidable, disminuye o previene de forma significativa la
oxidacion del mismo (Halliwell y Gutteridge, 2000). Estos mecanismos de defensa incluyen moléculas de
bajo peso molecular (antioxidantes no enzimaticos) y enzimas que degradan superdxido e hidroperdxidos
(antioxidantes enzimaticos). Estos sistemas previenen la formacion incontrolada de radicales libres y
especies de oxigeno reactivo o inhiben su reaccion con estructuras biologicas. Esta funcion antioxidante
puede inducir cambios en el metabolismo y juega un papel importante en la regulacion de la expresion de
determinadas proteinas y en su actividad a nivel transcripcional y/o postranscripcional (Chaudiere y Ferrar-
lliou, 1999).

1.13.1. Antioxidantes no Enzimaticos

También conocidos como antioxidantes estequiométricos por su capacidad de neutralizar un

radical libre por molécula. Normalmente actiuan a concentraciones relativamente elevadas (Halliwell y
Gutteridge, 2000). Se pueden describir tres grupos:
1) Reductores hidrosolubles. Este grupo incluye compuestos como cisteina (N-acetilcisteina), glutation
(GSH), acido ascorbico (vitamina C), &cido urico, glucosa, manitol y albumina (Arouma y col., 1989;
Halliwell y Gutteridge, 2000). In vivo, los de mayor relevancia son el GSH y el acido ascorbico (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 bioldgicos reside en su capacidad reductora, siendo
quiza el antioxidante mas abundante (Smirnoff, 2000) y de especial relevancia en plantas ya que esta
implicado en la eliminacion del H202 con la intervencion de la ascorbato peroxidasa (APX) (Foyer, 1993).
También puede actuar reduciendo directamente al radical superéxido, dando lugar al H2O, y al acido
deshidroascorbato (DHA) (Takahama, 1988), y puede reaccionar el oxigeno singlete y con los radicales
‘OH. En los sistemas bioldgicos, el ascorbato funciona normalmente como donador de un electrén dando
lugar al monodeshidroascorbato (MDHA), siendo su oxidacion completa a deshidroascorbato (DHA) rara
por la constriccion estructural de la molécula (Njus y col., 1990; Villalba y col., 1995). En células vegetales
el ascorbato estéd presente en todos los compartimentos celulares, incluyendo el apoplasto, con una
concentracion media celular de 2-25 mM, encontrandose la mayor concentracion en el estroma
cloroplastidico. En los ultimos afios también se ha demostrado la implicacion del ascorbato en la division
celular y el crecimiento vegetal (Noctor y col., 2000; Smirnoff, 2000).
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El glutation (y-glutamil-cisteinil-glicina) es un tripéptido tiolico cuya unidén y parece ser una
proteccion frente a la degradacion por aminopeptidasas (Sies, 1999). Funciona como reductor intracelular,
generando el ambiente necesario para que algunas enzimas actuen. Es el principal compuesto tidlico de
bajo peso molecular en plantas que contribuye también a la desintoxicacién de xenobidticos, bien de forma
espontanea, o a través de la actividad glutation S-transferasa (GST), asi 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 H20.. El glutation esta implicado en la
regulacion de la expresion de genes relacionados con la respuesta celular al estrés ambiental y a los
ataques por patdgenos (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 regulacién de la
nutricion azufrada entre los distintos 6rganos de la planta (Rennenberg y Brunold, 1994), asi como en el
control del potencial redox en la division 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
concentracion estimada en cloroplastos se situa entre 1-4,5 mM, aunque es dificil determinarla por su
continuo intercambio entre los distintos compartimentos celulares, que parece realizarse a través de
permeasas de aminoacidos (Noctor y Foyer, 1998). En los Ultimos afios se ha implicado al glutation en
procesos de transduccion de sefiales, expresion de genes y apoptosis, mediante la glucotionilacion de
proteinas (Sies, 1999; Noctor y col., 2000).

2) Reductores liposolubles. En este grupo esta incluida la vitamina E (a-tocoferol) que reacciona con los
radicales de oxigeno 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 mas
importante en las membranas lipidicas (Diplock, 1983; McCay, 1985; Fryer, 1992; Halliwell y Gutteridge,
2000). Los flavonoides también estan 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. Actuan 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 -caroteno que actua, de forma no
estequiométrica, como atrapador fisico del oxigeno singlete utilizando su energia para interconvertir la
forma cis del 3-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 actuan atrapando a los iones metalicos, impidiendo de esta forma su participaciéon en

reacciones de tipo Fenton que generan radicales "OH. A este grupo pertenecen proteinas como la
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transferrina y la ceruloplasmina. Esta ultima, almacena cobre y cataliza la oxidacién del Fe?* a Fe3* con
formacion de agua, evitando asi la produccion de radicales ‘OH (Gutteridge y col., 1980). Otros quelantes

de metales son las fitoquelatinas.

1.13.2. Antioxidantes Enzimaticos
Su funcidn es prevenir la iniciacion de las oxidaciones en cadena, al eliminar las especies de

oxigeno parcialmente reducidas (Oz"y H202) (Winston, 1990).

1.13.2.1. Superdxido dismutasas (SOD; EC 1.15.1.1)

La actividad superoxido 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 dismutacion o
desproporcionamiento catalitico de los radicales libres Oz con formaciéon de agua y perdxido de
hidrégeno. La SOD aprovecha la capacidad oxidante y reductora del radical superéxido para llevar a cabo

su funcién, usando un radical superdxido para oxidar a otro:

SOD

Las SODs son una familia de enzimas que se agrupan segun el grupo prostético metalico ligado a la
enzima: las que contienen cobre y zinc (CuZn-SODs), las que contienen manganeso (Mn-SODs) y
finalmente, las que contienen hierro (Fe-SODs). Se han encontrado algunas SODs atipicas que contienen
diferentes combinaciones de estos metales (SODs hibridas) en su molécula (Parker y col., 1984; Duke y
Salin, 1985; Barkley y Gregory, 1990; Ciriolo y col., 1994) e incluso alguna que contiene niquel (Ni-SOD)
en Streptomyces (Kim y col., 1998). Las distintas SODs se pueden identificar utilizando inhibidores (CN-y
H20.): las Fe-SODs son sensibles al H202 (5mM) pero son resistentes al KCN (2mM), las CuZn-SODs son
sensibles a ambos inhibidores, mientras que las Mn-SODs son resistentes.

Las SODs se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza en organismos aerobicos
(procariotas y eucariotas) e incluso en algunas bacterias anaerobias estrictas y facultativas (Hassan,
1989). La distribucién de los tres tipos fundamentales de SODs podria considerarse como una
caracteristica del estado evolutivo del organismo o compartimento celular en el que se encuentran ya que
los datos filogenéticos de estas enzimas indican que las Fe-SODs aparecieron antes en la evolucion,

seguidas de las Mn-SODs y finalmente, las CuZn-SODs. Las dos primeras comparten un mayor grado de
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homologia tanto en secuencia aminoacidica como en estructura. Todas las SODs se codifican en el nucleo

y su localizacion subcelular se muestra en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3 Distribucion subcelular de SODs en plantas superiores

Isoenzima

CuzZn-SOD

Mn-SOD

Fe-SOD

32

N° de
subunidades

2x 16,5 kDa

4 x 27 kDa

2 x 20-24 kDa

Localizacién

Citoplasma

Cloroplastos

Peroxisomas

Mitocondrias

Nucleo

Extracelular

Peroxisomas

Mitocondrias

Citoplasma
Cloroplastos
Peroxisomas

Mitocondrias

Referencias

Sandalio y col. (1987)
Palma y col. (1997)
Kanematsu y Asada (1989ab)

Hernandez y col. (1994)
Ogawa y col. (1995)

Sandalio y col. (1987, 1988a, 1997)
Bueno y del Rio (1992)

Duke y Salin (1985)
Sandalio y col. (1987)

Ogawa y col. (1996)
Valderrama y col. (en prensa)

Streller y Wingsle (1994)
Ogawa y col. (1996)

del Rio y col. (1983)
Sandalio y col. (1987, 1988a)
del Rio y Donalson (1995)
Palma y col. (1998)

Sandalio y col. (1987)
Sakamoto y col. (1992)
Zhu y Scandalios (1995)
Becana y col. (1989)
Salin y Bridges (1980)
Droillard y Paulin (1990)

Droillard y Paulin (1990)
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1.13.2.2. Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)
Es una enzima heminica que cataliza la descomposicion del H2O2 con un mecanismo similar al de
la SOD, una molécula de H20. es reducida a agua, mientras que la otra es oxidada a O segun la

reaccion:

CAT
H,0, + H,0, > 2H,0+0,

Esta reaccion se encuentra favorecida en condiciones de concentracion de H»O» elevadas
(Chance y col., 1979). Sin embargo, la catalasa también es capaz de llevar a cabo ciertas reacciones
peroxidasicas a pH basico, en presencia de H20», actuando sobre algunos alcoholes, aldehidos y acidos
organicos como sustratos (AHz) (Butt, 1980; Halliwell y Gutteridge, 2000).

La mayoria de las células aerobias contienen actividad catalasa (Chance y col., 1979), y son
pocas las que no la poseen, como las bacterias Bacillus popilliae, Mycoplasma pneumoniae, el alga verde
Euglena, algunos parasitos helminticos y el alga verdeazulada Gleocapsa. La mayoria de los organismos
anaerobios no contienen catalasa salvo algunos como Propionibacterium shermanii que si tienen esta
enzima (Halliwell y Gutteridge, 2000).

La actividad catalitica de la catalasa es enorme, muy dificil de saturar y su velocidad catalitica sélo
esta limitada por la concentracion de su sustrato en la disolucion (Halliwell y Gutteridge, 2000). Es una
enzima por tanto, implicada en procesos metabdlicos en los que se genera H2O. de forma importante,
como son la B-oxidacién de acidos grasos y el ciclo del glioxilato (Huang y col., 1983). Normalmente, es
una proteina tetramérica con un tamafio de subunidad entre 55-59 kDa. En plantas esta codificada por una
familia multigénica (Ni y Trelease, 1991; Frugoli y col., 1996) lo que refleja su complejidad funcional
durante el desarrollo de la planta (Kunce y Trelease, 1986) o en respuesta a diferentes tipos de estrés
(Willekens y col., 1994). Son numerosos los estudios que han puesto de manifiesto que la catalasa es una
enzima esencial en el mecanismo de defensa frente a distintos tipos de estrés (Willekens y col., 1997), y
se han descrito diferentes isoformas de catalasa (Eising y col., 1990; Havir y col., 1996; Corpas y col.,
1999)

La actividad catalasa se encuentra localizada casi de forma exclusiva en peroxisomas/glioxisomas,

por lo que se utiliza habitualmente como marcador de estos organulos celulares (Huang y col., 1983).
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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 eliminacion del H.O2, 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 eliminacién del H.O2 usando ascorbato
(ASC) y que implica la utilizacion de glutation reducido (GSH) y de poder reductor (NADPH) (Foyer y
Halliwell, 1976; Asada, 1984) (Fig. 1.11).

Glutation
oxidado
(GSSG )

Glutation
reductasa

Ascorbato

Ascorbato
peroxidasa

NADPH

NAD(P)

Deshidro-
ascorbato
reductasa

Monodeshidro-
ascorbato

reductass
Monodeshidro- A NAD(P)H Glutation NADP
ascorbato r(ec?éﬂd)o
H,O Deshidro-
ascorbato

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 nddulos
(Foyery col., 1976, 1977; Jiménez y col., 1997), asi como en peroxisomas de hojas de guisante (Jiménez
y col., 1977). Existe un alto grado de complejidad en términos de compartimentacién subcelular de los
componentes de este ciclo, del tamafio de sus familias de genes y de la regulacion de la expresion de los
mismos. Esta complejidad, asociada al papel del glutation en procesos de sefializacion en respuesta a
distintos tipos de estrés sugiere que el ciclo ascorbato-glutation es so6lo una parte de la funcion de las

enzimas 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 tipico de una peroxidasa heminica y lleva a
cabo la primera reaccion del ciclo, reduciendo el peroxido de hidrégeno a agua usando ascorbato como
fuente de poder reductor. El papel de esta enzima en la eliminacion del perdxido de hidrégeno y es
esencial, al menos en cloroplastos (Asada y Takahashi, 1987). Se ha localizado esta actividad en el
estroma de cloroplastos (SAPX) asi como unida a tilacoides (tAPX), en el citosol, mitocondrias y
peroxisomas (Chen y Asada, 1989; Miyake y Asada, 1992; Foyery col., 1997; Jiménez y col., 1997; Lopez-
Huertas y col., 1999a). Son enzimas monomeéricas 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 penso6 que habia un so6lo gen que codificaba la APX citosélica 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 homologia 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 fisiologicas.
Ademas, se ha detectado un gen que sdlo se expresa en condiciones de estrés (APX2) (Creissen y
Mullineaux , 2002).

Monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR; EC 1.6.5.4)

Cataliza la reduccion 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 dismutacion espontanea. Es una enzima ampliamente distribuida en plantas, algas y animales, y esta
presente en el citosol, cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas generalmente unida a la membrana
(Hossain y Asada, 1984a; de Leonardis y col., 1995; Mgller, 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 citosélica de la
MDHAR para la que parece existir una sola copia del gen. Sin embargo, la deteccion 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 reduccion 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
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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 especifica (Morell y col., 1997). Sin embargo, la
DHAR se ha purificado casi a homogeneidad en hojas de espinaca y se sabe que es un mondémero 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 monocotiledénea como el arroz (Kato y col., 1997).

Glutation reductasa (GR; EC 1.6.4.2)

Es una flavoproteina que cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido
(GSH) utilizando NADPH como donador de electrones. Es una proteina 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 cisteina 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 enzimatica se encuentra ampliamente distribuida entre procariotas y
eucariotas, estando implicada en procesos metabdlicos de vital importancia para la célula, considerandose
crucial en el mantenimiento de la capacidad antioxidante celular (Meister y Anderson, 1983; Creissen y
col., 1994). La glutation reductasa se identificé por primera vez en plantas hace unos 50 afios y desde
entonces se ha descrito en numerosas especies vegetales y tejidos (Rennenberg, 1982), habiéndose
purificado en un gran numero de plantas superiores (Mullineaux y col., 1994). Es una enzima importante
en la proteccién de la planta frente a diferentes tipos de estrés, como los producidos por herbicidas,
contaminantes, bajas temperaturas, alta intensidad luminica y estrés hidrico (Rennenberg, 1982; Smith y
col., 1989; Foyer y col., 1991; Oswald y col., 1992; Mullineaux y col., 1994; Navari-lzzo e |zzo, 1994).

Se clond por primera vez a partir de hojas de guisante por Creissen y col. (1992). EI ADNc
codificaba un polipéptido con una alta homologia con las GRs secuenciadas hasta entonces (GOR1), y se
observd que presentaba un péptido sefial con el que iba dirigido de forma simultanea a cloroplastos y
mitocondrias. También se han clonado GRs de hojas de Arabidopsis, nodulos de soja y hojas de tabaco,
presuntamente plastidicas (Aono y col., 1995; Creissen y Mullineaux, 2002). Por otro lado, se ha clonado
un gen que codifica la GR sin péptido sefial y todo parece indicar que puede tratarse de la enzima
citosolica (GOR2). Sin embargo, estos genes no explican la cantidad de isoformas encontradas en
determinadas especies vegetales, y parece logico pensar que probablemente exista una familia
multigénica similar a la de la APX, y que quizés las distintas isoformas sélo 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 habria 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 relacion NADPH/NADP+ (Halliwell y Gutteridge, 2000). Ademas, el enzima maélico (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:H202 oxidoreductasas) constituyen un grupo de enzimas
cuya funcidn primaria es oxidar sustratos a expensas del H.O2, encontrandose en plantas, mamiferos,
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 mas
utilizado en los ensayos de espectrofotometria. Estan implicadas en un gran numero de procesos
fisioldgicos como la biosintesis de ligninas (Halbrock y Grisebach, 1979), el desarrollo y organogénesis por
degradacion del acido indolacético (IAA) o la biosintesis del etileno (Schneider y Wightman, 1974; O’Neil y
Scott, 1987). Se han encontrado muchas isoenzimas de peroxidasas en plantas, y la expresion de algunas
de ellas varia de forma especifica en respuesta al desarrollo 0 estrés, tanto biético como abiético (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-proteina no heminica que cataliza la siguiente reaccion (Flohé y
Gunzler, 1985):

SeGPx

GSH + H,0,/ R-0-OH ' > 2H,0/H,0+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 distribucién en el tejido (Eshdat y col., 1997). Esta actividad se ha
detectado también en cultivos celulares de espinaca y maiz, asi como en plantas de Lemna (Drotar y col.,
1985) y en semillas de guisante etioladas (Edwards, 1996). Ademas 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 reaccion de compuestos de bajo peso molecular con grupos tioles y glutation con una
gran variedad de sustratos tanto hidrofébicos como electrofilicos y, normalmente citotoxicos, formando
tioésteres denominados S-conjugados (Marrs, 1996). Las GSTs se identificaron por primera vez por su
capacidad de desintoxicacién 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, incluido el producido por el ataque de
patdgenos, el estrés oxidativo, y la toxicidad por metales pesados. Ademas, 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 acido cinamico (Marrs, 1996; Alfenito y col.,
1998).

Todos los eucariotas tienen multiples isoenzimas de GST, citosélicas 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 pequefia 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
multiples proteinas (Halliwell y Gutteridge, 2000). La proteina oxidada puede ser reducida in vivo por la
tiorredoxin reductasa, una enzima que contiene un grupo FAD vy 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 H202 (aunque su
funcion metabdlica se desconoce), regulan actividades de las enzimas del ciclo de Calvin en el cloroplasto
(fosforribulosa  quinasa,  gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa,  fructosa-1,6-bisfosfatasa vy
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sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa), regulan enzimas implicadas en la glucolisis (glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa), en la sintesis de ATP (factor de acoplamiento CF1), en la asimilacion del carbono de
plantas C3 (NADP-malato deshidrogenasa), participan en la exportacion de equivalentes de reduccién al
citosol en plantas Cs e intervienen en la reparacion de dafios a residuos de metionina en proteinas
(Halliwell y Gutteridge, 2000).

Por ultimo, también se pueden considerar como agentes antioxidantes secundarios aquellos
encargados de la eliminacion o reparacion de componentes dafiados que podrian acumularse alterando
asi el metabolismo celular. Entre éstos se pueden citar a los sistemas proteoliticos intracelulares, que
actuan degradando selectivamente proteinas dafiadas 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 fosfolipidos 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 describié los peroxisomas estudiando los tubulos
renales de raton por microscopia electronica, denominandolos entonces “microcuerpos”. Rouiller y
Bernhard en 1956 identificaron unos organulos de similar morfologia pero con una estructura cristaloide en
su matriz. Pero no fue hasta principios de los afios 60 cuando se llevé a cabo la caracterizacion bioquimica
de los peroxisomas y su reconocimiento como organulos celulares distintos, gracias a los trabajos de de
Duve y col. (1960) en tejidos de mamiferos, en los que separaron los organulos mediante técnicas de
centrifugacion diferencial y gradientes de densidad. Por su alto contenido en H202, de Duve (1965) bautizé
a estos organulos con el nombre de “peroxisomas”, que los define fisioldgicamente. Ademas, se demostro
la presencia en estos organulos de diferentes actividades enzimaticas: urato oxidasa, catalasa, a-
hidroxiacido oxidasa y D-aminoacido oxidasa. En 1967 se estudiaron por primera vez estos organulos en
tejidos vegetales, cuando Breidenbach y Beevers aislaron, mediante gradientes de densidad de sacarosa,
unos organulos de gran densidad que contenian catalasa y las enzimas del ciclo del acido glioxilico y que
eran similares al microscopio electronico a los “microcuerpos”, denominando a estos organulos con el
nombre de “glioxisomas”. Los peroxisomas poseen un diametro entre 0,1y 1,7 um y estan 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
organulos celulares no autdnomos ya que no poseen ADN intraorganular, ni ribosomas, ni sistemas de

membrana internos, por lo que todas las proteinas peroxisomales estan codificadas en el genoma nuclear
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(Kunau, 1998; Olsen, 1998; Lépez-Huertas y Baker, 1999b). Desde un punto de vista fisiolégico y
bioquimico, los peroxisomas se pueden definir como unos organulos subcelulares ubicuos que contienen
catalasa y flavin oxidasas productoras de H.O, como constituyentes enzimaticos béasicos (de Duve y
Baudhuin, 1966; Tolbert, 1981a; Huang y col., 1983). En afios recientes se ha demostrado la implicacién
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 Rio y
col., 1998, 2002b; Baker y Graham, 2002).

Los peroxisomas de plantas superiores se pueden clasificar en 4 tipos segun su funcion
metabolica especifica 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 [3-oxidacién de &cidos grasos y el ciclo del glioxilato, lo que permite la transformacién
de los lipidos de reserva de la semilla en azucares que seran utilizados durante la germinacion y el
crecimiento de la plantula (Tolbert, 1981a; Tolbert y Essner, 1981b; Beevers, 1982).
2) Peroxisomas de hojas, presentes en los tejidos fotosintéticos, y que llevan a cabo las reacciones mas
importantes de la fotorrespiracion (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 fotorrespiracion (Huang y col., 1983).
3) Peroxisomas de nddulos de raiz, presentes en los nddulos de ciertas leguminosas tropicales y que
estan implicados en la sintesis de la alantoina, el principal metabolito para el transporte de nitrégeno en
estas plantas (Schubert, 1986).
4) Peroxisomas no especializados. Se encuentran en una gran variedad de tejidos y contienen las enzimas
basicas peroxisomales pero no desempefian un papel fisioldégico conocido (Tolbert, 1981a; Huang y col.,
1983).

1.14.1. Principales Funciones Metabdlicas

Muchos de los procesos metabdlicos en los que intervienen los peroxisomas se encuentran
compartimentados, lo que implica un flujo de sustratos entre distintos organulos celulares y un posible
papel regulador indirecto de los peroxisomas sobre otras vias metabolicas, a través de la disponibilidad de
sustratos o productos del metabolismo peroxisomal (Tolbert y col., 1987). A continuacién se describen

algunas de las principales rutas metabdlicas en las que intervienen los peroxisomas vegetales:
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1.14.1.1 B-Oxidacién de Acidos Grasos
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Fig. 1.12 Esquema de la B-oxidacion de dcidos grasos y del
ciclo del glioxilato en peroxisomas (Buchanan y col., 2000). 1:
malato sintetasa; 2: malato deshidrogenasa; 3: citrato
sintetasa; 4: aconitasa; 5: isocitrato liasa; 6: succinato
deshidrogenasa; 7: malato deshidrogenasa; 8: tiolosa, B-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, enoil-CoA hidratasa y acil-
CoA oxidasa

Introduccion

En un principio se creia que la (3-
oxidacién de &cidos grasos solo
tenia lugar en peroxisomas de
semillas oleaginosas (glioxisomas)
pero hoy en dia se sabe que este
proceso se realiza, en mayor o
menor medida, en practicamente
todos los tipos de peroxisomas
vegetales (Gerhardt, 1987; Baker
y Graham, 2002). La ruta de la [3-
oxidacibn  comienza con la
digestion de los ftriglicéridos
almacenados en los cuerpos
lipidicos, por la accion de lipasas
presentes en la membranas de
cuerpos lipidicos y glioxisomas
(Mureau y col., 1980; Gonzalez y
col., 1987). El siguiente paso
consiste en la activacion del acido
graso por la acil-CoA sintetasa (en
las membranas).

El producto final de la [3-oxidacién

es un mol de acetil-CoA, cuyo destino varia segun la fisiologia del organulo, y un acido graso con dos

atomos de carbono menos, que comienza de nuevo el ciclo (Fig. 1.12). En peroxisomas de tejidos de

reserva, el acetil-CoA entra en el ciclo del glioxilato y, tras sucesivas reacciones en el mismo organulo y en

otros compartimentos celulares, daré lugar a la formacion de sacarosa, fuente de carbono y energia para

el crecimiento de la plantula (Buchanan y col., 2000; Reumann, 2000). En peroxisomas de hojas y en

peroxisomas no especializados se desconoce el destino del acetil-CoA, que podria formar parte de una

reserva citosolica relacionada con el recambio lipidico de las membranas del organulo (Gerhardt, 1987).
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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 relacion con la (3-oxidacioén, actuando ambos para suministrar glucidos a la plantula 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 &cido citrico, utilizan el acetil-CoA procedente de la [3-oxidacién
de los acidos 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

obtencion de sacarosa (Donaldson, 1986)

1.14.1.3. Fotorrespiracion

Es el principal proceso fisioldgico en el que participan los peroxisomas de hojas y es especifico de
estos organulos celulares. La fotorrespiracion o ciclo oxidativo fotosintético del carbono consiste en la
incorporacion del oxigeno, dependiente de la luz, con la liberacién de una molécula de CO> por ciclo. Este
proceso esta compartimentado en cloroplastos, peroxisomas y mitocondrias (Fig. 1.13), y su velocidad
viene determinada por la intensidad luminosa, la temperatura y la relacion Oo/CO. (Tolbert, 1980; Huang y
col., 1983; Buchanan y col., 2000).
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Fig. 1.13 Esquema de la fotorrespiracion 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 fisioldgico de la fotorrespiracion se desconoce, aunque este ciclo refleja la evolucion 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 Cs frente a los dafios fotooxidativos que podrian producirse por una
produccion excesiva de radicales libres de oxigeno. De hecho, tan pronto como la concentracién de CO>
disminuye en el cloroplasto existe también una menor disponibilidad de NADP* para aceptar electrones del
fotosistema |, lo que implica una reduccién del oxigeno con la generacién concomitante de especies de
oxigeno reactivo (Halliwell y Gutteridge, 2000). Otra funcion podria ser la eliminacion del glicolato, que en
concentraciones altas es toxico para la célula, asi como la utilizacion del glicolato como fuente de
amino&cidos (Huang y col., 1983). Este ciclo requiere la comunicacion 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

inespecifico, pero de gran eficiencia (Corpas y col., 2000; Reumann, 2000).

1.14.1.4. Metabolismo de los Ureidos

Los ureidos alantoina y &cido alantoico son metabolitos importantes para el transporte del
nitrdgeno en el xilema de algunas plantas leguminosas (Schubert, 1986). Aunque los nodulos de las raices
son considerados el lugar principal de la sintesis de ureidos (Schubert, 1986), este proceso también tiene
lugar en las hojas (Corpas, 1992). La biogénesis de ureidos en raices noduladas de leguminosas presenta
compartimentacion a nivel celular y subcelular. Parece ser que la asimilacion de amonio y la sintesis de
purinas se da en células infectadas, mientras que la subsiguiente conversion de xantina en alantoina y
acido alantoico tiene lugar en células no infectadas (Schubert, 1986). Uno de los pasos finales de la ruta
es la conversion de urato en alantoina, catalizada por la urato oxidasa, que tiene lugar en los peroxisomas
de los nddulos de la raiz (Huang y col., 1983, Olsen y Harada, 1995). La deteccion de actividad xantina
oxidasa y xantina deshidrogenasa en peroxisomas de hojas de guisante (del Rio y col., 1989; Corpas y
col., 1993a) y en peroxisomas de hojas de caupi (Corpas y col., 1989), unido al hecho de la presencia de
urato oxidasa en estos organulos celulares, apunta a la implicacion de los peroxisomas en la biogénesis
de ureidos en hojas (Corpas, 1992). Asimismo, la presencia de xantina y acido urico, y de alantoina,
producto de la reaccion de la urato oxidasa, detectados en peroxisomas de hojas de guisante (Corpas y
col., 1997) implica que estos organulos tienen una funcién en el catabolismo de las purinas producidas

como resultado de la renovacién de nucleétidos, ARN y ADN (del Rio y col., 1998).
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1.14.2. Especies de Oxigeno y Nitrégeno Reactivo y Sistemas Antioxidantes

Una caracteristica importante de los peroxisomas es que tienen, esencialmente, un tipo de
metabolismo oxidativo. A lo largo de estos Ultimos afios se ha demostrado la produccion de especies de
oxigeno 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 H20. que es eliminado por la actividad catalasa (Huang y col., 1983;
del Rio y col., 1992) y que las enzimas del ciclo ascorbato-glutation estan presentes en peroxisomas de
hojas de guisante asi 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), ademas 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 produccién de especies de oxigeno y nitrégeno reactivo (ROS y
RNS) y de los sistemas antioxidantes presentes en peroxisomas de hojas de guisante
(Corpas y col., 2001). ASC: ascorbato; PMP: proteinas de membrana peroxisémica; XDH:
xantina deshidrogenasa
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Por otro lado, se ha demostrado la formacién del radical superdxido (O27) en peroxisomas de
hojas de guisante y glioxisomas de cotiledones de sandia, al menos, en dos lugares del organulo: en la
matriz, siendo la actividad xantina oxidasa la generadora de los mismos, y en la membrana del organulo,
con una produccion dependiente de NAD(P)H (Sandalio y col., 1988b; del Rio y col., 1998), en la que
parece estar implicada una pequefa cadena de transporte electrénico (Fang y col., 1987; Lopez-Huertas y
col., 1997, 1999a; del Rio y col. 1998) (Fig. 1.10). Se han identificado los polipéptidos integrales de
membranas de peroxisomas (PMPs) por EGPA-SDS (Lépez-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 generacion de radicales superdxido (Lopez-Huertas y col., 1997, 1999a). En la
Tabla 1.4 se muestran las propiedades y posibles identidades de estos polipéptidos. La generacion de Oz~
en la membrana peroxisomal puede estar relacionada con la regeneracion de NAD(P)* a partir de
NAD(P)H para ser utilizado en los procesos metabdlicos del peroxisoma (del Rio y col., 2002a).

Tabla 1.4 Polipéptidos de membranas peroxisomales implicados en la generacién de
radicales O2" en peroxisomas de hojas de guisante

Masa molecular Donador , Identidad
. Propiedades

(kDa) electrénico P probable

32,0 NADH Flavoproteina MDHAR

Hemoproteina

Actividad ferricianuro
reductasa

29.0 NADPH Actividad citocromo ¢ Relacionado con el

reductasa Cit P4so (?)
Actividad citocromo ¢ , i
18,0 NADH reductasa Citocromo tipo b

La actividad SOD es la encargada de eliminar los radicales superdxido y también esta presente en
peroxisomas. La existencia de esta actividad en estos organulos celulares fue demostrada por primera vez
en tejidos vegetales (del Rio 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 Rio y col., 2002b). Recientemente, se ha

demostrado la existencia de actividad oxido nitrico sintasa (NOS) en peroxisomas de hojas de guisante
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(Corpas y col., 2001), lo que parece implicar a las especies de nitrogeno reactivo (RNS) en el metabolismo
peroxisomal (Fig. 1.14).

La presencia de actividad endo- y exo-proteolitica en peroxisomas vegetales fue demostrada por
primera vez en hojas de guisante (Corpas y col., 1993b). En la fraccién soluble del peroxisoma, se
caracterizd una leucina-aminopeptidasa (Leu-AP) del tipo de las serin-proteasas con una masa molecular
de 56,8 kDa y un pl 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
endoproteolitica 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 serin-proteasas representan el 70% de la actividad EP total. La
actividad proteolitica de los peroxisomas puede estar implicada en la degradacion de proteinas que tiene
lugar durante la transicion de glioxisomas a peroxisomas y viceversa, asi como en las proteolisis parciales
del extremo N-amino terminal de determinadas proteinas portadoras del péptido sefial hacia el peroxisoma
(PTS2), y probablemente también pueden tener una funcién en la conversion irreversible de la XDH en
XOD (Distefano y col., 1999; McCarthy y col., 2001; Palma y col., 2002).

1.15. TRANSICION METABOLICA GLIOXISOMA-PEROXISOMA-
GLIOXISOMA

Durante la germinacion de las semillas oleaginosas tiene lugar la biogénesis de los glioxisomas,
situacion en la que las actividades de enzimas glioxisomales (isocitrato liasa y malato sintasa) aumentan
rapidamente (Huang y col., 1983). Una vez agotados los lipidos de reserva, con la iluminacién de los
cotiledones se produce el cambio de un metabolismo heterétrofo a otro autétrofo, lo que origina una
disminucion progresiva de las actividades enzimaticas caracteristicas 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 transicién (Buchanan y col., 2000). Esta transicién se ha visto que es reversible en
condiciones de senescencia; asi en peroxisomas de hojas senescentes de guisante se encontré que las
actividades marcadoras de la fotorrespiracion (glicolato oxidasa e hidroxipiruvato reductasa) disminuian
considerablemente mientras que las enzimas glioxisomales experimentaban un notable incremento
(Vicentini y Matilde, 1993; Pastori y del Rio, 1994; Nishimura y col., 1996).
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Objetivos

La bioquimica del oxigeno reactivo en células vegetales en condiciones de estrés abidtico,
constituye una de las lineas de investigacion del Departamento de Bioquimica, Biologia Celular y
Molecular de Plantas, de la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC) de Granada.

En trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio se ha demostrado la generacién de
radicales libres superdxido en peroxisomas de hojas de guisante y se han caracterizado varios sistemas
generadores de estos radicales, asi como los antioxidantes enzimaticos presentes en estos organulos
celulares. En plantas de guisante sometidas a condiciones de estrés abidtico, por NaCl, cobre y
xenobidticos, se ha demostrado que tiene lugar la induccién de estrés oxidativo, caracterizado por un
incremento en la generacién de especies de oxigeno reactivo (ROS) y por la produccién de dafios
oxidativos a macromoléculas en distintos compartimentos celulares. Como consecuencia, actualmente se
sabe que los peroxisomas de las hojas desempefian una funcion importante en el metabolismo celular de
especies de oxigeno reactivo y que disponen de un conjunto de antioxidantes enzimaticos formado por
SODs, los componentes enzimaticos y no enzimaticos 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 éxido nitrico sintasa (NOS), lo que
sugiere que estos organulos celulares pueden desarrollar un papel importante como emisores de sefiales
celulares implicadas en numerosos procesos metabdlicos.

El cadmio es un contaminante muy peligroso para la salud humana y animal, y también es toxico
para las plantas. Los aspectos mas estudiados de la fitotoxicidad del cadmio son aquellos relacionados
con alteraciones nutricionales y fisioldgicas, mecanismos de transporte del metal, y la induccién de
fitoquelatinas (PCs) como mecanismo protector frente al cadmio. En los ultimos afios se han acumulado
evidencias de que la toxicidad del cadmio podria deberse, en parte, a la generacion de estrés oxidativo.
Sin embargo, la mayoria de los trabajos realizados se han centrado en indicadores de dafios oxidativos y
cambios en los niveles de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, y son escasos los estudios
bioquimicos y moleculares relacionados con el metabolismo de especies de oxigeno reactivo (ROS) en

plantas expuestas al cadmio.
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Objetivos

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 oxigeno reactivo y la

respuesta de la planta frente a este estrés. Este estudio se ha abordado utilizando aproximaciones

fisioldgicas, bioquimicas, 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:
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Estudio del efecto de distintas concentraciones de cadmio sobre el crecimiento y algunos
parametros fisiolégicos de plantas de guisante para conocer la sensibilidad de esta planta al
cadmio, para su utilizacion en estudios posteriores.

Estudio del efecto del cadmio sobre distintos sistemas antioxidantes (enziméaticos y no
enzimaticos) de las hojas, asi como marcadores de dafios oxidativos a macromoléculas, tratando
de identificar algunas de las proteinas méas susceptibles de oxidacion en situaciones de estrés por
cadmio.

Estudios a nivel subcelular, en peroxisomas purificados de hojas de plantas tratadas con cadmio,
de los cambios bioquimicos y metabdlicos que tienen lugar en respuesta al metal, incluyendo
enzimas marcadoras de distintas rutas metabdlicas, sistemas de defensa frente a estrés oxidativo,
identificacion de proteinas oxidadas y procesos de degradacion proteolitica dependientes de
cadmio.

Andlisis de la estructura y ultraestructura de la hoja, mediante microscopia éptica y electronica,
estudiando a nivel subcelular la produccion de H02 y Oz en respuesta al estrés por cadmio,
mediante técnicas histoquimicas y observacion al microscopio electrénico y confocal. De esta
forma, se pretende identificar los organulos y células implicadas en la produccién de especies de
oxigeno reactivo y su posible funcién en la respuesta celular frente al estrés por cadmio.

Analisis de los cambios inducidos por el cadmio en la produccion de especies de oxigeno reactivo
y en la expresion de los sistemas antioxidantes, para obtener informacion sobre la modulacion de
la respuesta celular frente al estrés por cadmio, lo que podria tener una utilidad potencial
considerable en el disefio de estrategias de fitorremediacion.
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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 inmersién en etanol al 96% (v/v) durante tres
minutos, secandolas 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 CaSOs 0,5 mM, en
camara de cultivo a 25°C durante 4 dias. Posteriormente, se trasladaron al invernadero, donde se
cultivaron durante diecisiete dias, en condiciones dptimas para dicha especie vegetal. Una vez obtenido el
estadio de crecimiento adecuado, las plantulas se extrajeron cuidadosamente del soporte de vermiculita
para no dafiar el sistema radical y se trasplantaron a botes de PVC (2,5 litros de capacidad; 4 plantulas
por bote) que se distribuyeron seglin un disefio de bloques de parcelas al azar hasta la finalizacién del
ensayo. Se utilizo un sistema de cultivo en medios liquidos (Hewitt, 1966) con aireacion controlada de la
solucion nutritiva en cada unidad de cultivo.

Las condiciones de cultivo de las plantas (dia/noche) fueron las siguientes: temperatura, 26 + 2°C
/18 £ 1°C; humedad relativa, 70 £ 5% / 80 £ 5%, y un fotoperiodo de 14 h con un PAR minimo de 420
ME m2 s,

Las soluciones nutritivas se prepararon con agua desionizada (resistividad > 4 MQ) y reactivos
especificos de pureza analitica, reponiéndose cada 24 horas el volumen perdido por transpiracién con
agua desionizada.

La composicion de la solucion nutritiva se basé en la de Hewitt (1966) modificada para un pH
inicial de 5,5 £ 0,1 y una concentracion iénica de 30 mg ion |1, siguiendo la técnica propuesta por Steiner

(1961). Las concentraciones de nutrientes utilizadas fueron: macronutrientes, expresados en mM: NOs/,
12; HoPO4, 4,0; SO4=, 1,5, K*, 5,0; Ca®™, 4,5: Mg®™* , 1,5, y los siguientes micronutrientes, expresados
en uM: Fe, 91,3; B, 46; Cu, 1,1; Zn, 2,3; Mn, 9,3 (del Rio y col., 1985). Durante 14 dias las plantas
crecieron en estas soluciones nutritivas completas. A lo largo del ensayo, la renovacion total de las
soluciones nutritivas se realizd semanalmente.

Posteriormente, las soluciones nutritivas se suplementaron con diferentes concentraciones de
CdClz: 0 (control), 10, 20, 30, 40 y 50 uM, que corresponden a los diferentes tratamientos aplicados, y se

mantuvieron en estas condiciones durante otros 14 dias.
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3.2. RECOLECCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS VEGETALES
Concluido el periodo de crecimiento en los tratamientos aplicados, se procedio a la recogida del
material separando la parte aérea de la raiz. Las raices fueron lavadas por inmersiones sucesivas en
agua desionizada, hasta eliminar los restos de solucion de cultivo. Las muestras vegetales recolectadas
(hojas y raices) correspondientes a cada tratamiento y repeticion, fueron pesadas para determinar el peso
fresco, y parte del material se destiné a realizar estudios bioquimicos segun se describe més adelante.
Inmediatamente después, las diferentes muestras vegetales fueron secadas en estufa de aire
forzado a 65°C durante 24 h y, posteriormente, tras enfriarlas en un desecador, se determind su peso
seco. Hojas y raices de cada tratamiento fueron homogeneizadas en un molino de plastico y conservadas
en bolsas de polietileno herméticamente cerradas y perfectamente identificables hasta su posterior

analisis quimico.

3.3. ANALISIS QUIMICO DE LLAS MUESTRAS VEGETALES

Las muestras se sometieron a mineralizacion sulfurica segun Wolf (1982) teniendo la precaucion
de que el mineralizado de la muestra, una vez frio, permaneciera transparente, pues en ciertos
mineralizados de raices puede aparecer turbidez debido a la presencia de silicio. En el mineralizado
obtenido se analizaron los siguientes macronutrientes: nitrdgeno (Baethegen y Alley, 1989) y fosforo
(CIIAF, 1969) por espectrofotometria (Beckman mod. 25) a 650 y 430 nm, respectivamente; potasio
(CIIAF, 1969), por fotometria de llama (Corning mod. 400); y calcio y magnesio (CIIAF, 1969), por
espectrofotometria de absorcion atomica (IL 357).

La determinacion de los metales Fe, Mn, Cu, Zn y Cd se llevd a cabo directamente sobre el

mineralizado mediante espectrofotometria de absorcion atémica (CIIAF, 1973).

3.4. DETERMINACION DE ACTIVIDAD FOTOSINTETICA Y PARAMETROS
RELACIONADOS

Las medidas de asimilacion de CO, 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 transpiracion y eficiencia en el uso del agua se determinaron segun
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. DISENO ESTADISTICO Y ANALISIS DE RESULTADOS

El andlisis matematico de los resultados experimentales se llevd a cabo mediante el anélisis de la
varianza considerando como fuentes de variacion los tratamientos y las repeticiones, con objeto de
calcular el nivel de probabilidad del efecto estudiado. La estimacion multiple de medias se efectu6 por el
calculo de la minima diferencia significativa (MDS), mediante la prueba de Duncan como criterio para

estimar las diferencias entre medias.

3.6. PREPARACION DE HOMOGENADOS

Todas las operaciones se efectuaron a 4°C. Las hojas de guisante se lavaron vy
homogeneizaron en tampo6n Tris-HCI 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 relacion peso/volumen de 1:4. El PMSF se
omitié en extractos destinados a determinar actividad proteolitica. 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 enzimaticas.

3.7. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE PEROXISOMAS
3.7.1. Gradientes de Sacarosa

El proceso se llevd a cabo a 0-4°C. El método utilizado es el descrito por Lopez-Huertas y col.
(1995) que consiste en realizar varias centrifugaciones diferenciales seguidas de una centrifugacion en
gradiente de densidad de sacarosa (Fig. 3.1). Se parti6 de 40 g de hojas de guisante que se
homogeneizaron en 160 ml de un medio de extraccion semicongelado, utilizando un Sorvall Omnimixer a
velocidad maxima en tres golpes de tres segundos cada uno. El medio de extraccion consistia en tampon
Tricina-KOH 170 mM, pH 7,5, con sacarosa 1 M, EDTA-Naz 1 mM, KCI 10 mM, MgCl, 1 mM, ASB al 0,3%
(p/v) y DTT 5mM. El homogenado se filtro a través de dos capas de entretela y se centrifugé a 2.600 g
durante 20 minutos para eliminar la mayor parte de los cloroplastos, nucleos y residuos celulares. El
sobrenadante se centrifugd de nuevo a 12.000 g durante 15 minutos y el precipitado obtenido se
resuspendié en 3 ml de un medio similar al de extraccién pero con pH 7,0 y sin DTT, y la suspensién de
organulos se depositd 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 solucién 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 ultracentrifuga Beckman
usando un rotor vertical VTi50. Finalizada la centrifugacion, 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 (Lopez-Huertas y col., 1995). La
banda correspondiente a la fraccion de peroxisomas se extrajo mediante perforacién de los tubos con una
jeringa. Las matrices peroxisomales (fraccion soluble), se separaron de la fraccién de membranas
mediante choque osmotico, por dilucién 1:5 con tampdn fosfato-K 50 mM, pH 7,8, con EDTA-Naz 1 mM,
con agitacion a 0-4°C durante 45-60 minutos y posterior centrifugacion 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 tampén Tris-HCI 0,15 M, pH 8,0, y seguidamente el
eluido se concentrd por ultrafiltracion usando una membrana PM-10 de Amicon. Para almacenar las
muestras, los peroxisomas se congelaban a -20°C y para prevenir la accion de proteasas se adicionaba
PMSF 1 mM a los mismos.

Fig. 3.1 Obtencidn de peroxisomas
por varias centrifugaciones
diferenciales seguidas de una
centrifugacién en gradientes de

Homogenado .
92600 densidad de sacarosa y separacién
20 m“? de las matrices y membranas
peroxisomales por choque osmatico
osterior centrifugacion.
Sobrenadante | Pdo. | Ye J
12.000 g
15 min
Sobrenadante |l Pdo.

(enriquecido en
mitocondrias y peroxisomas)

— 20000 g
359 r ui |30 min ——p-membranas
0 |
Gradiente de 2%0 H LJ “— matrices
densidad ° S
de sacarosa 2% 83.000g ﬁ?gc?:smético
57% 90 min —— _
60% rotor vertical <« Peroxisomas

52



Material y Métodos

3.7.2. Gradientes de Percoll

Para el estudio de la integridad de organulos y de la permeabilidad de la membrana peroxisomal
se aislaron peroxisomas de hojas de guisante mediante centrifugacion en gradientes de Percoll del 15-
53% (v/v) (Sandalio y col., 1987). El medio de extraccion estaba compuesto por tampén Mops 30 mM, pH
7,5, manitol 0,35 M, EDTA-Na, 1 mM, ASB al 0,2% (p/v) y cisteina 4 mM (relacion p/v = ). El
homogenado se sometié a dos centrifugaciones diferenciales a 2.600 g y 12.000 g y el precipitado final,
enriquecido en peroxisomas, se resuspendio en 10 ml de un medio de lavado compuesto por tampdn
Mops 20 mM, pH 7,2, conteniendo manitol 0,3 M, EDTA-Na2 1 mM y ASB al 0,2% (p/v) y se centrifug de
nuevo a 12.000 g durante 15 minutos. El precipitado obtenido se resuspendio en 2 ml de medio de lavado
y se depositd 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 tampdn Mops 10 mM, pH 7,2,
sacarosa 0,25 M y ASB al 0,2% (p/v). El gradiente se centrifugd en un rotor 60Ti a 13.000 g durante 35
minutos en una ultracentrifuga Beckman. Finalmente, la banda de los peroxisomas se separd del
gradiente mediante succién con jeringa y se diluyo diez veces con medio de lavado sin ASB, para reducir
la concentracion de Percoll, recuperandose los organulos mediante centrifugacion a 12.000 g durante 15

minutos y recogiendo el precipitado.

3.8. DETERMINACION 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 centrifugacion en gradientes de densidad
de Percoll, se determind por medida de la actividad hidroxipiruvato reductasa en un medio isoosmético
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 calculé utilizando la expresion:

i ividad i 0
% Integridad =100 - EAC'[IV.Id.ad intactos _, -
[ Actividad rotos ]
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3.8.2. Permeabilidad de la Membrana Peroxisomal

Para determinar dafios en la membrana peroxisomal por efecto del tratamiento con Cd?*, se
determinaron cambios en la permeabilidad de la membrana de estos organulos monitorizando la salida de
dos solutos con distinto grado de permeabilidad, el glicolato y el hidroxipiruvato. Para ello, se determind la
actividad glicolato oxidasa (Kerr y Groves, 1975), cuyo sustrato, el glicolato, atraviesa la membrana
peroxisomal. Se utilizaron peroxisomas integros obtenidos en gradientes de Percoll y en condiciones
isoosmoticas (sacarosa 0,25 M, Merck), adicionando glicolato oxidasa comercial (0,027 U, Sigma) a la
suspension de organulos y midiendo espectrofotométricamente a 324 nm la oxidacion del glicolato. Las
medidas se efectuaron durante 1 hy las pendientes de las rectas obtenidas se analizaron mediante el test
de Duncan.

Utilizando la misma metodologia también se realizaron medidas de actividad hidroxipiruvato

reductasa, cuyo sustrato, el hidroxipiruvato, no es permeable a la membrana peroxisomal.

3.9. DESARROLLOS ELECTROFORETICOS
3.9.1. Geles de Poliacrilamida en Condiciones Nativas (EGPA)

Se utilizo un equipo “Mini-Protean II” de Bio-Rad donde se prepararon geles de 7,5x8 cmy 0,756
1,5 mm de grosor. Se prepar6 acrilamida al 10-12% (p/v) en tampén Tris-HCI 377 mM, pH 8,9, y se gelificd
con 3-dimetilaminopropionitrilo (DAP) al 0,48 % (v/v) y persulfato aménico al 0,45% (p/v). Las muestras se
prepararon en tampdn de carga (sacarosa al 10 % preparada en tampon de geles y azul de bromofenol al
0,006%, p/v) y se cargaron en los geles. Se utilizé 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 alcanzé6 practicamente el

final del mismo. Se utilizé un tampén 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 siguio basicamente la técnica descrita por Laemmli (1970), utilizando un equipo “Mini-Protean
II” de Bio-Rad. Se prepararon geles de poliacrilamida al 10 6 12% (p/v) de 7,5x 8 cmy 0,75 6 1,5 mm de
grosor, con un gel concentrador de poliacrilamida al 4% (p/v). Las muestras para la electroforesis se
prepararon en tampén Tris-HCI 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 95°C durante 5 minutos. Seguidamente,
las muestras se cargaron en los geles y se aplicé un voltaje de 100 V durante 15 minutos y después 200 V
durante 45 minutos utilizando como tampén de electrodos Tris-HCI 0,025 M, pH 8,3, con glicina 0,192 My
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. Tincion de Proteinas en EGPA-SDS
3.9.3.1. Tincion con Azul Coomassie

Los geles de tifieron con “Coomassie Brilliant Blue” R-250 al 0,1% (p/v) preparado en metanol al
50% (viv) y &cido acético al 10% (v/v) durante 30 minutos, tras lo cual se destifieron con metanol al 40%

(v/v) y &cido acético al 10%(v/v) hasta que quedan bandas azules sobre un fondo transparente.

3.9.3.2. Tincién con Plata

Se utilizo la técnica descrita por Jiang y col. (1994). Los geles se incubaron con etanol al 30% (v/v)
y acido acético al 10% (v/v) durante 3 horas, después de lo cual se lavaron en repetidas ocasiones y se
incubaron con una solucion reductora de ferricianuro potasico 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 solucion con nitrato de
plata al 0,1% (p/v), en oscuridad, durante 30 minutos. El revelado se efectud por inmersion en una solucion
conteniendo carbonato sodico 0,3 M y formaldehido al 0,02% (v/v) hasta aparicién de las bandas de
proteinas. La reaccion se paro por adicion de acido aceético al 3% (v/v).

3.10. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS E INMUNODETECCION (TECNICA
DE WESTERN)
3.10.1. Transferencia de Proteinas

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
utilizé un tampdén Caps 10 mM, pH 11,0, conteniendo metanol al 10 % (v/v) y se llevo a cabo con una

intensidad de 1,5 mA por cm2 durante 2 horas, segun Corpas y col. (1998a).

3.10.2. Inmunodeteccion

Para la deteccion de la reaccion antigeno-anticuerpo en las membranas se emplearon dos
métodos, segun el grado de sensibilidad requerido:

1.- Método quimioluminiscente, utilizando luminol (Bunkelmann y Trelease, 1996). Se basa en la
oxidacién del luminol por el complejo peroxidasa de rabano-anti-IgG en presencia de H20., forméndose un
intermediario que se estabiliza mediante la emision de luz (Thorpe y col., 1985). Esta emision de luz se
potencia con la presencia de 4-yodofenol, que actia como transmisor de radicales de oxigeno al luminol
(Rosell y col., 1978). Este método es de 10 a 100 veces mas sensible que el método de la fosfatasa

alcalina.

55



Material y métodos

2.- Método cromogénico, en el que se utiliza una anti-IgG ligada a fosfatasa alcalina y para el
revelado se afiade la solucién sustrato de la misma (Amresco), que contiene NBT 0,51 mM y BCIP 0,48
mM, hasta la aparicion de las bandas correspondientes de color azul-violaceo. La fosfatasa alcalina
desfosforila al BCIP que se une al NBT para dar este color.

En ambos casos, tras la transferencia de las proteinas, 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 inespecificos de unién de las inmunoglobulinas, las membranas se incubaron de 1 a 3 horas a
temperatura ambiente, o durante toda la noche a 4°C en tampon TBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,8, y NaCl
0,18 M), al que se le adiciond 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 4°C. Posteriormente, se lavaron las
membranas con TBS y se incubaron durante 1 hora con anti-lgG ligada a peroxidasa de rabano o a
fosfatasa alcalina, segun el caso. Para el revelado con la peroxidasa de rabano, las membranas se
incubaron en una solucién que contenia 8 mg de luminol en 20 ml de tampdn Tris-HCI 50 mM, pH 8,6,
NaCl 150 mM, con 3,2 pl de H202 al 30% (v/v) y 200 pl de una solucion de 4-yodofenol (10 mg/ml en
DMSOQ), durante unos minutos. Posteriormente, las membranas se exponian en una pelicula para
autoradiografia tipo “Hyperfilm” (Amersham), con ayuda de un “cassette” para autorradiografia (Kodak). El
tiempo de exposicion variaba desde segundos hasta 30 minutos, dependiendo de la intensidad de la sefial
obtenida. Para el revelado con la fosfatasa alcalina, las membranas se sumergian en la solucion que
contenia su sustrato hasta la aparicion de las bandas de proteinas.

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, Japdn), 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 sandia (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 Estacion Experimental del Zaidin, 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. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
3.11.1. Superdxido Dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)
3.11.1.1. Actividad en Solucién

Se empled, esencialmente, el método de McCord y Fridovich (1969), basado en la medida de la
tasa de inhibicion, por la SOD, de la reduccion del citocromo ¢ por los radicales libres Oz~ generados por
el sistema enzimatico xantina/XOD. La reaccién se desarrollé a 25°C y la medida de la densidad dptica se
realizé a 550 nm en un espectrofotdmetro Beckman Coulter DU 640.

El ensayo se llevo a cabo en un volumen final de 3 ml de una mezcla de reaccion que contenia
citocromo ¢ 1,35 x 105 M, xantina 9,67 x 10-> M en tampén fosfato-K 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM y 25-
100 I de muestra. Para comprobar el estado de oxidacién del citocromo ¢ de esta mezcla, después de
ajustar el cero del espectrofotometro con la mezcla de reaccion sin XOD y sin muestra, se afiadia una
pequefia cantidad de ditionito sodico, debiendo estar la lectura a 550 nm comprendida entre 0,22 y 0,24
unidades de absorbancia. Después se realizé una reaccion control, adicionando XOD (Roche, 20U/ml) (4-
15 pl) a la mezcla de reaccion hasta obtener una tasa de reduccion del citocromo ¢ entre 0,024 y 0,026
unidades de abs/min. Finalmente, en la reaccion problema se afiadio la muestra a la mezcla de reaccion,
asi como el volumen de XOD determinado en la reaccion control, midiéndose a 550 nm durante 2 minutos
el cambio de absorbancia. En la determinacion de actividad SOD en extractos crudos es conveniente
incluir CN- 10-° M a fin de evitar posibles interferencias en la reduccion del citocromo c.

Una unidad de actividad SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para producir una
inhibicion del 50% en la velocidad inicial de reduccion del citocromo ¢ en la reaccion control a 25°C. La

actividad enzimatica se calcul6 segun el tanto por ciento de inhibicion:

% | = Agso/min (control)_—A550/min (probl) % 100
Aszo/min (control)

0,
Unidades SOD/mI = ——2— xf

50 % xv

donde v es el volumen de muestra utilizado, en ml, y f es el factor de diluciéon de la muestra.
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3.11.1.2. Actividad en Geles de Poliacrilamida

Las distintas isoenzimas de superdxido dismutasa fueron individualizadas mediante EGPA nativa
en geles al 10% (p/v). La actividad enzimatica se localiz6 mediante un método fotoquimico basado en la
reduccion del NBT por los radicales libres Oz~ generados por la accion de la luz sobre una solucion de
riboflavina y tetrametiletilendiamina (TEMED) (Beauchamp y Fridovich, 1971). Asi se obtiene una tincion
azul de los geles debida a la formacion de azul de formazano, excepto en aquellas zonas donde hay
actividad SOD que permanecen acromaticas. Una vez terminada la electroforesis, los geles se incubaron
en una solucion con NBT 2,45 mM preparada en tampon fosfato-K 50 mM, pH 7,8, durante 20 min en
oscuridad tras lo cual, se incubaron en otra solucion con riboflavina 28 uM y TEMED 28 mM preparada en
el mismo tampdn, durante 15 min en oscuridad. Finalmente, los geles se enjuagaron en tampén y se
expusieron a la luz durante unos minutos hasta que los geles se tefiian de un color azul excepto en
aquellas zonas donde habia actividad SOD. La cuantificacién de las distintas bandas de actividad
obtenidas se llevé a cabo con un fotodensitometro Shimadzu CS-9000.

3.11.2. Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)
3.11.2.1. Actividad en Soluciéon

Se midi6 espectrofotométricamente tanto en homogenados como en peroxisomas, segun el
método descrito por Aebi (1984) basado en la medida de la disminucién de la absorbancia a 240 nm,
ocasionada por la desaparicion del H2O, . La determinacion se efectud a 25°C en una mezcla de reaccion
que contenia H2O2 10,6 mM en tampén fosfato-K 50 mM a pH 7,0 y en un volumen de 2,9 ml. La reaccion
se inici6 afiadiendo la muestra previamente diluida con el tampdn de reaccion conteniendo Triton X-100 al
0,2% (v/v). La actividad enzimatica, expresada en pmoles de H20> x min-' x mg -* prot (0 x ml), se
calculé a partir de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente de extincion molar para el H.O, de
39,58 M -" x cm -*(del Rio y col., 1977).

3.11.2.2. Actividad en Geles
EGPA-nativa

La actividad catalasa se analiz6 mediante EGPA al 6% (p/v), y la actividad se localizé en los geles
utilizando el método de Woodbury y col. (1971). La tincion se basa en la formacion de un precipitado de
color verde oscuro que se obtiene en la reaccion del [Fe (CN)e] K3 con el ClsFe. El gel se tifie de color
verde excepto en las zonas donde se encuentra actividad catalasa que se tifien de amarillo. Una vez
terminada la electroforesis, los geles se incubaron en una solucién de H2O; al 0,003% (v/v) durante 10
min.

58



Material y Métodos

Tras varios lavados con agua destilada, los geles se incubaron en una solucién de ClsFe y [Fe (CN)g] K3, al
1% durante 10 min en oscuridad. Terminada la reaccion se elimind la solucién 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 basicamente el método descrito por Zelitch y col. (1991). Las muestras se prepararon en una
solucion que contenia 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
solucion del catodo, sobre las muestras se colocd una solucion de glicerol al 7% (v/v) y anfolitos de pH 5-7
al 5% (viv). Las soluciones anodica y catodica fueron é&cido acético 20 mM y NaOH 25 mM,
respectivamente. La electroforesis se realizé a 4°C, con un voltaje de 200 V durante dos horas seguido de
400 V durante otras dos horas, en un equipo “Mini-Protean |I” de Bio-Rad. La actividad catalasa se localizd
en los geles segun la técnica de Clare y col. (1984). Los geles se lavaron con H2O destilada y se incubaron
en tampén fosfato-K 50 mM, pH 7,0, conteniendo peroxidasa de rabano (50 pg/ml) durante 45 minutos en
oscuridad. Posteriormente, se afiadio a la solucion anterior H,02 5 mM, manteniendo en agitacion los
geles durante 10 minutos tras lo cual se lavaron un par de veces con agua destilada y se incubaron en una
solucién de 3,3'-diaminobencidina (DAB) 0,5 mg/ml, preparada en el mismo tampén. Transcurridos unos
minutos los geles se tefiian de un color marron excepto en aquellas zonas donde habia actividad catalasa
que permanecian acromaticas. Los puntos isoeléctricos de las diferentes isoformas de catalasa detectadas
se determinaron mediante marcadores de punto isoeléctrico (pl) en el intervalo de pH 5-7, de la casa
comercial Bio-Rad. La cuantificacion de las distintas bandas obtenidas se llevd a cabo utilizando un
fotodensitometro Shimadzu CS-9000. Para la transferencia de los geles a una membrana de PVDF se
utilizé el sistema indicado en el apartado 3.10.1 aunque en este caso se utilizé una solucion de acido
acético al 0,7% (v/v) como tampdn de transferencia y se cambié 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 anélisis de esta actividad se utilizaron muestras (homogenados u organulos
celulares) preparadas en un medio de extraccion conteniendo ascorbato 2 mM, para prevenir la
inactivacion de la APX. La actividad se determin6 segun describe Jiménez y col. (1997), midiendo a 290

nm la oxidacion del acido ascorbico, durante un minuto.
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La mezcla de reaccion contenia tampén Hepes-NaOH 50 mM, pH 7,6, ascorbato 0,2 mM, H2020,3 mM, y
la muestra convenientemente diluida. La reaccidn (en un volumen final de 1 ml) se realiz a 25°C y se
inicié con la adicion del H20». La actividad enzimatica, expresada en nmoles de &cido ascérbico oxidado x
min-' x ml', se calculé a partir de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente de extincién molar
para el acido ascérbico de 2,8 mM-' x cm' (Hossain y Asada, 1984a). Se utilizaron tres controles, uno sin
H.0z, otro sin ascorbato y otro sin muestra. Como control negativo de la reaccion se utilizé un inhibidor de

la APX, el p-cloromercurifenilsulfonico (pCMS).

3.11.4. Monodeshidroascorbato Reductasa (MDHAR; EC 1.6.5.4)

Para su determinacion se utilizé el método de Jiménez y col. (1997) basado en la disminucién de
la absorbancia a 340 nm, debida a la oxidacion del NADH. La mezcla de reaccion contenia tampon Tris-
HCI 50 mM, pH 7,8, NADH 0,2 mM, &cido ascorbico 1mM, 0,5 unidades de ascorbato oxidasa y 50 pl de
muestra, en un volumen final de 1 ml. Se comprob6 que la mezcla de acido ascérbico y ascorbato oxidasa,
sistema generador del radical monodeshidroascorbato, conseguian un descenso de absorbancia a 265 nm
comprendido entre 0,01 y 0,02 unidades por minuto.

La reaccion se inici6 adicionando NADH, siguiendo su oxidacién durante 1 minuto a 25°C frente a
un blanco de muestra (sin acido ascérbico ni ascorbato peroxidasa). La oxidacion no enzimatica de NADH
se corrigio restando al valor obtenido la absorbancia en ausencia de extracto enzimatico.

La actividad enzimatica expresada en nmoles de NADH oxidado x min-! x ml', se calculé a partir
de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente de extincién molar para el NADH de 6,22 mM-' cm -

(Jiménez y col., 1997).

3.11.5. Glutation Reductasa (GR; EC 1.6.4.2)

Para su determinacién se emple6 el método de Edwards y col. (1990), basado en la medida del
descenso de absorbancia a 340 nm, debido a la oxidacion del NADPH. La mezcla de reaccién contenia
tampén Hepes-NaOH 100 mM, pH 7,8, EDTA 1 mM, Mg Cl> 3 mM, y glutation oxidado 0,5 mM, en un
volumen final de 1 ml. La reaccion se iniciaba por adicién del NADPH 0,2 mM, registrandose su oxidacion
durante 2 min a 25°C.

Se utilizd un blanco de reactivos (sin la muestra correspondiente) y un blanco para cada muestra
en tampén de reaccidn sin glutation oxidado. La actividad enzimatica expresada en nmoles de NADPH
oxidado x min-' x ml', se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccidn y de un coeficiente de extincion
molar para el NADPH de 6,22 mM-' cm-' (Jiménez y col., 1997).
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3.11.6. Glutation-S-Transferasa (GST; EC 2.5.1.18)

La reaccion catalizada por la glutation-S-transferasa se siguié espectrofotométricamente midiendo
a 30°C el aumento de absorbancia a 340 nm, que correspondia a la formaciéon de un complejo entre el
glutation reducido (GSH) y el cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) segun Habig y col. (1974). La reaccion se
llevo a cabo en tampon fosfato potasico 0,1 M, pH 7,5, conteniendo GSH 1mM, CDNB 1mM y muestra (5-
50 pl 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 enzimatica (umol x min-! x ml-*) se definia como la cantidad de enzima necesaria para
producir 1 umol de producto conjugado por minuto. La actividad enzimatica expresada en nmoles x min-! x
ml-!, se calculd a partir de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente de extincién molar para el

producto conjugado de 9,6 mM-! cm-! (Habig y col., 1974).

3.11.7. Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH; EC 1.1.1.49)

Se determin6 espectrofotométricamente, midiendo la reduccién del NADP+ a 340 nm segun
Corpas y col. (1998a). La reaccion se llevo a cabo a 25°C en un volumen final de 1 ml que contenia
tampon Hepes 50 mM, pH 7,6, con MgCl, 2 mM y NADP* 0,8 mM, iniciandose la reaccion por adicién de
glucosa-6-fosfato (G6P) 5 mM.

Una miliunidad de actividad se definia como la cantidad de enzima necesaria para reducir un nmol

de NADP+* min-' a 25°C. Esta actividad se corrigié con la actividad 6-fosfogluconato deshidrogenasa.

3.11.8. 6-Fosfogluconato Deshidrogenasa (6(PGDH; EC 1.1.1.44)

Para determinar esta actividad se utilizo un medio de reaccién 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-! a 25°C.

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

Se midié espectrofotométricamente el incremento de absorbancia a 340 nm debido a la reduccion
del NADP segun describen Goldberg y Ellis (1983). La reaccion se llevo a cabo a 25°C en un medio (1 ml)
que contenia tampdn Hepes 50 mM, pH 7,6, con MgCl> 2 mM y NADP+ 0,8 mM, iniciandose la reaccion
con la adicion de 2R,3S-isocitrato. Una miliunidad de actividad se definia como la cantidad de enzima
necesaria para reducir un nmol de NADP* min-' a 25°C.
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3.11.10. Glicolato Oxidasa (GOX; EC 1.1.3.1)

Se midi6 espectrofotométricamente segun el método de Kerr y Groves (1975). La mezcla de
reaccion, en un volumen final de 1 ml, contenia tampon fosfato-K 50 mM, pH 8,3, fenilhidracina 10 mM y
glicolato 5 mM. La reaccidn se inicid por adicion de la muestra, midiéndose la formacion del complejo
glioxilato-fenilhidrazona a 324 nm durante 3 min. La actividad enzimatica se calcul6 a partir de la velocidad
inicial de reaccion y de un coeficiente de extincion molar para el complejo de 1,7x104 M-' cm! (Kerr y
Groves, 1975).

3.11.11. Hidroxipiruvato Reductasa (HPR; EC 1.1.1.29)

Se empled el método de Schwitzguébel y Siegenthaler (1984) basado en la medida a 340 nm de la
oxidacién del NADH acoplada a la reduccion del hidroxipiruvato a glicerato. El ensayo se realizé a 25°C en
un volumen de reaccion de 1,1 ml que contenia tampén fosfato potasico 50 mM, pH 6,2, KCN 1 mM,
NADH 0,2 mM, 25-100 pl de muestra e hidroxipiruvato 2 mM. La actividad enzimatica en pumoles NADH x
min' x ml, se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccién utilizando un coeficiente de extincion
molar para el NADH de 6,22 mM-' cm-! (Vigil, 1983).

3.11.12. Xantina Oxidasa/Deshidrogenasa (XOD/XDH; EC 1.1.3.22/ EC 1.2.1.27)

La actividad XOD se determind segun describe Rajagopalan (1985), midiendo a 293 nm la
formacion, dependiente de O, de &cido Urico. La reaccién se llevo a cabo en un volumen final de 1,05 mla
una temperatura de 25°C durante 10 minutos en una mezcla de reaccion, saturada de oxigeno, que
contenia tampon fosfato-K 50 mM, pH 7,8, con Triton X-100 al 0,1 % (v/v), KCN 0,1 mM, xantina 50 pM y
la muestra (50-150 ). La actividad enzimatica en nmoles de &cido Urico x min-* x ml, se calcul a partir
de la velocidad inicial de reaccion utilizando un coeficiente de extincion molar para el mismo de 1,22 x 10¢
M-* cm! (Hong y Schopfer, 1981).

La actividad XDH fue determinada de forma similar a la XOD pero midiendo la formacion de &cido
urico en presencia de NAD* 0,5 mM, en una solucién tamponada en la que se habia eliminado el oxigeno,

por borboteo con Na.

3.11.13. Peroxidasa Total

Se sigui6 el método descrito por Quessada y Macheix (1984), basado en la deteccion a 470 nm
del guayacol oxidado producido por la accion de las peroxidasas. La mezcla de reaccion, en un volumen
final de 1,1 ml, contenia tampon fosfato-K 50 mM, pH 6,1, guayacol-H, 6,25 mM, H.02 0,025 mM y la
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muestra convenientemente diluida. La reaccion se inicié por adicién de H20, vy la actividad se expreso6 en

unidades x min-* x ml-'.

3.11.14. Malato Sintasa (MS; EC 4.1.3.2)

Se determind la actividad de esta enzima siguiendo una modificacion del método descrito por Hock
y Beevers (1966) que mide la produccion de coenzima A libre (CoA-SH). Para ello se empleé el reactivo
DTNB [4cido 5-5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico)] que forma un mercaptido con el grupo SH del CoA, que
absorbe a 412 nm. La mezcla final, en un volumen de 1 ml, contenia tampon Mops-KOH 70 mM, pH 8,2,
MgCl, 4 mM, DTNB 0,1 mM, Na-glioxilato 1,5 mM, acetil-CoA 0,1 mM y la muestra. La reaccion se llevo a
cabo durante 3 minutos y la actividad enzimatica, en nmoles x min-' x ml', se calculé a partir de la
velocidad inicial de reaccion utilizando un coeficiente de extincion molar de 13,6 x 103 M-' cm -' (Hock y
Beevers 1966).

3.11.15. Isocitrato Liasa (ICL; EC 4.1.3.1)

Se sigui6 el método descrito por Archer y Ting (1996), basado en la medida espectrofotométrica
de la produccion del complejo glioxilato-fenilhidrazona a 324 nm. La mezcla de reaccion, en un volumen
final de 1 ml, contenia tampén fosfato potasico 85 mM, pH 7,0, DTT 4 mM, MgCl, 4,5 mM, fenilhidracina 10
mM y la muestra. La actividad se calculé utilizando un coeficiente de extincion molar de 1,7 x 104 M- cm-!
(Archer y Ting, 1996). Una unidad de isocitrato liasa se define como la cantidad de enzima necesaria para

formar 1 umol de glioxilato-fenilhidrazona por minuto a 25°C.

3.11.16. Actividad Proteolitica
3.11.16.1. Aminopeptidasas
Actividad en solucién

Se determind espectrofotométricamente utilizando L-leucina-p-nitroanilida como sustrato segun
Corpas y col. (1993b). La técnica consiste en medir a 410 nm la liberacién de p-nitroanilida. La hidrélisis se
llevé a cabo a 39°C durante 30 minutos en una mezcla de reaccion (1,05 ml) que contenia tampén fosfato
potasico 0,1 M, pH 7,5, 2-mercaptoetanol 10 mM, L-leucina-p-nitroanilida 1 mM y la muestra. La reaccién
se pard por adicion de &cido acético al 30% (v/v) y la actividad enzimética se determind utilizando un

coeficiente de extincion molar para la p-nitroanilida de 104 M-* cm=1 (Tuppy y col., 1962).
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Actividad en geles

La actividad aminopeptidasa también se determind por electroforesis en geles cilindricos de
poliacrilamida al 10% (p/v) y pH 8,9, en condiciones nativas (Davis, 1964). Después de la electroforesis los
geles se incubaron a 37°C durante 30 minutos con L-leucina-4-metoxi-B3-naftilamida 0,5 mM en tampén
Tris-HCI 250 mM, pH 7,5. A continuacion los geles se tifieron con el colorante “Fast Black K” al 0,1% (p/v)
en tampdn acetato-NaOH 0,1 M, pH 4,2 (Corpas y col.,1993b). Las bandas de actividad aminopeptidasa,
de color azul violaceo, se cuantificaron por registro de los geles en un densitometro Shimadzu CS-9000.
La actividad de cada isoenzima se calculé multiplicando el porcentage de cada una de ellas, obtenido por
densitometria de los geles tefiidos, por la actividad total de las muestras medida en solucidn y se expreso

en nmol x min-! x ml-'.

3.11.16.2. Endopeptidasas
Actividad en solucion

La actividad endopeptidasa se determind espectrofotométricamente utilizando como sustrato
azocaseina, segun describe Distefano y col. (1997). La hidrolisis de la azocaseina se llevo a cabo a 37°C
durante 24 h en una mezcla de reaccion (de volumen final 1 ml) que contenia tampén Tris-HCI 100 mM,
pH 7,5, azocaseina al 0,5% (p/v) y 0,1 ml de muestra, tras lo cual la reaccion se par6 con 2 ml de acido
tricloroaceético al 12% (p/v). La actividad endopeptidasa se expresé en unidades x h-' x ml', 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 transfirid a una solucién 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 incubd a 37°C
durante 4 horas en tampdn Tris-HCI 250 mM, pH 7,5. Después de la incubacion, se tifid el gel durante 1
hora con “Coomassie Brilliant Blue” R-250 al 0,1% (p/v) preparado en metanol al 50% y acido acético al
10%, tras lo cual se destifid con metanol al 40% (v/v) y acido aceético al 10% (v/v), hasta visualizar la
actividad endoproteasa como bandas acromaticas sobre el fondo azul del gel. Las distintas bandas se
cuantificaron con un fotodensitdmetro Shimadzu CS-9000.
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Para los estudios de degradacion de proteinas, tanto los extractos como las matrices
peroxisomales fueron incubadas a 37°C durante 16 h, y después se cargaron en un gel de poliacrilamida

con SDS y se tifieron con nitrato de plata como se indica en el apartado correspondiente (3.9.3.2).

3.12. PEROXIDACION LIPIDICA

La tasa de peroxidacion lipidica se determind midiendo la concentracion de malondialdehido
(MDA) con é&cido tiobarbiturico segun el método de Buege y Aust (1978). Todos los reactivos de este
ensayo se prepararon en agua Milli-Q. Para el ensayo se afiadieron 200 pl de muestra a 1 ml de la
siguiente mezcla de reaccion: &cido tricloroacético al 15% (p/v), acido tiobarbiturico al 0,375% (p/v) y
butilhidroxitolueno al 0,01% (p/v) preparado en HCI 0,25 N. Posteriormente, la mezcla se calentd durante
15 minutos a 95°C con agitacion, se dejo enfriar y se centrifug6 a 2.000 g durante 5 minutos, efectuandose
la lectura de la densidad Optica a 535 nm. La concentracidén de MDA en las muestras problema se calculd

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

3.13. PEROXIDO DE HIDROGENO

La concentracion de perdxido de hidrdgeno en los peroxisomas intactos se determind segun el
método de Frew y col. (1983), basado en la medida a 505 nm de la formacién de una quinona-imina como
resultado de la oxidacion, catalizada por peroxidasa, del fenol y de la 4-aminoantipirina. La mezcla de
reaccion (4 ml) contenia tampdn fosfato potasico 0,1 M, pH 6,9, 4-aminoantipirina 5 mM, fenol 2,5 mM,
peroxidasa de rabano 2 x 10 M y H202 2,5 x 10 M, a la cual se le adicionaban 200 pl de muestra y se
llevaba a un volumen final de 10 ml con agua ultrapura. Después de 5 minutos, se efectu6 la lectura de la
densidad dptica a 505 nm. La concentracion se determind a partir de una recta de calibracion con distintas
concentraciones de H202 (0,625-10 puM).

Para la medida en extractos crudos de hojas se us6 un método fluorimétrico descrito por Creissen
y col. (1999). Los extractos crudos de hojas se prepararon en HCI 25 mM (1/3, p/v) usando un mortero, se
filtraron por dos capas de nylon, y después al filtrado se le afiadio carbon activo con objeto de eliminar
pigmentos que pudieran interferir en la reaccion. El carbdn activo y los pigmentos se eliminaron por
centrifugacion a 5.000 g durante 5 min. El sobrenadante resultante se ajusté a pH 7,0 con NaOH y se
utilizé para medir la concentracion de H20». La mezcla de reaccidn, en un volumen final de 3 ml, contenia
tampon Hepes 50 mM, pH 7,6, acido homovanilinico (HVA) 5 mM y 100 pl de muestra. La reaccion

comenzaba con la adicion de peroxidasa de rdbano 40 uM. La concentracién de H2O, se determind
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midiendo la fluorescencia, en un espectrofluorimetro Shimadzu RF-540, con excitacién a 315 nm y emisiéon

a 425 nm, frente a una curva patron de perdxido de hidrégeno (1-20 pM).

3.14. PRODUCCION DE RADICALES SUPEROXIDO

Se estudio la produccion de radicales superdxido (O27) en las membranas de los peroxisomas
aislados, segun el método descrito por Lopez-Huertas y col. (1999a). El método se basa en la medida a
550 nm de la reduccion del ferricitocromo ¢ por los radicales libres superdxido y su inhibicion en presencia
de SOD. El ensayo se llevo a cabo a 25°C en un volumen de reaccion de 1,1 ml que contenia tampon
fosfato potasico 50 mM, pH 7,8, DETAPAC 0,1 mM, KCN 0,1 mM, Triton X-100 al 0,05% (v/v),
ferricitocromo ¢ 25 UM, y las membranas de peroxisomas. El tamp6n se borboted previamente con aire. La
reaccion se inici6 adicionando NADH 100 puM y la reduccién del ferricitocromo se registré a 550 nm frente
a un blanco con idéntica composicion pero conteniendo CuzZn-SOD 2 pM. La cantidad de radicales
superoxido producidos se calcul6 segun el método de Asada (1984), utilizando un coeficiente de extincion

molar para el citocromo ¢ de 19 x 103 M-! cm-! (Keister y San Pietro, 1963).

3.15. DETERMINACION DE PROTEINAS

La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford (1976) empleando
albumina de suero bovino (ASB) como patron de calibracion. Las muestras se prepararon en un volumen
de 0,8 ml al que se le adicionaron 0,2 ml de una solucién de Bio-Rad (Bio-Rad Protein Assay Reagent).
Transcurridos 5 minutos, se procedi6 a la lectura en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 595

nm frente a un blanco con 0,8 ml de agua destilada.

3.16. DETERMINACION DE CLOROFILA TOTAL

La concentracion de clorofila total se determiné siguiendo el método de Arnon (1949). La clorofila
se extrajo con acetona al 80% (v/v), en oscuridad, centrifugandose después, en frio, a 2.400 g durante 10
minutos. La concentracién de clorofila se determind en los sobrenadantes midiendo la absorbancia a 652

nm frente a un blanco que contenia acetona al 80% (v/v), y mediante la expresion:

Agsz X9

clorofila (mg/ml) =
(mg ) 345xv

donde v es el volumen de muestra en mly Ass2 la densidad dptica a 652 nm.
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3.17. DETERMINACION 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 didmetro 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 midié la conductividad en un
conductivimetro Crison, mod. micro pH 2001. Para cada tratamiento se utilizaron tres réplicas.

3.18. DETERMINACION DE DENSIDAD
La determinacion de la densidad de las soluciones de sacarosa se efectu6 a partir de medidas de
refractometria, a temperatura ambiente, utilizando un refractémetro Atago mod. 500 con capacidad para

medir concentraciones en el intervalo 0-90% de sacarosa (p/p).

3.19. DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILO

Tanto en homogenados como en peroxisomas de hojas purificados por centrifugacion en
gradientes de sacarosa se determinaron los grupos carbonilo como indice de las proteinas modificadas
oxidativamente. Como control positivo, se utilizaron homogenados incubados, durante 2 h, con

concentraciones crecientes de H,0Oz (0-20 mM).

3.19.1. Medida en Solucion

La cuantificacion de grupos carbonilo se efectud segun el método de Levine y col. (1991) basado
en la reaccion de los grupos C=0 con la 24-dinitrofenilhidracina (DNPH) con formacion de 2,4-
dinitrofenilhidrazona que absorbe a 370 nm, segun la reaccion:

Proteina-C=0 [F‘/ » Proteina-C=N-NH-2,4-DNP + H,0O

H,N-NH-2,4-DNP

Se prepararon homogenados de hojas de guisante en tampon fosfato-Na 10 mM, pH 7,4, EDTA 1
mM, Triton X-100 al 0.2% (v/v) y PMSF 1mM, con una relacion 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 proteina se incubaron con sulfato de
estreptomicina al 1% (p/v) durante 20 min para eliminar acidos 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 HCI 2 M. Los blancos se incubaron con HCI sin DNPH. Las proteinas se precipitaron con acido
tricloroacético (TCA) al 10% (p/v) y el exceso de DNPH se elimind por lavados con etanol/acetato de etilo
(1:1). Finalmente, el precipitado se resuspendié en guanidina 6 M preparada en KH.PO4 20 mM a pH 2,3
(ajustado con acido trifluoroacético) y se midio la absorbancia a 370 nm. Como control del contenido de
proteinas, al final del ensayo se midié la absorbancia de los blancos a 280 nm utilizando una curva patrén
de albumina de suero bovino (ASB) preparada en guanidina 6 M. El contenido de carbonilos se calculd
usando un coeficiente de extincion molar para las hidrazonas aliféticas de 22.000 M-'cm-! (Levine y col.,
1990).

Para la cuantificacion de grupos carbonilo en peroxisomas purificados, éstos se sometieron a
choque osmético por dilucion (5 veces) con tampén fosfato potasico 50 mM, pH 7,8, EDTA 1mM, y las
muestras se mantuvieron en agitacion durante 1-2 horas a 4°C. Posteriormente, las muestras se incubaron
con TCA al 10% durante 15 minutos y las proteinas se recuperaron por centrifugacion a 27.000 g durante
1 hora. El precipitado obtenido se resuspendio en tampon fosfato sddico 10 mM, pH 7,4, y se incub6 con
DNPH continuando con el protocolo anteriormente indicado.

3.19.2. Deteccion Inmunoquimica

Se llevo a cabo segun el método de Yan y col. (1998). Los homogenados o fraccién peroxisomal
se incubaron con DNPH 10 mM preparada en HCI 2 M durante 1 hora. Como controles se utilizaron
blancos incubados en HCI sin DNPH. Posteriormente, se precipitaron las proteinas con TCA al 10% (p/v) y
se lavaron con etanol/acetato de etilo (1:1) tres veces como se indicd anteriormente. Finalmente, las
proteinas se resuspendieron en tampdn fosfato-Na 10 mM, pH 7,4, y se cargaron 10 pg en dos geles de
poliacrilamida-SDS, al 12% el gel separador y al 4% el gel concentrador. Uno de los geles se empleo para
la inmunodeteccion, mediante la transferencia a una membrana de PVDF, y el segundo para tincion de
proteinas como control. Las membranas de PVDF se incubaron con anticuerpos comerciales frente a la
DNPH de Sigma (dilucion 1:40.000) y las proteinas 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. Identificacion de Proteinas Oxidadas

Los homogenados y las fracciones peroxisomales derivatizados con DNPH se inmunoprecipitaron
con anticuerpos frente al DNPH, segun Small y col. (1987). Las muestras derivatizadas se incubaron toda
la noche a 4°C en un tampdn fosfato sédico 10 mM, pH 7,2, con NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM y el anti-DNPH
diluido 1:1.000, en un volumen final de 170 pl. Posteriormente, las muestras se depositaron sobre un

68



Material y Métodos

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 resuspendid con 5 pl de NaOH 0,1 N, a lo que se afadieron 40 pl de
tampon de muestra para geles de SDS, 4,25 ul de HCI 0,1 N y finalmente, 1 pl de DTT 0,5 M. Las
proteinas se separaron mediante EGPA-SDS vy se transfirieron a una membrana de PVDF segun se ha
descrito con anterioridad. Las proteinas 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. DETERMINACION DE GRUPOS TIOL (-SH)

La medida de grupos -SH se realiz6é segun 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 tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, con EDTA 1mM y Triton X-100 al 0,2% (v/v), utilizando una
relacion peso/volumen de 1:4. El homogenado se centrifugd a 27.000 g durante 25 minutos a 4°C y el
sobrenadante obtenido se utilizd para los ensayos. Para determinar los grupos -SH totales, 0,5 ml de
sobrenadante se mezclaron con 50 pl de DTNB 0,1 My 0,95 ml de metanol, y tras centrifugar a 12.000 g
durante 10 minutos, se midio la absorbancia de la solucion a 410 nm.

Para la estimacion del contenido en grupos -SH no proteicos se procedio a la eliminacion de las
proteinas en los extractos por precipitacion con TCA al 12% (p/v) y centrifugacién a 12.000 g durante diez
minutos. El sobrenadante obtenido se utilizd para la determinacion de grupos tiol en una mezcla de
reaccion que contenia 1 ml del sobrenadante, 2 ml de Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9, y 50 pl de DTNB 0,1 M,
midiendo la absorbancia a 410 nm después de 5 minutos de incubacion.

La cuantificacion de los grupos -SH totales y no proteicos se efectud utilizando una curva patrén
de L-cisteina (5-40 pg/ul). El contenido de grupos -SH proteicos se obtuvo por diferencia entre los totales

y los no proteicos.

3.21. DETERMINACION DE GLUTATION REDUCIDO Y OXIDADO

Se siguié el método de Farris y Reed (1987) basado en la reaccion del iodoacético con los grupos
tioles libres para formar derivados de S-carboximetilo. Posteriormente se realizaba una derivatizacion
cromofora de los grupos amino con el reactivo de Sanger con la consiguiente formacion de derivados de
2,4-dinitrofenilo que se detectaban por HPLC. La separacion se realizd por intercambio iénico en columna
de fase reversa con superficie de grupos 3-aminopropilos y el solvente A (70% metanol/H20) se utilizaba

para eluir rapidamente el exceso de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno, los DNP derivados de aminoacidos
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basicos y neutros y el 2,4-dinitrofenol. Por otro lado, el &cido acético del solvente B, a pH 4,5-4,6, se utilizd
para mantener los grupos amino de la columna en forma protonada, y asi permitir la evolucién selectiva de
los dinitrofenil derivados (DNPd) de &cidos incrementando las concentraciones de sodio o acetato
amonico.

Se obtuvieron extractos de hojas en acido perclérico al 6% (v/v) preparado en H.O Milli-Q
conteniendo acido batofenantrolindisulfénico (BPDS) 1mM y el glutation se extrajo de los mismos,
incubando estos extractos durante 30 minutos en hielo, tras lo cual se centrifugé a 12.000 g durante 10
minutos. El sobrenadante se congeld y se procedié a su derivatizacion tras su descongelacion. De acuerdo
con el método de Farris y Reed, y usando y-glutamil-glutamato (y-Glu-Glu) como patron interno, la
derivatizacién se llevd a cabo mezclando: 250 pl del extracto acido descongelado, 50 pul de y-Glu-Glu 0,2
mM preparado en é&cido perclorico 0,3% (v/v) y 25 pl de acido iodoacético 0,1 M preparado en una
solucion acuosa de m-cresol purpura 0,2 mM. La mezcla se llevo a pH 8,5-9 con una solucién de KOH 3M-
Mops 0,3 M que se afiadia gota a gota, agitando bien las muestras y comprobando el pH, y se incubd
durante 25 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad. Posteriormente, se centrifugd a 15.000 g
durante 5-10 minutos a 4°C. Se recogieron 100 pl del sobrenadante que se mezclaron con 200 pl de
fluorodinitrobenceno (FDNB) (preparado al 1% v/v en etanol), y esto se realizd por duplicado para cada
muestra. Tras la incubacién a temperatura ambiente y en oscuridad durante 12 horas, se afiadio lisina 0,03
M para que reaccionara con el FDNB libre que pudiera dafiar a la columna, y las muestras se sometieron a
liofilizacién durante 4-5 horas. Al finalizar ésta, se mantuvieron a =20 °C hasta su posterior cuantificacion
por HPLC. Para ello, las muestras se resuspendieron en 100 pl de fase mévil A (70% metanol) y se les
afiadio 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 extraia rutinariamente una alicuota de la
muestra con el mismo &cido conteniendo BPDS y N-etiimaleimida (NEM) 40 mM, antes de la
derivatizacién. El porcentaje de oxidacion del GSH durante el proceso se calculaba de la diferencia de
contenido de GSSG de la muestra extraida en ausencia y en presencia de NEM. La deteccion se realiz6 a
365 nm en un HPLC Shimadzu, pasando la muestra por una columna 3-aminopropilo de intercambio iénico
y de fase reversa. Antes de inyectar, las muestras resuspendidas se centrifugaron a 12.000 g durante 2
min para eliminar posibles particulas que pudieran obstruir la columna. Tras la inyeccion de la muestra
derivatizada (20 pl), la fase movil A (70% metanol/H,0) se mantenia en un 80% durante 7 min,

correspondiendo el 20% restante a la fase movil B (acetato sddico 0,5 M en metanol al 70%).
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Posteriormente se mantenia un gradiente linear creciente de la fase mévil 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 movil B se
mantenia en un 99% durante 8 minutos hasta que eluia el GSSG. Tres minutos mas tarde se volvia a la
proporcion de 80% de A y se mantenia durante 22 minutos antes de inyectar la siguiente muestra a fin de

equilibrar la columna con esas proporciones.

3.22. DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO

El ascorbato se determind a partir de extractos acidos, obtenidos igual que en el apartado anterior,
por HPLC tal y como describen Castillo y Greppin (1988). La fase movil utilizada para la determinacion
consistio 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 Cig (Waters) y filtradas por un filtro de 0,5 pm (Millex GVs3,
Millipore). Posteriormente se inyectaron en una columna Apex octadecil de 5 um de didmetro y 25 cm de
longitud, a un flujo de 1 ml/min. La deteccidn se realizo a una longitud de onda de 254 nm en un HPLC
Shimadzu LC-10 AS con un detector SPD-10AV. El sistema se calibré por medio de un patron externo,

utilizando una curva de calibracion compuesta por distintas concentraciones de &cido ascérbico.

3.23. MICROSCOPIA OPTICA Y ELECTRONICA
3.23.1. Preparacion de las Muestras
3.23.1.1. Estudios Estructurales

Las hojas de guisante se cortaron en piezas de aproximadamente 1 mm? en una solucion de
glutaraldehido al 2,5% (v/v) preparada en tampdn fosfato potasico 50 mM, pH 6,8, y se mantuvieron
durante 2 horas y 30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron fijadas posteriormente en
0s0g4 al 1% (v/v) preparado en tampon cacodilato sédico 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 tifieron con azul de metileno para su observacion al microscopio optico y cortes
ultrafinos que se contrastaron con citrato de plomo y acetato de uranilo para su observacion en un

microscopio electronico de transmision Zeiss EM 10C.
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3.23.1.2. Para Inmunocitoquimica

Los cortes de hoja (1 mm2) se fijaron en una solucién de glutaraldehido al 0,2% (v/v) y p-
formaldehido al 4% (p/v) en tampdn Pipes-KOH 50 mM, pH 7.4, durante 1 hora a 4°C. Los cortes se
lavaron tres veces con el mismo tampén y se deshidrataron en series escalonadas de etanol (30-100%;
vlv) con intervalos de 20 min. A partir del 70 % de etanol, las muestras se mantuvieron a -20°C. Después
de la deshidratacion, los cortes fueron infiltrados en series graduales de resina LR White (LRW) en etanol
(25-100%; v/v) con intervalos de 4 horas e infiltracion final de 12 horas. La polimerizacion se realizé a -20°C

en luz ultravioleta.

3.23.2. Deteccion de Muerte Celular (Técnica TUNEL)

Para la deteccion de muerte celular se emple6 la técnica TUNEL (TdT-mediated X-dUTP nick end
labelling) utilizando el método de Boehringer Mannheim que permite la observacion al microscopio dptico
de apoptosis en células individuales. El método esta basado en la deteccion de roturas de la cadena de
ADN que ocurren en los primeros estadios de la apoptosis. Para ello se utilizaron muestras preparadas en
resina LRW. Los cortes se permeabilizaron con proteinasa K (10-20 pg por ml de Tris-HCI 10 mM, pH 7,6)
durante 30 min a temperatura ambiente, tras lo cual, se lavaron con tampén PBS (fosfato potésico 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 reaccion que contenia fluoresceina-dUTP y desoxinucleotidil transferasa (TdT), que
cataliza la unién de los desoxirribonucledtidos al extremo 3’ de las cadenas de ADN, tanto simples como
dobles. En estas condiciones, la TdT cataliza la adicion de los nucledtidos marcados con fluoresceina a
los extremos 3’ de las cadenas de ADN dafiadas y, después de lavar con PBS, se puede observar la
emision de fluorescencia en estas zonas. Para amplificar la sefial se puede utilizar un anticuerpo frente a
la fluoresceina, 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 optico.

3.23.3. Deteccion de Oxido Nitrico (NO")

Se incubaron cortes de hojas, de 25 mm?2, en una solucion de 10 uM de diacetato de
diaminofluoresceina (DAF2-DA) de Calbiochem, preparada en tampon Tris-HCI 10 mM, pH 7,4. El tiempo
de incubacién fue de 1 h y se realiz6 en oscuridad y a temperatura ambiente. A continuacién se lavaron los
cortes con el mismo tampén dos veces (durante 15 min) y se incubaron en una solucién de sacarosa al
30% (p/v) durante 12 horas. Una vez realizados los cortes, se observaron con el microscopio laser
confocal a una longitud de onda de 495-515 nm segun Pedroso y Durzan (2000).
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Para inhibir una fuente endégena importante de NO, la actividad dxido nitrico 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 incubacién con DAF2-DA.

3.23.4. Identificacién Citoquimica de Peroxisomas

Para la identificacion de peroxisomas en cortes ultrafinos se siguié un método basado en la
actividad peroxidasica de la catalasa sobre la diaminobencidina (DAB), segun describen Palma y col.
(1991). El producto de la oxidacion de la DAB por la catalasa y el H2O2 forma un precipitado con el OsOq4
que presenta una alta densidad electronica facilmente reconocible. Las muestras se fijaron inicialmente
con glutaraldehido al 0,5% (v/v) preparado en tampdn fosfato potasico 50 mM, pH 6,8, durante 2,5 horas a
temperatura ambiente, lavando después con el mismo tampdn. Posteriormente, se incubaron a
temperatura ambiente y en oscuridad, durante 1 h, en una solucién de DAB de 2 mg/ml preparada en Tris-
HCI 50 mM, pH 9,0. Después, las muestras se incubaron a 37°C en oscuridad durante dos horas en una
solucion recién preparada de DAB (2 mg/ml) y H20; al 0,02% (v/v), tras lo cual, se lavaron con tampon
fosfato potasico 50 mM, pH 6,8, y se deshidrataron en una serie escalonada de etanol del 30 al 100%
(v/iv). 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 electroncio de transmision Zeiss ME 10C.

3.23.5. Citoquimica de H2O>

Se utilizb el método descrito por Bestwick y col. (1997). Las hojas de guisante se cortaron en
piezas de aproximadamente 1 mm?2 y se incubaron en una solucién de CeCls 5 mM en tampdn Mops 50
mM, pH 7,2, durante 1 h y se siguidé el mismo protocolo de preparacién de muestras en resina Spurr
descrito en el apartado 3.23.1.1. Como controles negativos, previamente a la incubacién con CeCls, se
incubaron cortes de hojas con catalasa de higado bovino (25 pg/ml), y también se utilizaron cortes
incubados en tampdn y en ausencia de CeCls. Para determinar el efecto de inhibidores sobre la formacién
de precipitados de H20, las muestras se incubaron previamente con los mismos durante 30 min. Los
inhibidores utilizados fueron azida sddica 1 mM vy difeniliodonio (DPI) 10 pM. Los cortes ultrafinos se

contrastaron con citrato de plomo y acetato de uranilo para su observacion al microscopio electrénico.

3.23.6. Citoquimica de Radicales O:~
Las hojas de guisante se cortaron en piezas de aproximadamente 1 mm? y se incubaron en una
solucién de diaminobencidina (DAB) 2,5 mM y MnClz 0,5 mM en tampon Hepes 0,1 M, pH 7,2, con azida

sodica 1mM durante 30 min (Steinbeck y col., 1993). Como controles de la reaccién 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
MM para comprobar la especificidad de la reaccion. Posteriormente, las muestras se procesaron segun se

ha descrito en el apartado anterior.

3.23.7. Microanalisis de Rayos-X

Para localizar la presencia de acumulos de Cd a nivel subcelular en hojas de guisante, se
prepararon muestras en resina Spurr, siguiendo basicamente el método descrito en el apartado 3.23.1.1.
Para prevenir las movilizaciones de Cd durante el proceso, se utilizaron dos métodos de inmovilizacién de
cationes: con piroantimoniato potasico y por fijacion con NazS. En el primer caso, los cortes se incubaron
durante 2 horas en una solucion 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) (Vazquez 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 utilizaciéon de Na.S, los cortes se incubaron durante dos horas en una solucién
con glutaraldehido al 4% (v/v) preparado en tampon cacodilato-Na 50 mM, pH 7,2, con NazS al 4% (p/v).
Posteriormente, las muestras se lavaron dos veces con tampon (15 min cada vez) y se deshidrataron en
etanol para ser embebidas en resina.

Independientemente del método de inmovilizacion de cationes utilizado, se omiti6 la postfijacion
con OsO4 para prevenir interferencias. Los cortes se recogieron en rejillas de niquel y se contrastaron
exclusivamente con acetato de uranilo. La observacion se realizd en un microscopio Philips HRT de 200
kV con sistema microanalitico EDAX.

3.23.8. Microscopio electronico de barrido

Las hojas de guisante se fijaron en glutaraldehido al 5% (v/v) preparado en tampon cacodilato-Na
0,1 M (pH 7,2), se cortaron y deshidrataron en series de etanol (30-100%, v/v), llevdndose al punto critico
con diéxido de carbono. Las muestras fueron sometidas a un bafio de oro para ser observadas en un

microscopio electronico de barrido Carl Zeiss DM950, a 20 kV.
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3.24. DETECCION HISTOQUIMICA DE LA PRODUCCION DE RADICALES
O:" Y DE H20: EN HOJAS COMPLETAS
3.24.1. Produccion de Radicales O2~

Hojas completas de plantas de guisante se infiltraron a vacio (dos golpes de 5 min) con tampdn
fosfato potasico 50 mM, pH 6,4, con NBT al 0,1% (p/v) y azida sédica 10 mM. Posteriormente, las hojas se
incubaron en la luz durante 30 minutos, hasta la aparicion de manchas oscuras debidas a la formacién de
azul de formazano como consecuencia de la reduccion del NBT por los radicales Oz (Schraudner y col.,
1998). Como control de la reaccién se utilizd tetrametilpiperidonoxi (TMP) 1 mM que actla como un

secuestrador de radicales superoxido.

3.24.2. Produccion de H20;

Hojas enteras de plantas de guisante se infiltraron a vacio (dos golpes de 5 min) con tampén 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 oxidacion del DAB por el H202. Como control de la reaccion, las hojas antes y durante

la infiltracion con DAB, se incubaron en presencia de ascorbato 1 mM que actua eliminando el H20-.

3.24.3. Efecto de Moduladores sobre la Produccion de H2O2 y O2"

Para determinar el efecto de distintos inhibidores y activadores sobre la produccion de H20, y Oz,
las hojas de guisante se incubaron por inmersion de los peciolos durante 3-18 horas, en distintas
soluciones acuosas conteniendo los siguientes compuestos: cantaridina 5uM (inhibidor de protein
quinasas), LaCls 1mM (bloqueante de canales de calcio), &cido salicilico 1mM, N-acetil-cisteina 20mM
(secuestrador de H20), nitroprusiato de sodio 0,5 mM (donador de NO), 2-fenil-4,4,5,5-
tetrametilimidazolina-1-oxil-3-0xido (PTIO) 150 pM (secuestrador de NO), 8-Br-cGMP 100 uM (donador de
GMP ciclico), 1H[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ) 200 puM (inhibidor de GMP ciclico) y
tetrametil piperidinooxi (TMP) 1mM (secuestrador de radicales Oz"). Tras la infiltracién, se estudié la
produccidn de radicales Oz y de H202 segun se ha indicado anteriormente. Como controles se utilizaron

hojas infiltradas con H20.
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3.25. ENSAYOS DE MUERTE CELULAR EN HOJA COMPLETA

Como marcador de muerte celular en hoja se utilizé el colorante impermeable, “Evans blue”, que
solo penetra en las células que tienen dafiada la membrana. Se sumergieron los peciolos de las hojas de
guisante en una solucidn de “Evans blue” al 0,25 % (p/v) en agua destilada durante 20 horas. Pasado este
tiempo, las hojas se decoloraron por inmersién en etanol hirviendo para una mejor observacion del
colorante. Para la cuantificacion del “Evans blue” que penetra en la hoja, se procedi6 a la extraccion del
mismo a partir de discos foliares procedentes de las hojas infiltradas, mediante maceracién a 50°C 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 dptica del sobrenadante a 600 nm.

3.26. EXTRACCION, CUANTIFICACION Y ANALISIS ELECTROFORETICO
DEL ADN

La extraccion de ADN de las hojas de guisante se realizd 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
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. Este se pesé inmediatamente y se le afiadié el medio de
lisado precalentado a 65°C. Posteriormente, las proteinas y polisacaridos eran precipitados con altas
concentraciones salinas y centrifugados en tubos de microcentrifuga con filtro obteniéndose un lisado con
el ADN. Este, se transfirid a un tubo de microcentrifuga nuevo al que se le afiadié tampon de unién y
etanol que favorece la adhesion del mismo a la membrana de gel de silice. Se centrifugd y se lavé para
eliminar més eficientemente los polisacaridos y proteinas, y finalmente se obtuvo el ADN tras eluirlo con
agua esteril o con tampon TE de baja concentracion salina (Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, con EDTA 1 mM).

s
r'oTur'a " eTunoI " unién l g”g
Tisadoy ¥ % del ADN
precipftado Iavados x2 = elucién Il'i'—

Fig. 3.2 Extraccion del ADN de hojas segtn el protocolo de Quiagen (DNAeasy Plant
Mini Kit). EI ADN se eluyé con H,0.

[ |

La cuantificacion del ADN en solucion se estimé diluyendo el ADN con agua esteéril y midiendo su
absorbancia 260 nm, asumiendo que una unidad de densidad Optica a esta longitud de onda es
equivalente a 50 ug /ml de ADN de cadena doble. Para comprobar la posible contaminacion por proteinas
se hizo un barrido entre 200-300 nm lo que permitié determinar la relacion de las absorbancias Azso/Azso,

indicativo de la pureza del ADN cuando este cociente tiene un valor entre 1,7-1,9.
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La separacion de fragmentos de ADN en base a su tamafio, con fines analiticos o preparativos, se
llevd 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 tampon TBE (Tris 89 mM, &cido bérico 89 mM y EDTA 1mM, pH 8,0). Las muestras de
ADN se mezclaron con 0,1 volumenes de tampdn 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 someti6 a un voltaje de 75 V
durante 1 hora. Finalmente, el gel se tifid 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 tampon TBE. A las muestras de ADN se les afiadio
0,1 vol del mismo tampon de carga y se introdujeron en el gel al que se le aplicd un voltaje constante entre
40 y 60 V. Posteriormente los geles se tifieron con bromuro de etidio 0,025% (p/v) durante 30 min para

visualizar el ADN con luz UV.

3.27. EXTRACCION, CUANTIFICACION Y ANALISIS ELECTROFORETICO
DEL ARN

El ARN total se extrajo de las hojas de guisante utilizando una solucion monofasica 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 nitrégeno liquido y
conservadas a -80°C) se homogeneizaron en un mortero en presencia de nitrégeno liquido hasta obtener
un polvo fino. Inmediatamente se peso el polvo y se le afiadio la solucién de TRIzol (1 ml por cada 0,1 g de
tejido) y se incubaron a 15-30°C durante 5 minutos. A continuacién se afiadié cloroformo (0,2 ml por cada
ml de TRIzol) agitando vigorosamente durante 15 segundos e incubando durante 2-3 minutos a 15-30 °C,
para después centrifugar a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. Se obtuvieron dos fases, una organica, de
fenol-cloroformo, y otra acuosa, donde se quedd exclusivamente el ARN. Esta fase se recuperd y se
mezcld con isopropanol puro, se incubd durante 10 minutos y se centrifugd a 12.000 g durante 10 minutos
a 4°C. Asi, se obtuvo un precipitado de ARN que se lavé con etanol al 75 % (v/v) (al menos 1 ml por ml de
TRIzol utilizado) y posteriormente se volvid a precipitar centrifugando a 7.500 g durante 5 minutos a 4°C.
Finalmente, se dejo secar el precipitado al aire durante unos minutos y se resuspendié el ARN en agua
tratada previamente con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1% (v/v) para inactivar posibles ARNasas (20-40
ul x 0,1 g* de tejido).

La cuantificacion del ARN en solucidn se estimo a partir de la absorbancia a 260 nm, asumiendo
que una unidad de densidad 6ptica a esta longitud de onda equivale aproximadamente a 40 ug /ml de
ARN. Para ello se realiz una dilucion del ARN en agua tratada previamente con DEPC y se midio6 la

absorbancia entre 200-300 nm para comprobar posibles contaminaciones de proteinas, ademas de
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determinar la relacion de las absorbancias Azso/A2so, indicativo de la pureza del ARN cuando esta entre 1,8
y 2,0.

El ARN procedente de las hojas de guisante se analizé en geles de agarosa-Mops al 1,2% (p/v) en
presencia de formaldehido al 1,8% (v/v) segun Sambrook y col. (1989). Las muestras de ARN se
calentaron a 65°C durante 15 minutos y se prepararon en una solucion de tampon Mops 20 mM, pH 7,0,
acetato sédico 5 mM y EDTA 1 mM, formaldehido 6,5% (v/v) y formamida 50% (v/v), después de lo cual se
calentaron a 55°C, durante 10 minutos y se les afiadi6 0,1 volumenes de tampdn 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 tampén y con formaldehido al 1,8% (v/v). Para ello
se disolvid la agarosa por calentamiento en 85 ml de agua, y después de haberse enfriado un poco la
solucion, se le afadio 10 ml de tampdn Mops 10x y 5 ml de una solucion de formaldehido al 37% (v/v). La
electroforesis se llevo a cabo en tampon Mops a 40 V durante 3 horas aproximadamente, hasta que el azul
de bromofenol del tampon de carga recorrid las % partes del gel.

La transferencia de las muestras de ARN a membranas de nylon, después de la electroforesis
(Northern), se llevd a cabo basicamente como se indica en Sambrook y col. (1989). Una vez terminada la
electroforesis del gel de agarosa, éste se lavd y equilibré en SSC 10x (NaCl 1,5 M, citrato sddico 0,15 M a
pH 7,0) durante unos 20 minutos con un par de cambios de solucién. Posteriormente, se transfirié a una
membrana de nylon (BioRad) por un proceso de capilaridad. Para ello, el gel se colocé sobre un puente
de papel de filtro que se sumergi6 por ambos extremos en una solucion SSC 10x. Sobre el gel se colocd la
membrana de nylon, del mismo tamario, y sobre ella 6 papeles de filtro (Whatman 3 MM) cortados con el
mismo tamario del gel, al igual que la pila de papel absorbente que se colocd encima. Se dejé transcurrir la
transferencia capilar durante unas 12 horas (Fig. 3.5). Posteriormente, se recogié la membrana, se
enjuagd con SSC 2x y se dejé secar al aire, tras lo cual se fijo el ARN a la membrana con un tratamiento
de luz ultravioleta a 0,12 J/cm?2 (dos pulsos) con un transiluminador Vilbert-Lourmat (Bio-link BLX-254).
Finalmente, la membrana se tifid con azul de metileno 0,04% (p/v) preparado en acetato sodico 0,3 M, pH
5,6, para comprobar la eficiencia de la transferencia (Sambrook y col., 1989).
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3.28. DETECCION DE ARNm CON SONDAS DE ADN MARCADO
RADIOACTIVAMENTE

Las membranas después de la transferencia del ARN se utilizaron para la deteccion y
cuantificacion de ARNm especificos 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 especificos o por digestidn con endonucleasas, los fragmentos que serian utilizados como

sondas y que serian marcados con 32P tal y como se indica en el apartado 3.28.3.

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

Gen Vector Cebadores/Enzimas Tamafo  Referencia

de restriccion (pb)

F: 5-ACMMGAARCACCAYCARACTTA-3' Dra. B Zilinskas, Rutgers
Mn-SOD pBluescript 435 Univ., New Jersey

R: 5-TGSARGTAGTAGGCATGYTCCCA-3 Ruiz.Lozano y col, (2001)

F: 5-AACGTGGTTGTTGGAGG-3'

i Murthy and Zilinskas (1994
MDHAR  PBIUeSGPl . 5 ACGGGAATAGAAGTATGGAAGGS O g (1954

F: 5-CCTGGACTTCATGGCTTCCAT-3'

- uc 580 Isin y col. (1990)
Cuzn-SOD R: 5-TCTTCCGCCAGCGTTTCCAGTG-3
GR pKSll BamH | 1900 Stevens y col. (1997)
CAT puC EcoR | 1200 Isin y Allen (1991)
APX pGEM EcoR I/Hind Il 1200 Bunkelmann y Trelease (1996)

M: (A/C); R: (GIA); Y: (T/C); S: (GIC)

3.28.2. Transformacion y Aislamiento de los Plasmidos

El método utilizado para la transformacién de bacterias fue el descrito por Lucotte y Baneyx
(1993). Las bacterias competentes E. Coli DH5a, se conservaron a -80°C, se sacaron y cuando
empezaron a descongelarse se afiadieron 20-200 ng del plasmido de interés (2-5 pl) y se dejaron 30
minutos a 4°C. Posteriormente, se calentaron las células a 42°C durante 90 segundos. Luego se afiadieron
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 37°C de 1-2 horas en un agitador orbital (Gallenkamp) a 170 rpm. Cuando se
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alcanz6 una densidad optica a 600 nm (DOgoo) de 0,6 se distribuyeron homogéneamente 50 pl de
suspension en una placa de Petri con LB 1x, ampicilina 100 pg/ml, y agar al 2% (p/v) y se dejaron crecer
las bacterias durante 12-16 horas a 37°C.

Utilizando estos cultivos se inici6 el aislamiento del plasmido (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 pg/ml) que se
mantuvieron en un agitador orbital a 170 rpm y 37°C hasta que alcanzaron una DOggo 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 resuspendio en 250 pl de tampdn Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, con
EDTA 10 mM y 100 pg/ml de ARNasa A. Posteriormente, se afiadieron 250 pl de solucién de lisis (NaOH
0,2 My SDS al 1% (p/v)), 10 pl de una solucion alcalina con proteasas (para inactivar endonucleasas y
degradar proteinas) y 350 pl de solucion de neutralizacion (acetato potésico 0,759 M, guanidina-HCI 4,09
My acido aceético glacial 2,12 M, a un pH aproximado de 4,2), y se centrifugd a 14.000 g durante 10
minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirié a una columna suministrada por el método
de Promega, con una resina a la que se uni6 el ADN, y se centrifugdé a 14.000 g durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Después se afiadieron 750 pl de solucion de lavado (acetato potasico 60 mM y
Tris-HCI 10 mM a pH 7,5, con un 60% (v/v) de etanol) y se volvi6 a centrifugar a 14.000 g durante 1 minuto
a temperatura ambiente. Se repitié el paso anterior con 250 pl de solucién de lavado y se centrifugd en
las mismas condiciones durante 2 minutos. Finalmente, se eluyd el ADN con agua y se centrifugé a 14.000
g durante 1 minuto a temperatura ambiente, conservandose el ADN plasmidico a —20°C.

Tampén (RNasa) aD
. Sol. lisis
cultivo de " ’ Sol._alcalina
bacterias {  l(proteasas) U } U } U } | U ) |
| {'sol |

neutralizacion

Fig. 3.3 Obtencién del ADN plasmidico a partir de un cultivo de bacterias. Todas las
centrifugaciones se realizaron a 14.000 g y el dltimo precipitado se lavé dos veces tras
lo cual se recuperé el ADN plasmidico con H,0

La comprobacion de la presencia y del tamafio de los insertos se llevo a cabo, en unos casos,
mediante el analisis de los mismos en geles de agarosa no desnaturalizantes. Para ello, se digiri6 el ADN
plasmidico con las enzimas de restriccién correspondientes, siguiendo el protocolo que se detalla a

continuacion: 7,5 pl de agua, 1,0 ul de ADN, 1,0 ul de tampon 10x de la enzima de restriccion y 0,5 pl de
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enzima de restriccion (5 unidades y siempre considerando que el volumen de la enzima debe ser menor
del 5% del volumen de digestion para evitar su inhibicion). Se incubd la mezcla a 37°C, durante al menos 2
horas. En otros casos, se recurrio a la amplificacion por PCR con cebadores especificos para las sondas
correspondientes. Para la separacion de los distintos fragmentos de ADN se recurrio 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 utilizd un método de Qiagen
(“Quiaex II") (Fig. 3.4), basado en la extraccion y purificacion de ADN de los geles de agarosa en tampén
Tris-acetato/borato con EDTA sin utilizar la extraccion con fenol ni la precipitacion con etanol como suele
ser habitual. Se utilizan particulas de silice optimizadas para recuperar fragmentos de ADN. Las moléculas
de ADN se adsorben a las particulas de silice en presencia de altas concentraciones salinas y el resto de
moléculas se lavan en diferentes pasos, evitando asi contaminaciones. Finalmente, el ADN se eluy6 con

agua.

Gel + V_» _V_> _U_> —> T
1=
Particulas Quiaex II b Q
unién recuperacuon lavados elucnon fm%rktlagmge

Fig. 3.4 Extraccidn y purificacion de ADN de los geles de agarosa con particulas de silice
(Quiaex II) optimizadas para recuperar fragmentos de ADN. Las moléculas de ADN se
adsorben a las particulas en presencia de altas concentraciones salinas y el resto de
moléculas se lavaron en diferentes pasos, evitando asi contaminaciones. Finalmente, el
ADN se eluyé con agua.

3.28.3. Marcaje de las Sondas

Se utilizd un método comercial de Amersham Pharmacia Biotech (“Rediprime™ II”), que permite
un marcaje aleatorio de una secuencia de nucleétidos 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 reaccién que utiliza
la enzima Klenow polimerasa se sustituyen nucleétidos no radioactivos por el equivalente marcado
radioactivamente. El fragmento de ADN aislado, con una concentracion de 2,5-40 ng en 45 pl de tampdn
TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1mM), se desnaturalizé a 95°C durante 5 minutos y se colocé en hielo
durante otros 5 minutos. Este ADN se afiadi¢ a la mezcla de reaccion (enzima Klenow y nucledtidos) y 5 pl
de la mezcla de nuclettidos marcados (Redivue [¥2P] dCTP) y se incubaron a 37°C durante 1 hora. La
reaccion se paré con 5 pl de EDTA 0,2 M. Los nucleétidos marcados no incorporados fueron eliminados

con unas columnas de filtracion por gel de Boehringer (“Mini Quick Spin™”). Antes de usar el fragmento de
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ADN marcado como sonda, se volvi6 a calentar a 95 °C durante 5 minutos y se puso en hielo otros cinco
minutos. A continuacion se afiadio esta sonda marcada a la solucion de hibridacion (14 pl por cada 5 ml
de solucién de hibridacion).
3.28.4. Proceso de Deteccion de ARNm

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

Los tubos se introdujeron en el horno de hibridacion durante dos horas a una temperatura de 65°C
(para sondas homdlogas) o de 42°C (para sondas heterdlogas). Después se sustituyé la solucion por una
nueva que contenia la sonda marcada con 32P, obtenida tal y como se indicé en el apartado anterior, y se

incubaron los tubos a la misma temperatura durante toda la noche.

Fig. 3.5 Técnica de Northern-blot
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Para sondas heterdlogas se realizaron dos lavados con salina i Membrana
SSPE 5x (SSPE 20x: NaCl 3M, NaH.PO4 0,2 My EDTA 20 cel
mM, pH 7,4) y con SDS al 2,5% (p/v) durante 5 minutos
Hibridacién e .
cada uno, seguido de un lavado con SSPE 1x y SDS al con SO”da\‘L DNA transferido a la

0,5% (p/v) durante 10 minutos, todo a temperatura =
ambiente. Para sondas homoélogas se realizaron dos
lavados con SSPE 1x y SDS al 0,5% (p/v) durante 5
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0,1% (p/v) durante 10 minutos, cada uno a 65 °C.

La deteccion de las sefiales de hibridacion se

para la emision de radiaciones 3, de Amersham Pharmacia

Biotech (“Hyperfilm MP™") aunque en algunas ocasiones fiE=t
Autorradiografia

se utilizd un “Fosfo-Imager” de la casa comercial Bio-Rad

(GS-505)y un detector de la misma casa (GS-525).
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4.1. EFECTO DEL CADMIO EN PLANTAS COMPLETAS Y HOMOGENADOS
DE GUISANTE

Con el fin de seleccionar la concentracién adecuada de Cd2* para abordar posteriores estudios
bioquimicos y subcelulares, se efectud un anélisis inicial del efecto de diferentes concentraciones de Cdz2*
sobre algunos parametros fisiolégicos y el metabolismo oxidativo. Para ello, se cultivaron plantas de
guisante (Pisum sativum L.) con concentraciones crecientes de CdCl, (0-50 puM), segun se ha indicado en

el primer apartado de Material y Métodos.

4.1.1. Parametros Fisiolégicos

La produccion de biomasa vegetal, expresada como peso fresco del brote junto con la raiz, se
encontraba afectada de forma significativa (P<0,01) por los niveles de Cd?* aplicados en la solucion
nutritiva (Tabla 4.1). La mayor produccion correspondia al crecimiento en ausencia de Cd, mientras que el
mayor nivel aplicado de Cd2* (50 uM) determinaba la menor cosecha y se observaba una disminucion
progresiva de la misma en funcién del nivel de cadmio aplicado a la solucion nutritiva, si bien las
diferencias de los tratamientos con 10 y 20 uM de Cd2* no eran significativas con respecto al control. El
efecto de los tratamientos sobre el desarrollo del area foliar resultaba ser altamente significativo (P<0,001).
También en este caso, la mayor superficie foliar correspondia a la ausencia de Cd?*, mientras que la

menor superficie correspondia al tratamiento con Cd?* 50 uM (Tabla 4.1).

Tabla 4.1 Efecto del CdCl, 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) segln el test de Duncan
para variables mdltiples. g.p.f., gramos de peso fresco; g.p.s., gramos de peso seco

CdCl; Brote Brote Areafoliar Hojas Tallos Raices
(uM) (g.p.f./planta)  (g.p.s./planta) (cm?) (g.p.s.) (g.p-s.) (g.p-s.)
0 270,0° 24,48 ° 4340° 995° 8547 508
10 234,5 % 22,04 *° 3861 ° 869° 721° 6,147
20 212,4 18,74 " 3013° 6,98° 551° 6,76°
30 201,7 "™ 17,39 ° 2633 ° 6,23 4,46 6,70°
40 170,6 * 15,44 * 2410° 536° 428 580°%
50 128,8 ¢ 12,44 “ 1595° 3,80¢ 387°% 439°
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La aplicacién de diferentes niveles de cadmio a la solucién nutritiva ejercia también un efecto
altamente significativo (P<0,001) sobre el peso seco de las hojas de guisante, asi como de los tallos
(Tabla 4.1). ElI mayor crecimiento correspondia al cultivo realizado en ausencia de cadmio, y su
disminucion empezaba a ser significativa en los tallos con 10 puM de Cd?*, mientras que en hojas la
reduccion comienza con 20 uM de Cd2*. Por el contrario, el crecimiento de la raiz en peso seco, no
experimentaba ningun efecto significativo como consecuencia del tratamiento con cadmio, exceptuando la
concentracion de 50 pM de Cd?* que producia una disminucién significativa con respecto a los demas
tratamientos (Tabla 4.1). A esta concentracién de cadmio se apreciaba una reduccién especialmente de

las raices laterales, asi como un oscurecimiento o pardeamiento de las mismas (Fig. 4.1 B).

0O pM Cd 50 pM Cd #*

Fig. 4.1 Efecto del CdCl, sobre el crecimiento de plantas
de guisante. A) Efecto sobre la parte aérea; B) Efecto
sobre raices

La inhibicion del crecimiento iba acompafiada de una disminucion significativa en la tasa
fotosintética, expresada en uM de CO. m2 s! (Tabla 4.2). A medida que se iba incrementando el aporte de
Cd a la solucidon nutritiva, se manifestaba una progresiva disminucion de la tasa fotosintética, que se
encontré muy acusada (de hasta seis veces) en las plantas tratadas con 50 uM de Cd?2*. La transpiracion

de las plantas, expresada en mM de H.O m2 s, también se veia afectada de forma altamente significativa
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(P<0,001) por la concentracion de Cd?* en la solucidn nutritiva, existiendo una disminucién 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 concentracion de Cd en el medio de cultivo, mostraba

disminuciones altamente significativas (P<0,001) (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Efecto del tratamiento con CdCl, sobre la fotosintesis neta, la
eficiencia en el uso del agua y ftranspiracién 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) segln el test de
Duncan.

cdcl Tasa Eficiencia en el uso Tasa de

( M)2 fotosintética del agua transpiracion
H (uM CO, m?s™) (nmol CO, mM™* H,0) (MM H,0 m?2s™)
0 12,20 ® 4872 ° 2,522

10 8,48° 3970° 2,14°

20 6,46 ° 3625 ° 1,79 °

30 5,03 ¢ 3052 ¢ 1,65°

40 4.14° 2492 © 1,66 °

50 1,84 ' 1318 1,42 °

En las plantas tratadas con Cd?* también se observé una reduccién en el contenido de clorofila de

las hojas que era dependiente de la concentracion de Cd2* en la solucién nutritiva, y esta disminucion era

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

80

40

20

120,

100 -

60 -

ug clorofila mi-2

MDSI Fig. 4.2 Efecto del cadmio sobre el
contenido de clorofila de las hojas de
guisante. Cada valor representa una
media de tres réplicas y las barras de
error representan el error estdndar de
la media (ESM). MDS es la minima
diferencia significativa segin el test
de Duncan (P<0,05).

0 10 20 30 40 50
cdcl, (uMm)
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4.1.2. Distribucion de Nutrientes en la Planta

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

Tabla 4.3. Efecto del tratamiento con CdCl, sobre el contenido de metales en hojas y en
raices de plantas de guisante. Los resultados se expresan como pg fotales 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) segln el test de Duncan de variable mdltiple.

cdcl, (M)
0 10 20 30 40 50
ug
Hojas Cd  6,00° 59,310 84,42°  9570° 115700  205,29°
Cu 3385 40,022 350200 3224®  3176® 24,58
Zn  121,06° 99,920 86,20  6829¢ 6890 53519
Fe 073518 91478 843,71 79524  77903%®  69582°

Mn  4209,42° 3449,55° 2730,26°  2490,16%  21000,98¢  1451,85°

Raices  Cd 17 49 6868° 13050° 176002 190002 195002

Cu 113,41 125,03 140,43 135,36 132,66 117,32

Zn 760,94° 1022,09% 1265,05°  1050,93%  1017,85%® 782,19

Fe 3938,8 4205,5 45951 4596,1 4132,5 3430,4

Mn 3788,52 3786,7° 4049,82 3964,32 3445 5% 2475,1°
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El cadmio se acumulaba preferentemente en la raiz aunque la capacidad para acumular el metal
dependia de la concentracion de Cd?* en el medio. Asi, las plantas cultivadas en presencia de Cd2* 10 uM
eran mas eficientes acumulando el metal que las plantas cultivadas con concentraciones superiores, en
términos de concentracion, esto es, considerando los pig de Cd2* presentes por g de peso seco. Pero, en
términos de acumulacion, expresados como concentracién de Cd2* por g de peso seco, la acumulacién de
Cd?* en raices experimentaba un aumento lineal entre 0 y 30 pg de Cd?*, alcanzando una meseta entre
30 y 50 uM de Cd2*. En hojas también se observé que la acumulacion de Cd2* se incrementaba con la
concentracion del metal en la solucion nutritiva, si bien los valores obtenidos eran del orden de 100-180
veces inferiores a los observados en raices. El anélisis de cadmio en frutos de plantas cultivadas en Cd2*
50 uM mostrd un acumulo preferente, de 1,5 veces en el fruto en comparacion con la vaina (Tabla 4.4), si
bien, esta acumulacion suponia un 0,25% del cadmio acumulado en la raiz, en términos de concentracion

(Mg Cd2* g peso seco).

CdCl, (uM '
> (UM) Fruto Vaina Tabla 4.4 Contenido de Cd en
pug Cd g p.s. frutos y vainas de plantas de
guisante control y cultivados con
0 0,28 0,16 cd® (50 pM)
50 4,60 2,98

El contenido de Zn en hojas disminuia conforme aumentaba el Cd?* en la solucion nutritiva,
aunque en raices no habia diferencias significativas con respecto al control. El contenido total de Fe
experimentaba una disminucién con concentraciones crecientes de Cd2* aunque las diferencias fueron
significativas sélo en las hojas del tratamiento con cadmio 50 uM, mientras que en raices no se apreciaron
diferencias significativas. El contenido total de Mn en hojas mostraba una disminucion lineal y significativa
con el tratamiento de Cd?*, mientras que en raices sblo se observo una reduccion significativa con la
mayor concentracion de cadmio. El contenido total de Cu no experimentaba cambios significativos en

raices, y en hojas solo se observé una reduccion significativa con el tratamiento de CdClz 50 uM.
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La distribucién 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 raices de plantas de guisante. Los resultados se expresan como mg fotales y son media de
cuatro réplicas. Los valores seguidos de la misma letra no muestran diferencias significativas
(P<0,05) segln el test de Duncan de variable mdltiple.

CdCl, (HM)
0 10 20 30 40 50
mg

Hojas N 526,112 344,220 209,06 269,05  23590%  169,20°
P 4655 34,160 20,84° 2563 27,70 1837
K 441,93 428,19 305600  304,17°  22651°  117,60°
Ca 230,152 179,940 162,32 133539  132,90¢  99,51¢
Mg  50,35° 47,62 41,420 3505  3486° 26,53

Raices N 180,31¢ 260,112 295,962 283,54 222,84k 199,94

P 50,4820 52,28% 62,642 55,22 43,05 37,04°
K 532,40% 489,00% 625,822 568,742 470,59° 304,28°
Ca 147,132 149,152 156,162 140,992 108,462 96,13
Mg 68,172 40,26 44 45%¢ 50,74 34,73 23,36°
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El contenido total de Mg se encontraba disminuido de forma significativa, tanto en hojas como en
raices con los distintos tratamientos de Cd2*. El contenido de Ca sélo disminuia de forma significativa en
hojas. En raices el N aumentaba ligeramente con el tratamiento, pero en hojas su contenido disminuia de
forma significativa y progresiva con el tratamiento de cadmio. Los contenidos de K'y P en hojas disminuian
con todos los tratamientos de cadmio, mientras que en raices el contenido de P aumentaba entre 0 y 30
pM de Cd?*, aunque no de forma significativa, y se reducia con Cd?* 40 y 50 uM. A su vez, el K en raices

disminuia de forma significativa con la mayor concentacion de Cd2* (50 puM).

4.1.3. Estudios Ultraestructurales
4.1.3.1. Efecto del Cadmio sobre la Estructura y Ultraestructura de Hojas de Guisante

Con objeto de determinar posibles dafios en la estructura foliar de las plantas, se realizaron cortes
transversales de las hojas procedentes de plantas control y tratadas con cadmio 50 uM, para su posterior
observacion a microscopia 6ptica. Como se puede apreciar en la Fig. 4.3, se producia una disminucion
del espacio intercelular en los cortes procedentes de plantas tratadas, asi como un aumento del tamafio
de las células, en especial, de las del tejido en empalizada, como se deduce del estudio citométrico (Tabla
4.6). Ademas, se observa un descenso en el numero y tamafio de los cloroplastos como consecuencia del

tratamiento con el metal (Tabla 4.6).

Tabla 4.6 Efecto del tratamiento con cadmio sobre el tamafio de las células y el
nimero de cloroplastos de hojas de guisante. Los valores presentados son media de
tres cortes transversales de hojas de guisante diferentes + ESM (error estdndar
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 mdltiples. El
tamafio de las células estd expresado en unidades arbitrarias (u.a.).

CdCl, : . Tamafio celular Numero de cloroplastos
Tipo de célula .
(uM) (u.a.) por célula
0 Empalizada 1,46 + 0,09 ° 12,18 £0,35°
50 Empalizada 2,52+0,17° 9,06 £ 0,39 °
0 Mesofilo 1,18 £ 0,04 ° 9,56 + 0,08°
50 Mesdfilo 1,54 +0,04° 8,20 + 0,27 °
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Fig. 4.3 Efecto del tratamiento con cadmio en la estructura de las hojas de guisante.
Fotografias de un corte transversal de hojas de guisante al microscopio optico. A)
corte de hojas de plantas control y B) corte de hojas de plantas crecidas con CdCl, 50
UM. E: epidermis, pe: parénquima en empalizada, pl: parénquima lagunar, ei: espacio
intercelular. La barra representa 100 pm.

Para profundizar un poco mas en estos dafios observados en la estructura, se realizé un estudio a
microscopia electrénica donde se pusieron de manifiesto las alteraciones causadas por el tratamiento,
como son: desorganizacion de las membranas tilacoidales (Fig. 4.4 C), incremento del nimero y tamafio
de los plastoglébulos (Fig. 4.4 B y C) y del tamafio de los granulos de almidén en cloroplastos (Fig.4.4 B y
C). Ademas, se observaron invaginaciones del tonoplasto (fig. 18 D), formacion de bandas de mielina (Fig.

4.4 E) y condensacién del nucleo como consecuencia del tratamiento con Cd2* (Fig. 4.4 F).
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Fig. 4.4 Efecto del tratamiento con CdCl, 50 pM en la ultraestructura de hojas de
guisante. A) Micrografia al microscopio electrénico de transmisién de un corte de hoja de
guisante control. B-F) Micrografias al microscopio electrénico de transmisién de cortes de
hojas de guisante cultivadas con €d (50 pM). C: cloroplasto; M: mitocondria; Bm: bandas de
mielina; N: nidcleo; P: peroxisoma; A: grdnulos de almidén; la flecha sefiala plastoglébulos y
el asterisco, invaginaciones del tonoplasto. La barra representa 1 pm.
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El andlisis de la cara abaxial de las hojas de guisante con el microscopio electronico de barrido
muestra un mayor numero 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 Fotografias obtenidas con el microscopio electronico de barrido de la
superficie abaxial de hojas de guisante control (A y B) y tratadas con cd* (Cy D).
La barra representa 20 pm

4.1.3.2. Localizacion de Acimulos de Cadmio

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

Se procedi6 a la inmovilizacién de cationes, bien con piroantimoniato potasico, o con NazS. El
tratamiento con piroantimoniato dio lugar a la formacion de precipitados densos a los electrones que se
observaron tanto en hojas como en raices procedentes de plantas control y tratadas con Cd2*. Sin
embargo, el numero de estos precipitados era mayor en las plantas tratadas con el metal (Fig. 4.6 A-F),
aunque no se detectd la presencia de cadmio en estos precipitados al realizar el microandlisis,

probablemente debido a que la concentracion de cadmio era inferior al umbral de deteccién del HRTM
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(Fig. 4.6 G y H). En las plantas tratadas con NaxS, no se detectaron precipitados especificos por lo que

tampoco fue posible determinar acumulos de cadmio.

Y 175 225 Y 325 375 425 475 525 0. Y 1. 2 250 300 350 400 . '5.00
FS:182 CPS:473 Cnts: 11 Kev:275 FS:182 CPS : 347 Cnts: 18 KeV: 2.80

Fig. 4.6 Micrografias electrdnicas de raices 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: andlisis microanalitico de un
actimulo representativo, tras las inmovilizacién 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 actimulos y la barra representa 5 pm
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4.1.4 Estudios en Homogenados
4.1.4.1. Efecto del Cadmio sobre el Contenido de Proteinas

En homogenados de hojas de plantas tratadas con las concentraciones mayores de cadmio (40 y
50 uM) se encontrd un incremento significativo en el contenido de proteinas (Fig. 4.7 A). Sin embargo
parece que este incremento no era especifico ya que el patron de proteinas en todos los tratamientos era
muy similar segun se observaba en la tincion de proteinas separadas por EGPA-SDS al 12% (Fig. 4.7 B).
Incluso se observé una reduccion en la intensidad de las bandas de proteinas entre 20 y 40 kDa en los

extractos de plantas crecidas con 40 y 50 uM de Cd?*.

A
3 .mg proteina ml1
2,5 Fig. 4.7 Efecto del tratamiento con Cd*
2 1 sobre el contenido de proteinas en hojas de
1,54 plantas de guisante.
14 A) Concentracién de proteinas medidas por
0,5- el método de Bradford. Los valores son
0 media de cuatro medidas independientes *
0 10 20 30 40 50 ESM, siendo las diferencias significativas en
B CdCl, (uM) los dos Ultimos tratamientos con respecto a
kDa 0_. 1_0' _Zi_ j)_ .40. _i?. - los anteriores (P<0,001),
97.4— B) Patrdn de proteinas de extractos de hojas

[
jz:i_ [Sre——— g_ pa— de guisante. Las proteinas (20 pg) se
separaron mediante EGPA-SDS al 12% y se

tiferon con azul de Coomassie. Los
marcadores de masa molecular se sittan a la
izquierda

31.0-
21.5-

144 — | . . M .

4.1.4.2. Metabolismo del Oxigeno Reactivo en Hojas

Como marcador de estrés oxidativo se determiné la tasa de peroxidacion lipidica. Para ello se
analizd el contenido de sustancias que reaccionan con el &cido tiobarbitirico (TBARS). En la Fig. 4.8 A se
puede apreciar un aumento lineal del contenido de TBARS con la concentracién de cadmio aplicada a la
solucién nutritiva. Como un indice adicional de estrés oxidativo, se estudio el contenido de grupos
carbonilo en proteinas, como marcador de la modificacion oxidativa de las mismas. El contenido en grupos
carbonilo se incrementaba ligeramente en los tratamientos de 20 y 30 uM de Cd?* y de una forma
significativa en los tratamientos de 40 y 50 uM de Cd?* con respecto al control y tratamientos inferiores
(Fig. 4.8 B).

94



Resultados

A Peroxidacién lipidica
5- MDS T

Fig. 4.8 Efecto del tratamiento
con cadmio sobre la tasa de
peroxidacién lipidica (A) y sobre el 1
contenido de grupos carbonilo (B) en
extractos de hojas de guisante.
Cada valor representa una media de
cuatro medidas independientes +
ESM. MDS es la minima diferencia
significativa con P<0,05, en ambos
€asos.
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En extractos crudos de hojas de guisante las actividades enzimaticas antioxidantes catalasa y

guayacol peroxidasa mostraban una disminucion al aumentar la concentracién de cadmio en la solucion

M DSI

nutritiva aunque estos cambios fueron significativos
CAT
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I
o
g

s6lo en el caso de la catalasa (Fig. 4.9). Por otro
lado, la actividad glutation reductasa no se veia
afectada de forma significativa por el tratamiento

de cadmio, si bien experimentaba un ligero

pmol H,0, min-t mg
5 8 8
T % 2 9

aumento con Cd 10 uM, como se observa en la
Fig. 4.9.
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Fig. 4.9 Efecto del tratamiento con
cadmio sobre enzimas antioxidantes
en extractos crudos de hojas de 0-
guisante  (CAT:  catalasa; GPX:
guayacol peroxidasa; GR: glutation
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El analisis de la actividad catalasa en geles de poliacrilamida en condiciones nativas, mostré una
Unica banda amplia que disminuia ligeramente con el tratamiento de Cd?* (Fig. 4.10 A). Las bandas de
actividad correspondientes a los extractos de Cd2+ 40 y 50 uM experimentaban ademas un ligero cambio
de movilidad hacia la zona mas catodica. El anélisis de las muestras mediante IEF reveld la existencia de
tres bandas (CAT) con puntos isoeléctricos (pl) comprendidos entre 6,0 y 6,5 segun se muestra en la
figura 4.10 B y que seran estudiadas con mayor profundidad en el apartado de resultados de peroxisomas.
El tratamiento con Cd2?* 40 y 50 uM producia una reduccion de las bandas mas acidas. El analisis del
contenido de proteinas mediante el uso de anticuerpos especificos mostrd una disminucion de catalasa

proporcional a la concentracion de Cd?*, llegando a disminuir hasta un 50 % con 50 uM de cadmio (Fig.

410 C).
A CdCl, (uM)
0 10 20 30 40 50
B
pl
6,4 —
6,0 -
C ; ,
!‘-u-ﬁ-» st | Sl ool il | 56 kDa
Area(u.a) 46,3 50,0 42,0 39,3 29,0 23,0

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 4ug de proteinas y la
actividad de catalasa se localizé con el método del ferricianuro. B) IEF en gel de
poliacrilamida al 5% de extractos crudos (4 g de proteina). La actividad catalasa
se detecté con DAB. C) Deteccién de la proteina mediante Western utilizando un
anticuerpo frente a catalasa de pepino (1/1000). El drea se presenta en unidades
arbitrarias y es resultado de la densitometria de las bandas obtenidas.
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Respecto a la actividad SOD, la medida de la actividad total en extractos crudos mediante el
método del citocromo ¢ estaba sujeto a interferencias por algun componente del extracto dado que, en
ausencia de xantina oxidasa el citocromo ¢ era reducido, aumentando la tasa de reduccién con
concentraciones crecientes de Cd?* (Fig. 4.11). Sin embargo, el analisis del patrén de isoenzimas
mediante EGPA nativa, mostré que el cadmio producia una disminucién de la actividad de todas las
isoenzimas, incluso a la concentracion mas baja,como se muestra en la Fig. 4.12 A. Las isoenzimas mas
afectadas eran las dos CuZn-SOD, especialmente la citosélica (CuZn-SOD 1) cuya actividad disminuia un
80% con el tratamiento con Cd?* 10 uM y casi desaparecia con Cdz* 40 uM. La actividad de la CuZn-SOD
I (cloroplastidica) se reducia en un 60% y un 95% con Cd?* 10 uM y 50 pM, respectivamente. Esta
disminuciéon de la actividad iba acompafiada de una reduccion de la cantidad de proteina, detectada
mediante Western usando el anticuerpo frente a la CuZn-SOD de sandia (Fig. 4.12 B). La actividad Fe-
SOD también experimentaba una reduccién con la concentracion de Cd, aunque menos acentuada que la
de la CuZn-SOD. A su vez, la isoenzima Mn-SOD era la méas resistente y tan sélo experimentaba una

reduccion de un 40% con 40 y 50 uM de cadmio.

0,03 Bl
S
§ o 0,02 » . Fig. 4.11 Tasa de reduccién del
B E - citocromo ¢ en extractos crudos de
88 sotl—e—" hojas de guisante cultivados con
g distintas concentraciones de Cd?*
'_
ob—
0 10 20 30 40 50
A Fig. 4.12 Efecto del cadmio sobre
Cd2* (uM) la actividad de las isoenzimas de
SOD de hojas de guisante.
A) EGPA nativa al 10%. Se
SODs
cargaron en el gel 90 pg de
M — proteinas por pocillo y la actividad
Fe - SOD se localizé mediante un
Cuznl - método fotoquimico.
cuznil -9 B) Deteccion de la proteina CuZn-
SOD mediante Western y con el
B ____ anticuerpo frente a la enzima de
Cuznll _ |17 kDa sandia (dilucién 1/500). El drea se
Cuznl = 16 kDa . . P
calculé por fotodensitometria y se
Area (u.a.) expresa en unidades arbitrarias.
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Para determinar si el cadmio podria ejercer un efecto inhibitorio directo sobre la actividad SOD, se
procedié a la incubacion de CuZn-SOD comercial, de eritrocitos bovinos (Sigma), asi como de extractos
crudos de hojas de guisante, con CdCl, 100 uM durante 24, 48 y 72 h. El analisis de la actividad SOD
mediante EGPA nativa mostr6 la ausencia de cambios en las isoenzimas de SOD por efecto de la
incubacion con Cd2* (Fig. 4.13).

Extractos CuzZn-SOD
Fig. 4.13 Efecto del Cd*" sobre t(hy O 24 48 72 0 24 48 72
la actividad SOD de extractos SODs
crudos de hojas de guisante y "
de la CuZn-SOD pura de " .-
. . . CuZnl -
eritrocitos bovinos. Las cuzn il -

muestras se incubaron 24, 48 y
72 horas con el metal (100 pM).

Sobre la base de los resultados anteriores se selecciond una concentracion de cadmio de 50 puM
como la mas adecuada para llevar a cabo estudios posteriores bioquimicos y subcelulares, ya que a esta
concentracion se detectaron cambios importantes en todos los parametros estudiados sin que la planta
mostrara sintomas graves de toxicidad. Hay que mencionar que también se hicieron tratamientos con
concentraciones superiores de Cd?*, hasta 400 uM, pero las plantas no eran viables después de pocos
dias de tratamiento.

En homogenados procedentes de plantas control y cultivadas con Cd?* 50 uM se estudié el efecto
del metal sobre las actividades APX y GST. Como se observa en la Fig. 4.14, el cadmio producia un ligero
aumento en ambas actividades como consecuencia del tratamiento, si bien las diferencias no eran

significativas en el caso de la APX.

Fig. 4.14 Efecto del tratamiento con
cadmio sobre las actividades APX y
G6ST en extractos crudos de hojas de
guisante. Los valores presentados son
media de tfres réplicas + ESM vy las
diferencias son significativas segun el
test de Duncan (P<0,05) en el caso de
la 6ST. La actividad APX aumenta
0 50 0 50 ligeramente pero las diferencias no
Cd** (uM) Ca (M) son significativas.
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4.1.4.3. Determinacion de Grupos Tiol (-SH)

En homogenados de hojas de guisante procedentes de plantas control y tratadas con cadmio (50
MM) se estudié 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 sélo 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 segun
el test de Duncan con P<0,05 en el caso de tioles totales y P<0,01 para el
resto.

CdCl2 Tioles totales  Tioles no proteicos  Tioles proteicos

(uM) (ug/ml) (ug/ml) (ug/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

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 y-glutamil glutamato (y-glu-glu), después de someterlos a tratamiento &cido y derivatizarlos tal y
como se describe en el apartado correspondiente de Material y Métodos. Como patron interno se utilizo y-
glu-glu. Se observé una reduccion de algo mas 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 encontro

también una disminucién de la relacion entre el glutation reducido y el oxidado del 47% (Tabla 4.8)
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Tabla 4.8 Contenido en glutation reducido (G6SH), oxidado (6SSG), y total en
extractos de hojas. Los valores presentados son media de tres medidas
independientes + ESM. Las diferencias existentes son significativas segun el test de
Duncan con P<0,001 para la razén GSH/GSSG y P<0,01 para el resto.

Cd (uM) GSH GSSG GSH+GSSG GSH/GSSG
nmol ml”

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

4.1.4.5. Ascorbato Reducido

Para la determinacion del acido ascorbico también se utilizé un método de HPLC. Se emplearon

diferentes concentraciones de &cido ascérbico comercial como patrones para determinar la concentracién

del mismo en los extractos acidos de hojas de guisante. Se observd una ligera, aunque significativa

disminucion (P<0,05) de la cantidad de acido ascérbico en las plantas cultivadas con cadmio frente al

control (Tabla 4.9).

Tabla 4.9 Efecto del tratamiento con

2+ .
Cd Ascorbato reducido cadmio sobre el contenido de ascorbato

-1

(M) (wgm) reducido en extractos crudos de hojas de
0 9,49 + 0,39 guisante. Los resultados presentados son
B media de cuatro extractos independientes

50 8,58 + 0,32 + ESM vy las diferencias son significativas

segun el test de Duncan (P<0,05).
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4.1.4.6. Peroxido de Hidrégeno (H,O,)

Se midio la concentracion de H202 en extractos crudos de hojas de guisante control y problema,
mediante un método fluorimétrico utilizando &cido homovanilinico. Como se muestra en la Tabla 4.10, el
tratamiento con Cd?* provocaba un aumento del contenido de H20,, de mas de 6 veces, respecto a las
plantas control.

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

Cd® (UM)  Hz0z (M)
0 0,23 + 0,13

50 1,50 + 0,51

4.1.4.7. Estudio de Dafos Oxidativos a Proteinas

Como se ha comentado anteriormente, el crecimiento de las plantas en presencia de Cdz
provocaba un incremento en el contenido de grupos carbonilo de proteinas que llegaba a ser hasta de un
50% con la méxima concentracion de Cd2* (50 pM). Para determinar si el dafio oxidativo a proteinas era
selectivo, se siguié un método de deteccion inmunoquimico utilizando un anticuerpo comercial frente a la
dinitrofenilhidrazona (DNPH). Para ello, las proteinas de los extractos se derivatizaron con DNPH y se
separaron mediante EGPA-SDS tras lo cual fueron transferidas a una membrana de PVDF. La deteccién
de las proteinas derivatizadas se efectu6 utilizando el anticuerpo comercial (Sigma) frente a la DNPH.
Como se observa en la Fig. 4.15, tanto en homogenados de hojas de plantas control como en los de
plantas tratadas con Cd?*, se detectaron proteinas conteniendo grupos carbonilo en un intervalo de peso
molecular de 30-120 kDa. Sin embargo, a igualdad de cantidad de proteinas (10 pg) como lo demuestra la
tincion del gel con azul Coomassie, la intensidad de las bandas obtenidas era considerablemente mayor
en las plantas tratadas con Cd (Fig. 4.15). La especificidad del anticuerpo se comprobd mediante el uso de
controles consistentes en proteinas sin derivatizar con DNPH, las cuales no dieron reactividad alguna con
el anticuerpo. El andlisis densitométrico de las bandas de reaccidén con el anticuerpo mostraba un
incremento de 1.9 veces en las plantas tratadas con Cd?* frente a las plantas control, proximo al obtenido
por el método espectrofotométrico. Tanto en control como en las plantas tratadas, la banda de mayor
reactividad era la de 55 kDa, seguida de las bandas de 42, 60, 70 y 120 kDa, siendo las de 42 y 120 kDa
las proteinas mas afectadas por el tratamiento con Cd.
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Cd*" (uM) . e
Fig. 4.15 Modificacién oxidativa de
KDa 0 50 0 50 proteinas en extractos crudos de hojas
i | de plantas control y tratadas con Cd*".
97.4— Se efectud la deteccion inmunoquimica
66.2 — - de los grupos carbonilo con un
— — — anticuerpo frente a la DNPH (1:40.000)
45.0 — e y se usé luminol para el revelado de la
reaccion. En cada tratamiento se utilizé
31.0— la misma cantidad de proteinas (10 pg),
segln se observa en la tincién con azul
- de  Coomassie. Los  marcadores

Inmuno- Proteinas moleculares se sitlan a la izquierda.
deteccion  (azul Coomasie)

4.1.4.8. Efecto del H,0O, sobre la Formacién de Grupos Carbonilo

El peréxido de hidrogeno es un oxidante conocido y uno de los principales productos del
metabolismo en distintos organulos celulares, lo que hace que sea un buen candidato para participar en
los procesos de oxidacién de proteinas que estamos estudiando. Para comprobar su relacién con el
contenido en grupos carbonilo de los extractos, se estudié el efecto de la incubacién de extractos de hojas
de guisante control, durante dos horas a temperatura ambiente, con diferentes concentraciones de H20:
(0-20 mM). En la Fig. 4.16 A se observa que con concentraciones crecientes de H.O; tiene lugar el
aumento significativo del contenido de grupos carbonilo. El analisis inmunoquimico con el anti-DNPH
mostraba un patron de proteinas oxidadas similar al determinado espectrofotométricamente (Fig. 4.16 B).
La intensidad de las bandas de reactividad se incrementaba con la concentracion de H20. afiadido al

extracto.
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Fig. 4.16 Oxidacién de proteinas en extractos crudos de hojas de guisante.
Los extractos se incubaron durante dos horas con concentraciones
crecientes de H,0, (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 Ultimos tratamientos con respecto
al control con P<0,05. B) Deteccién inmunoquimica de grupos carbonilos
utilizando el anticuerpo frente a DNPH. En todos los tratamientos se utilizé
la misma cantidad de proteinas (10 pg) como se observa en la tincién con azul
de Coomassie. Los marcadores de masa molecular se indican en la izquierda.

4.1.4.9. Identificacién de Proteinas Modificadas Oxidativamente
Con objeto de profundizar en la identificacion de las proteinas oxidadas, se procedio a la
inmunoprecipitacion con el anti-DNPH de los extractos derivatizados como se indica en el apartado
correspondiente de Material y Métodos. Posteriormente, este precipitado se aplico en un gel de acrilamida-
SDS y se transfiri6 a una membrana (PVDF) a fin de poder identificar las diferentes proteinas oxidadas con
anticuerpos especificos. 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 reaccion en las proteinas derivatizadas e inmunoprecipitadas
procedentes de extractos crudos de hojas tratadas con cadmio, lo que nos hace pensar que estas
proteinas estan modificadas oxidativamente. La catalasa también dio marcaje en extractos crudos de hojas
control (Fig. 4.17, carril 3). Sin embargo, los anticuerpos frente a la CuZn-SOD y la FBPasa no
reconocieron ninguna proteina en los inmunoprecipitados de las proteinas derivatizadas ni en plantas
control ni en aquéllas cultivadas con cadmio. Excepto en los extractos crudos, no se observo reaccion

alguna en los controles realizados.

1 2 3 4 kDa

GR - — -~ 57
CAT 53
FBPasa — w 43
Mn-SOD .- - 27
Cuzn-SOD (i 16,5

Fig. 4.17 Identificacion de proteinas oxidadas en extractos de hojas de guisante.
Los extractos fueron derivatizados e inmunoprecipitados con anti DNPH-IgG.
Estas proteinas inmunoprecipitadas se cargaron en un gel de poliacrilamida-SDS
(12%) y se transfirieron a una membrana de PVDF donde se identificaron
diferentes proteinas con sus anticuerpos correspondientes. Lineas 1y 2, extractos
de hojas de plantas control y tratadas con cadmio sin derivatizar,
respectivamente; lineas 3 y 4, extractos de hojas de guisante control y cadmio,
derivatizados e inmunoprecipitados. Catalasa y FBPasa se revelaron con NBT/BCIP
y el resto con luminol. La masa molecular de cada enzima se muestra a la derecha

Por otro lado, segun su masa molecular y los datos obtenidos por Western utilizando anticuerpos
frente a la Rubisco en extractos de hojas de guisante, la banda mayoritaria de 55 kDa podria corresponder
a la subunidad mayor de esta enzima (SM). Como se observa en la Fig. 4.18, numerosas bandas dan
reaccién positiva frente al anticuerpo de Rubisco tanto en extractos de hojas de guisante control como en
los tratados con Cd, y la de 16 kDa que correspondia a la subunidad menor (Sm), también era detectada
por el anticuerpo. Los polipéptidos que se detectan entre las dos subunidades podrian corresponder a
fragmentos proteoliticos de la subunidad mayor de Rubisco. El contenido de proteina, de la subunidad

mayor, detectado por el 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
reaccion con el anti-DNPH situada a 55 kDa es mayor en las plantas tratadas con Cd?* que en las

controles lo que podria indicar un mayor grado de oxidacién de la Rubisco en las plantas expuestas al

cadmio.
Cd?* (um)
kDa 0 50 : y: .
T Fig. 4.18 Inmunodeteccion de Rubisco en
97 4— plantas control y tratadas con cadmio. Las
66.2— proteinas de extractos de hojas de guisante
=T < SM se individualizaron por EGPA-SDS, se
45.0—| = = transfirieron a una membrana de PVDF y se
31.0— ensayaron con anti-Rubisco (1:1000). El
revelado se llevé a cabo con NBT/BCIP. SM:
21.5— subunidad mayor de la Rubisco; Sm:
subunidad  menor. Los  marcadores
14.4— < Sm moleculares se sittan a la izquierda
Inmuno-
deteccion

4.1.4.10. Actividad Proteolitica

Debido a que las proteinas oxidadas pueden ser una diana para las proteasas se ha estudiado la
actividad endoproteasa en plantas control y tratadas con cadmio y la posterior degradacion de proteinas.
Para ello se midid espectrofotométricamente la actividad endoproteasa (EP) en extractos de hojas de
guisante, siguiendo la hidrélisis de la azocaseina 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 realiz6 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 densitometria mostré un incremento de méas de tres veces en

las isoenzimas EP2 y EP3 como resultado del tratamiento con Cd?* (Fig. 4.19 B).
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A
Actividad endoproteasa
Tratamiento
U mg proteina
Control 0,748 + 0,072
CdCl, (50uM) 0,761 + 0,137
B CdZ* (uM)
0 50
kDa
Actividad endoproteasa
EP1— —97.4 A
EP2— Tratamiento Area (u.a.)
EP3-— EP1 EP2+EP3 Total
ws v 7 Control 540 080 620
CdCl, (50 pM) 4,53 2,95 7,48
— 45.0

Fig. 4.19 Actividad proteolitica de extractos crudos de hojas de guisante. A)
Actividad proteolitica total determinada por el método de la azocaseina y medido
espectrofotométricamente. Los resultados son media de tres ensayos diferentes +
MDS. B) Deteccién de isoenzimas con actividad endoproteasa (EP) en geles de
poliacrilamida-SDS (8%) conteniendo gelatina (0,05%) y tincién con azul de Coomassie.
Los marcadores de masa molecular se sitlan a la derecha. La actividad proteolitica en
los geles se cuantificé por densitometria y se expresa como unidades arbitrarias (u.a.)
en la tabla de la derecha.

En extractos crudos de hojas de guisante se estudié la degradacion proteolitica como
consecuencia de la actividad proteasa endégena, utilizando desarrollos electroforéticos y deteccion
inmunoquimica. Los extractos se incubaron durante 16 h a 37°C, tras lo cual se desarrollaron en un gel de
poliacrilamida-SDS y se tifieron con plata. Como se observa en la Fig. 4.20 A, el patrén de proteinas
mostraba un ligero cambio en intensidad y nimero de bandas tanto en control como en plantas con Cd. La
zona mas afectada era la comprendida entre 20 y 60 kDa. También se observé un cambio de movilidad y
ligera disminucion de la subunidad mayor de la Rubisco. Paralelamente, se llevé a cabo una tincion de
grupos carbonilo en extractos incubados durante 16 h a 37°C, y como se puede ver en la Fig. 4.20 B, se
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producia una reduccién de la reactividad frente a este anticuerpo del 77% en plantas control (carril 4 frente

al 1) y del 78% en plantas tratadas con Cd?* (carril 6 frente al 2). La proteina més afectada era la de 60

kDa que practicamente desaparecia después de la incubacién durante 16h.

kDa

97.4 —
66.2 —
45.0=

31.0-

21.5—-
14.4-

kDa

97.4—
66.2—

45.0—

31.0—

1 2 3 4 6
'l_- —
i'-l-l' —
irl i
1 2 3 4 6
¥ L
L 3

Fig. 4.20 Efecto del cadmio en la
degradacion de proteinas de hojas de
guisante. Extractos crudos de plantas
control y plantas tratadas con cadmio, se
incubaron a 37°C durante 16 h vy
posteriormente, fueron derivatizadas con
DNPH.

A) Tincién con plata de las proteinas (10
Hg) en un gel de poliacrilamida-SDS;

B) Deteccidon inmunoquimica de grupos
carbonilos.

Lineas 1y 2, extractos crudos de hojas de
guisante de plantas control y plantas
tratadas con cadmio, respectivamente, a
tiempo O; lineas 3 y 5, extractos crudos
de plantas control y tratadas con cadmio,
respectivamente, incubadas 16 h a 37°C,
sin derivatizar con DNPH (controles
negativos); lineas 4 y 6, extractos crudos
de plantas control y tratadas con cadmio,
respectivamente, incubadas 16 h a 37 °Cy
derivatizadas con DNPH. En ambos
paneles, los marcadores de masa
molecular se sitdan a la izquierda.
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4.2. EFECTO DEL CADMIO EN PEROXISOMAS DE HOJAS DE GUISANTE
4.2.1. Poblacion Peroxisomal

Para determinar el efecto del cadmio sobre la poblacién de peroxisomas, se procedio a una tincion
citoquimica con DAB, especifica para la actividad catalasa, y su observacion al microscopio electronico. El
recuento de los organulos en distintos cortes de hojas control y tratadas con Cd?* 50 uM se muestra en la
Tabla 4.11. La poblacién peroxisomal no se vio considerablemente afectada como consecuencia del
tratamiento con Cd2* aunque si existia 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 .
Peroxisomas

sobr'? la poblacnonl c%e peroxisomas CdClz (uM) oor célula
en células del meséfilo de hojas de
guisante. Los valores son la media de 0 3.07 +0.15

cuatro secciones diferentes + ESM.

Los resultados obtenidos mostraban

diferencias significativas frente a 50 4,35+0,33
los controles (P<0,0001)

Fig. 4.21 Tincién citoquimica con DAB, especifica para la actividad catalasa
marcadora de los peroxisomas. A, hojas de plantas control. B, hojas de plantas
tratadas con cadmio. Las flechas indican los peroxisomas y la barra corresponde a 5
pm.
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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 UM, mediante centrifugacion en gradientes de densidad de sacarosa y de Percoll,
segun 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
perforacion y succion con una jeringa. En los organulos purificados se llevaron a cabo los estudios que se

describen a continuacion.

Gradiente Percoll Gradiente Sacarosa

Peroxisomas

Fig. 4.22 Purificacion de peroxisomas de hojas de guisante por
centrifugacion en gradientes de densidad de Percoll y sacarosa.

4.2.2.1. Concentracion de Proteinas

El anélisis de la concentracion de proteinas de peroxisomas mostré un incremento de 2 veces en
matrices peroxisomales de plantas tratadas con Cd2* con respecto a las plantas control (Fig. 4.23 A). Un
aumento similar (de 1,5 veces) se obtuvo también en peroxisomas completos (Fig. 4.23 C). Sin embargo,
el patron de proteinas en ambos casos era muy similar tanto en las plantas tratadas como en las control,
segun se observa en las bandas de proteinas peroxisomales obtenidas por EGPA-SDS al 12% (Fig. 4.23
ByD).
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Fig. 4.23 Efecto del cadmio sobre la
concentracion de proteinas totales de
peroxisomas de hojas

A) Fraccién soluble de peroxisomas
(matrices).

C) Peroxisomas completos.

B) y D) Matrices de peroxisomas (15
Mg) Yy peroxisomas completos (10 pg),
separados por EGPA-SDS y revelados
con azul de Coomassie y plata,
respectivamente. Los marcadores de
masa molecular se sitdan a la
izquierda de los geles

4.2.2.2. Produccion de Especies de Oxigeno Reactivo (ROS)

Se determind el contenido de perdxido de hidrégeno en peroxisomas intactos, observandose una
concentracion de casi el doble en peroxisomas de plantas tratadas con cadmio en comparacion con los
peroxisomas de las plantas control (Fig. 4.24). Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas

en la produccion de radicales superdxido (O27), dependiente de NADH, en las membranas peroxisomales

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

Concentracion H,O,
(nmol H,0, ml")
N
]
H

H202
[ control

0,
M50 uM Cd?*

Produccién O,~
(nmol O,~ min' mI-)
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Fig.4.24 Efecto del cadmio en la
produccién de especies de oxigeno
reactivo en peroxisomas de hojas de
guisante. La concentracion de H,O, se
determind en peroxisomas intactos
mientras que la produccién de radicales
superéxido, dependiente de NADH, se
llevd 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 produccién de Oz~ en la matriz peroxisomal experiment6 un
ligero aumento como consecuencia del tratamiento con Cd, si bien éste no lleg6 a ser significativo. Sin
embargo, si se advirti6 un aumento en el contenido de esta proteina detectado mediante el uso de
anticuerpos frente a XOD de rata (Fig. 4.25). También se determind la actividad de dos enzimas clave de
la fotorrespiracion, la GOX, enzima generadora de H202 y la HPR. Se observé un aumento significativo de
la actividad GOX con el tratamiento (un 61%) y el contenido de esta proteina también experimentd un
incremento, como se observd en la deteccion inmunoquimica con anticuerpos frente a la GOX de espinaca
(Fig. 4.25). Sin embargo, la actividad HPR no mostrd cambios significativos en los peroxisomas de las

plantas tratadas con cadmio en comparacién con los organulos de las plantas control (Fig. 4.25).

)

30 -4 O
x
OX

G HPR XOD

)
2]
o

]

|
[ee]

GOX
(nmol glicolato min-! ml-)
HPR
(nmol drico min-! mI-1)

(umol NADH min-! mI-!

O Control [l 50 uM Cd?*

Fig. 4.25 Efecto del cadmio sobre las actividades enzimdticas relacionadas con la
produccion de especies de oxigeno reactivo. Las medidas se realizaron en
matrices de peroxisomas concentradas y cada valor representa la media de cuatro
lotes de peroxisomas diferentes + ESM. Las bandas se obtfuvieron mediante
ensayos Western con anticuerpos especificos y en cada tratamiento se utilizé el
mismo 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 presentd cambios significativos en los peroxisomas de plantas tratadas con Cd?* en
comparacion con los controles. Este resultado fue confirmado mediante un estudio de la actividad por
espectrofotometria, asi como mediante EGPA en condiciones nativas y revelado especifico (Fig. 4.26, A'y
B). Tampoco se observaron cambios en el contenido de proteina 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 media mediante el método
espectrofotométrico (Fig. 4.26 A). Sin embargo, este aumento no iba acompafiado por un incremento
significativo en el contenido de proteina, como se comprobd en los ensayos Western con el anticuerpo

frente a catalasa de calabaza (Fig. 4.26 A).
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El andlisis de catalasa por isoelectroenfoque (IEF), reveld 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 més acidas (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 méas béasicas (CAT1-

2), disminuian ligeramente con el mismo, sobre todo la CAT2. La existencia de estas cinco isoformas de
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Fig. 4.26 Efecto del cadmio sobre las
actividades Mn-SOD vy catalasa (CAT) en
peroxisomas de hojas de guisante.

A) Western y actividad enzimdtica total.
Cada valor representa la media de cuatro
experimentos independientes + ESM.

B) Andlisis 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 fransferencia de Western se
llevé a cabo con el anticuerpo frente a la CAT
de calabaza.
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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 vy 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 realizd un estudio en peroxisomas de hojas de guisante de la actividad de las distintas enzimas
del ciclo ascorbato-glutation implicado en la eliminacion de perdxido de hidrégeno. En peroxisomas de
plantas tratadas con Cd?* se observé 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 acompafiado de un aumento significativo en el contenido de proteina GR
como se deduce de los resultados la deteccion con el anticuerpo frente a la misma enzima de guisante
(Fig. 4.27). Por el contrario, la actividad MDHAR experimentaba una ligera, aunque significativa,

disminucion en peroxisomas de plantas tratadas con cadmio frente a los controles (Fig. 4.27).
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Fig. 4.27 Efecto del cadmio sobre la actividad de las enzimas del ciclo
ascorbato-glutation, en peroxisomas aislados de hojas de guisante. Cada valor
representa la media de cuatro lotes diferentes de peroxisomas + ESM. Las
bandas corresponden a los ensayos Western con anticuerpos especificos frente
a la GR, y en cada tratamiento se utilizé 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 observd 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 correspondia ademas con un incremento en la cantidad de proteina
detectada con anticuerpos especificos 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 proteina, como se comprob6 con anticuerpos frente a NADPH-ICDH de guisante (Fig. 4.28).
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Fig. 4.28 Efecto del cadmio sobre la actividad de las deshidrogenasas
dependientes de NADP, en matrices concentradas de peroxisomas de hojas.
Cada valor representa la media de cuatro lotes diferentes de peroxisomas *
MDS. Las bandas corresponden a los ensayos Western con anticuerpos
especificos frente a G6PDH y NADP-ICDH y en cada tratamiento se utilizé el
mismo volumen de muestra.
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4.2.2.7. Enzimas del Ciclo del Glioxilato

Resultados

En peroxisomas de hojas, la actividad de las enzimas del ciclo del glioxilato, malato sintasa (MS) e

isocitrato liasa (ICL), experimentd un fuerte aumento con el tratamiento con cadmio, del orden de tres y

cuatro veces, con relacion 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. Dafios Oxidativos Causados por el Cadmio en Peroxisomas

4.2.3.1. Integridad de los Peroxisomas

MS
(nmol min" mI-1)

-14

MS

O control

ICL
M50 uM Cd?*

ICL
(nmol min"! ml")

Para llevar a cabo estudios de integridad de peroxisomas se procedid al aislamiento de los

organulos mediante centrifugacién en gradientes de densidad de Percoll, que se elimina facilmente por

dilucién sin que los organulos sufran choque osmético. La integridad de los organulos obtenidos se

determiné mediante ensayos de latencia de la actividad hidroxipiruvato reductasa como se muestra en la

Tabla 4.12. Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre las plantas control y las

cultivadas con Cd?*, siendo en ambos casos la integridad de los peroxisomas de aproximadamente un

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 ensayé en un medio isoosmético (MI) en ausencia o en
presencia de Tritén X-100 (0,05%, v/v). Las diferencias entre ambos
tratamientos no son significativas

Hidroxipiruvato reductasa

Cd2* (uM) (mol NADH mI™" min™") Integridad (%)
Ml MI + Tritén X-100
0 1,09 3,84 71,6
50 1,86 6,00 69,0

4.2.3.2. Permeabilidad de la Membrana Peroxisomal

Para completar los estudios de integridad de los organulos se realizd un estudio de la
permeabilidad de la membrana de los peroxisomas obtenidos por centrifugacion en gradientes de Percoll.
Para ello, los peroxisomas integros se incubaron con glicolato oxidasa comercial y se midi6 la salida de
sustrato, el glicolato, de los peroxisomas mediante espectrofotometria a 324 nm, durante 1 h. Las
pendientes obtenidas se analizaron mediante el test de Duncan, no apreciandose diferencias significativas
entre las mismas en los peroxisomas de plantas control y de las tratadas con Cd2* (Fig. 4.30). El aumento
observado de actividad GOX con el tiempo puede deberse a la pérdida de integridad de los organulos a lo
largo del tiempo de incubacion. Alternativamente, se midié la actividad hidroxipiruvato reductasa, utilizando
una enzima comercial y como fuente de sustrato los peroxisomas integros, obteniendose los mismos

resultados que con la actividad glicolato oxidasa.
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Fig. 4.30 Efecto del tratamiento con Cd sobre la permeabilidad de la membrana
peroxisomal. Los peroxisomas intactos purificados mediante centrifugacion en
gradientes de densidad de Percoll, se incubaron con GOX comercial (0,027 U) y se
midié la actividad utilizando como sustrato el glicolato enddgeno que atraviesa la
membrana peroxisomal. 4 peroxisomas de plantas control; ® , peroxisomas de plantas
tratadas con Cd. La grdfica es representativa de tres experimentos diferentes.

4.2.3.3. Peroxidacion Lipidica de las Membranas

Las membranas de los peroxisomas se obtuvieron por choque osmotico de los organulos integros
y posterior centrifugacion, como se indica en el apartado 7.1 de Material y Métodos. La tasa de
peroxidacion lipidica en membranas de peroxisomas, medida como formacion de malondialdehido (MDA),
no mostro diferencias significativas como consecuencia del tratamiento con Cd%*, observandose incluso
una ligera disminucién de la peroxidacion en las membranas de plantas cultivadas con Cd2* en

comparacion con los controles (Fig. 4.31).
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Fig. 4.31 Efecto del cadmio
sobre la peroxidacion lipidica de
4- las membranas de peroxisomas de
hojas. Cada valor representa la
media de cuatro experimentos
diferentes + ESM.
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4.2.3.4. Estudio de Dafios Oxidativos a Proteinas en Peroxisomas

Los peroxisomas de hojas de guisante control y tratadas con Cd se obtuvieron como se indic6 en
el apartado correspondiente de Material y Métodos. El contenido de grupos carbonilo en los peroxisomas
procedentes de plantas tratadas con Cd?*, medido espectrofotométricamente, era algo mas 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 patrdon de proteinas modificadas oxidativamente se determind por
inmunoquimica utilizando el anti-DNPH y comprendia proteinas en el intervalo de 40 a 60 kDa, tanto en los
controles como en los tratamientos con cadmio, aunque en este Ultimo caso se observd una mayor
intensidad, asi como la aparicion de nuevas bandas entre 25 y 40 kDa (Fig. 4.32 B). Las proteinas méas
afectadas por el tratamiento eran las de 45 y 55 kDa. La cuantificacién global, mediante densitometria, de

las bandas que daban reaccién con el anti-DNPH mostrd un incremento de 2,4 veces en las plantas

tratadas con Cd2* respecto a las plantas control, similar al observado en extractos crudos.
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Fig. 4.32 Oxidacién de proteinas de
peroxisomas en hojas de plantas control y
tratadas con Cd*".

A) Contenido en grupos carbonilos
determinado por el método
espectrofotométrico. Los resultados son
media de tres experimentos diferentes *
ESM.

B) Deteccion inmunoquimica de grupos
carbonilo. Las lineas 1 y 2 corresponden a
peroxisomas de plantas confrol no
derivatizados  (control  negativo) y
derivatizados con DNPH, respectivamente.
Las lineas 3 y 4 corresponden a peroxisomas
de plantas tratadas con Cd* no
derivatizados  (control  negativo) y
derivatizados con DNPH, respectivamente.
En todos los casos se utilizé la misma
cantidad de proteinas (10 pg). Los
marcadores de masa molecular se sitlan a la
izquierda.
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4.2.4. Efecto del Cadmio en la Actividad Proteolitica de los Peroxisomas y
Degradacioén de Proteinas Endégenas

La actividad de las proteasas peroxisomales (exo- y endopeptidasas) se determind
espectrofotométricamente y mediante EGPA, tanto en condiciones nativas como desnaturalizantes, segun
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
constituia 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 densitometria se observé un
incremento de ambas actividades en las plantas tratadas con Cd del 55 y 31% para la AP1y la AP2

respectivamente, con respecto a las plantas control (Fig. 4.33).

251

Fig. 4.33 Actividad aminopeptidasa
(AP) en peroxisomas de hojas de T~ 20;
plantas control y tratadas con L=
cadmio. Las isoenzimas fueron ‘%"E 157
separadas mediante EGPA-nativa y o E

.. , o —= 101
la actividad de cada una se calculé k= g
multiplicando su porcentaje, 55 5;
obtenido por densitometria de los

o~ - 0 .

geles ftefiidos, por la ac’rlvcc.md total AP1 AP?
de las muestras, medida por
espectrofotometria. O Control B 50 pM Cd?*

La actividad endopeptidasa se determind espectrofotométricamente, midiendo la digestion de la
azocaseina. En peroxisomas procedentes de plantas tratadas con cadmio la actividad era dos veces
superior a la detectada en peroxisomas de plantas control (Fig. 4.34 A). Ademas, la actividad
endopeptidasa se analiz6 por EGPA-SDS conteniendo gelatina, y se encontraron al menos cinco
isoformas distintas en peroxisomas tanto de las plantas control como de las tratadas con el metal. Las
diferentes isoenzimas se designaron como EP1-EP5 segun su movilidad electroforética creciente (Fig.
4.34 B). En la Tabla 4.13 se presenta la masa molecular de cada isoenzima, asi 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 Cd?*, la actividad de las otras isoenzimas aumentaba con el tratamiento, siendo la

EP4 la isoenzima que presentaba mas actividad en ambos casos.

>

Fig. 4.34  Actividad y patrén
isoenzimdtico de las endopeptidasas (EP)
de peroxisomas en plantas control y
tratadas con Cd?* 50 pM.

A) Actividad EP de matrices de
peroxisomas determinada por el método
c cd de la azocaseina. El  resultado
presenfado es media de fres
EPs kDa experimentos independientes + ESM.

B) Actividad EP de matrices
peroxisomales (15 pg) en geles de
poliacrilamida-SDS conteniendo gelatina
(6-12%). Los marcadores de masa
molecular se presentan a la derecha del
gel.

L

Endopeptidasa
(U h""ml")

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

Actividad (mUh" mI™)

Isoenzima Masa molecular

(kDa) C 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 degradacién proteolitica por proteasas enddgenas se estudid mediante incubaciéon de los
peroxisomas a 37°C durante 16 h. Pasado este tiempo se analizo el patron de polipéptidos de las matrices
peroxisomales mediante EGPA-SDS, antes y después de incubar las muestras (Fig. 4.35). Se observo una
disminuciéon importante en la intensidad de las bandas de proteinas en ambos casos, aunque no se

encontraron diferencias significativas entre el tratamiento con Cd2*y el control.

Oh ~ 24h  \pq
-97.4
Fig. 4.35 Degradacién de las proteinas "66.2
peroxisomales por EPs enddgenas. Las 3 L -45.0
matrices peroxisomales (15 pg) se incubaron
durante 16 h a 37°C y se andlizaron -31.0
mediante EGPA-SDS (12%) y tincién con '
azul Coomassie. Los marcadores se masa
-21.5
molecular se presentan a la derecha.
-14.4
C Cd CCcCd

121



Resultados

4.3. LOCALIZACION HISTOQUIMICA DE PRODUCCION DE ESPECIES DE
OXIiGENO REACTIVO Y MUERTE CELULAR EN HOJAS
4.3.1. Produccién de Radicales Superoéxido (O:7)

La deteccidn de la produccion de O, en hojas de guisante se llevo a cabo mediante infiltracion de
las hojas con NBT que es reducido por los radicales O,",dando lugar a manchas oscuras debidas a la
formacion 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 formaciéon de mayor numero de manchas que en plantas control. La
produccion de radicales O, tenia lugar fundamentalmente en las zonas situadas entre los haces
vasculares (Fig. 4.36 C). Para una mejor observacion de las manchas producidas por los radicales
superdxido, se procedio a la eliminacion de la clorofila de las hojas con etanol hirviente (Fig. 4.36 B).

A B

b

Control Cd Control Cd
Fig. 4.36 Deteccion de la produccién de
C radicales O en hojas de plantas control y

tratadas con CdCl, 50 uM.

A) Fotografias de las hojas tras la
incubacién con NBT;

B) Las mismas hojas en las que se ha
eliminado la clorofila con etanol.

C) Observacién a la lupa de la zona donde se
ha detectado la produccién de radicales
superéxido.

Como control de la reaccién se incubaron hojas de plantas tratadas con cadmio con
tetrametilpiperidonoxi (TMP) que actia como secuestrador de radicales superdxido y en este caso se
obtuvo una reduccion de las manchas producidas por el NBT (Fig. 4.37). El uso de diferentes
inductores/inhibidores de la produccion de radicales O,", tal y como se indica en el apartado 24.1 de
Material y Métodos, dio lugar a diferentes respuestas en la formacion de precipitados (Fig. 4.37). Asi, la
cantaridina y el ODQ (1H[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-ona), inhibidores de protein quinasas y
GMPc, respectivamente, anulaban la generacion de O,", y el cloruro de lantano, un inhibidor de los

canales de calcio, la reducia. La incubacion con nitroprusiato sodico, un generador de NO-, estimulaba la
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produccion de O:7, mientras que el PTIO (2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido), un
secuestrador de NOr, anulaba los precipitados debidos al Oz". La incubacién con 8-Br-cGMP, estimulaba

la generacion de radicales Oz, al igual que el acido salicilico (Fig. 4.37).

TMP

Cantaridina Lantano
Nitroprusiato PTIO Salicilico

’
GMP

Fig.4.37 Efecto de diferentes inductores/inhibidores sobre la produccién de radicales superéxido
en hojas completas de plantas tratadas con cadmio. Los radicales superéxido se visualizaron en las
hojas por infiltracién con NBT, que origina manchas oscuras debidas a la formacién de azul de
formazano. TMP 1mM, (secuestrador de radicales O,”), cantaridina 5uM (inhibidor de protein
quinasas), LaCl; ImM (bloqueante de canales de calcio), nitroprusiato sédico 0,5 mM (donador de
NO), PT10 150 puM, (secuestrador de NO), acido salicilico ImM, 8-Br-cGMP 100 uM (donador de
GMP ciclico) y ODQ 200 pM, (inhibidor de GMP ciclico)

ODQ
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4.3.2. Produccion de H20:

La produccién de H20> se determin mediante infiltracion de las hojas con DAB. Al igual que en el
caso de los radicales Oz, también se encontré6 una mayor acumulacion de H2O2 en hojas completas de
plantas tratadas con Cd2* en comparacion con las plantas control (Fig 4.38 A). Para una mejor observacion
de las manchas provocadas por la produccion de H20o, se procedié a la eliminacion de la clorofila de las
hojas con etanol hirviente (Fig 4.38 B). Como control de la reaccion, las hojas de plantas tratadas con
cadmio se incubaron en presencia de ascorbato 10 mM y N-acetil-cisteina (NAC) 20 mM que actiian como
secuestradores de H20,. En estas condiciones se observo una disminucion sustancial de las manchas de

oxidacion del DAB lo que demuestra la especificidad del método de deteccion de H20: utilizado (Fig. 4.39).

Fig. 4.38 Deteccién de la
produccion de H,O, en hojas de
plantas de guisante control e
tratadas con CdCl, 50 pM.

Control Cd A) Hojas completas fotografiadas
después de la incubacién con DAB.
B) Las mismas hojas en las que se

' T
r . ha eliminado la clorofila con
J L etanol. La produccion de H,0, se
. - L
» I " indica con una flecha.
B h%. . : ‘ !
m‘ E % -~
¥ R £

Control Cd

El uso de diferentes inductores/inhibidores de la produccion de H20O,, tal y como se indica en el
apartado 24.2 de Material y Métodos, dio lugar a diferentes respuestas en la obtencion de precipitados.
Asi, la cantaridina, el cloruro de lantano, el PTIO y el ODQ reducian la produccidn de H20, mientras que el
nitroprusiato promovia la formacion de precipitados similares a los observados con NBT. EI GMP y el acido
salicilico también inducian la formacion de precipitados de DAB (Fig. 4.39).
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Ascorbato

Lantano

Salicilico

\

NAC Cantaridina
PTIO Nitroprusiato

GMP ODQ

Fig. 4.39 Efecto de diferentes inductores/inhibidores en la produccién de H,O, en hojas completas
de plantas tratadas con cadmio. El H,O, se visualizé en las hojas por infiltracién con DAB, que
origina manchas oscuras, debidas a su oxidacién por el agua oxigenada. acido ascérbico ImM; NAC
20 mM, N-acetil-cisteina (secuestrador de H,0,), cantaridina 5uM (inhibidor de protein quinasas),
LaCl, ImM (bloqueante de canales de calcio), nitroprusiato sédico 0,5 mM (donador de NO), PTI10O
150 puM, 2-fenil-4,4,5 5-tetrametilimidazolinona-3-oxido (secuestrador de NO-), acido salicilico
ImM, 8-Br-cGMP 100 pM (donador de GMP ciclico) y ODQ 200 pM, 1H(1,2,4-oxadiazol[4,3-
a]quinoxalin-1-ona (inhibidor de GMP ciclico).
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4.3.3. Ensayos de Muerte Celular

Como marcador de muerte celular en hoja se utilizd un colorante impermeable, “Evans blue”, que
solo penetra en aquéllas células que tienen dafiada la membrana. Para ésto, se infiltraron peciolos de
hojas de guisante segun se indicd en el apartado 3.25 de Material y Métodos. Tras la infiltracion del
colorante, se procedid a la decoloracion de las hojas con etanol hirviente, y de esta forma se observo una
mayor penetracion del colorante en las hojas de las plantas tratadas con cadmio en comparacidn con las
controles (Fig. 4.40), lo que es indicativo de un mayor dafio en las membranas celulares de las hojas
expuestas al metal. La cuantificacion de la absorcion del colorante, por medida de la absorbancia a 600
nm, mostré que las plantas tratadas con cadmio absorben el colorante unas 4 veces mas que las plantas
control (Fig. 4.40).

T Fig. 4.40 Infiltracion de hojas de
Agoo= 0,32+0,08 1 Aeoo= 0,07+0,03

guisante con “Evans Blue", marcador de
muerte celular. C, hojas de plantas
control. Cd, hojas de plantas tratadas
con cadmio. La cuantificacién de la
absorcion del colorante se determiné
mediante extraccién con SDS a 50°C y
medida de la absorbancia a 600 nm.
Cada valor representa una media de
tres réplicas + ESM vy las diferencias
son significativas segin el test de
Duncan (P<0,001).

4.3.4. Medidas de Conductividad

Como marcador adicional de muerte celular se determin6 la pérdida de electrolitos mediante
cambios de la conductividad en discos foliares de hojas incubados durante 3 h en agua ultrapura (milli-Q),
utilizandose hojas de plantas control y tratadas con cadmio. Paralelamente, se determiné el efecto de
distintos moduladores (inductores/inhibidores) de procesos de sefializacion 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 producia un incremento de
la conductividad que revertia con la adicion de GMPc y con un secuestrador de radicales Oz, el TMP. La
incubacion con acido salicilico y el nitroprusiato sodico, un donador de NO-, producia 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 Cd?* e incubadas en agua
(Fig. 4.41).
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Fig. 4.41 Efecto del Cd y de diferentes moduladores sobre la conductividad de
discos foliares de hojas de plantas tratadas con Cd. TMP 1mM, (atrapador de
radicales O,7); SA 1ImM, dcido salicilico; Cant 5uM, cantaridina (inhibidor de protein
quinasas); La ImM (blogqueante de canales de calcio); Nitro 0,5 mM, nitroprusiato de
sodio (donador de NO); PTIO 150 uM, (secuestrador de NO-); 8-Br-cGMP 100 uM
(donador de GMP ciclico); y ODQ 200 pM, (inhibidor de GMP ciclico). Cada valor
representa una media de tres réplicas y las barras de error representan el error
estdndar de la media (ESM) segun el test de Duncan.
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4.4. LOCALIZACION SUBCELULAR DE ESPECIES DE OXIGENO Y
NITROGENO REACTIVO EN HOJAS
4.4.1. Peréxido de Hidrogeno (H203)

En cortes de hoja de plantas de guisante control y tratadas con Cd2* 50 puM se estudié la
acumulacion de H>O. mediante la formacion de precipitados de perhidroxido de cerio, densos a los
electrones, para su observacion al microscopio electronico de transmision (MET). La observacién al ME
mostré la formacion de precipitados de Ce en cuatro tipos diferentes de células (Figs. 4.42 y 4.43): 1) En
células de transferencia, en la membrana plasmatica, 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 plasmatica
(Fig. 4.42 F); y 4) En células del mesdfilo, en la membrana plasmatica (Fig. 4.43 B). En las células del
mesofilo, 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 observé ademas la formacién 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), sdlo se observaron pequefios precipitados asociados a las células de transferencia de tejidos
vasculares (Fig. 4.42 A). Para comprobar la especificidad de la reaccién, se incubaron los cortes con
catalasa, que descompone el H202, no observandose precipitados en este caso. También se realiz6 un
control en ausencia de cerio, en el que tampoco se obsevaron precipitados. Para determinar la fuente de
la produccion de H.0> en las plantas tratadas con cadmio, se preincubaron las muestras con un inhibidor
de peroxidasas (NasN), y un inhibidor de NADPH oxidasas (DPI), y los resultados mostraron que sélo con
el DPI se inhibia la formaciéon de precipitados de Ce lo que implicaria a una NADPH-oxidasa en la
produccion de H202 (Tabla 4.14).

Tabla 4.14 Efecto de distintos

Tratamiento Acgg‘ﬂlfgién inhibidores sobre la acumulacién de H,0,
22 en hojas de plantas de guisante cultivadas
DPI (10 M) ) con Cd. Los cortes fueron incubados con

diferentes inhibidores preparados en
tampén HEPES 0,1 M (pH 7,2) durante 30
min, antes de la tincién con CeCl;. Los
resultados (+) y (-) expresan presencia o
ausencia, respectivamente de precipitados
de Ce dependientes de H,0,. Los
resultados presentados se han obtenido
en cuatro experimentos diferentes.

NasN (1 mM) +
Catalasa (1uM) -

Aminotriazol (1 mM) +
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Fig. 4.42 Localizacién de H,0, en hojas de guisante mediante citoquimica con CeCl; y microscopia
electrénica de transmision. 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
sefialan los precipitados de cerio. La barra indica 1 uym. C: cloroplasto; M: mitocondria; Pc: pared
celular; P: peroxisoma; V: vacuola.
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Fig. 4.43 Localizacion de acumulacion de H,0, en células del meséfilo de hojas de guisante
mediante citoquimica con CeCl; y microscopia electrdnica de transmisién. A, cortes de hojas de
guisante control; B, Cy D, cortes de hojas de guisante tratados con cadmio. Las flechas sefialan
precipitados de cerio. C: cloroplasto; M: mitocondria; N: nicleo; Pc: pared celular; P: peroxisoma; V:
vacuola. La barra indica 1 pm.

4.4.2. Radicales Superoéxido (O2)

Se ha estudiado la produccion de radicales superdxido en cortes de hojas de guisante control y
tratadas con cadmio, mediante citoquimica con Mn y DAB, lo que da lugar a la formacién de precipitados
densos a los electrones y visibles al microscopio electrénico. En cortes de hojas tratadas con Cd?* se
observé la formacion 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 incubacion del tejido con dietilditiocarbamato 1 mM, un inhibidor de la CuZn-SOD,

demostré ademas la formacién de precipitados en la membrana plasmatica de las células del mesdfilo,
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asociados a células muy dafiadas por el tratamiento (Fig. 4.44 C). La especificidad de la reaccion se
comprobd preincubando el tejido con CuZn-SOD o bien no incluyendo el Mn y/o DAB en la solucién de

incubacién, lo que daba lugar a la ausencia de precipitados.

Fig. 4.44 Localizacién de O, en
hojas de guisante mediante
citoquimica con  Mn/DAB vy
microscopia electronica de
transmision.

A) hojas de guisante control
mostrando células de
transferencia y células de la vaina.
B y C) células de la vaina y del
meséfilo, 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 C

de la vaina. La barra indica 1 pm. /
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4.4.3. Oxido Nitrico (NO")

La deteccion de NO' se realizd mediante reaccion con diacetato de diaminofluoresceina (DAF2-
DA) y observacion de la fluorescencia al microscopio laser 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 deteccion de NO" se localizaba fundamentalmente en los haces vasculares, asi como en
la epidermis (Fig. 4.45 A). Mediante el uso de L-NAME, un inhibidor de la éxido nitrico sintasa (NOS), se

comprob6 que la produccion de NO- observada era dependiente de esta enzima (Fig. 4.45 C).

100 pm

100 pm

100

Fig. 4.45 Deteccién de 6xido nitrico en hojas de guisante. Se prepararon cortes de hojas
de guisante que se incubaron con DAF2-DA y observaron al microscopio ldser confocal a
495-515 nm. A: hoja control; B: hoja procedente de plantas tratadas con Cd*; C: hoja
control incubada con L-NAME (inhibidor de la NOS); D: hoja control incubada con Tris-CIH
sin DAF2-DA; E: hoja senescente; F: tincion con NBT y observacion de la estructura foliar al
microscopio optico.
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Como control negativo, se observaron cortes incubados en tampdn sin DAF2-DA (Fig. 4.45 D). En
la Fig. 4.45 F se presenta un corte, tefiido con NBT y observado al microscopio 6ptico, donde se aprecia la
estructura de la hoja. En las plantas tratadas con Cd?* se observo una reduccion de la formaciéon de NO*
(Fig. 4.45 B) y esta reduccion era mayor en hojas senescentes (Fig. 4.45 E).

Superponiendo las distintas observaciones realizadas al microscopio laser confocal se obtuvo una
imagen tridimensional del corte en el que se observa también una produccién importante de NO en las

células guarda de los estomas (Fig 4.46).

L
tejido B &
Parénquima vascular .- ’. ﬂ‘f. -
en empalizada - '

Epidermis

Parénquima
laaunar

Células
estomatica

Fig. 4.46 Imagen tridimensional de la produccién de éxido nitrico en hojas
de guisante. Los cortes de hojas se incubaron con DAF2-DA y se observaron
al microscopio ldser confocal, superoponiéndose las distintas imdgenes
obtenidas. EIl NO' se detectd 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 EXPRESION DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES INDUCIDAS POR CADMIO
4.5.1. Ensayos de Apoptosis

Uno de los marcadores bioquimicos de la apoptosis es la degradacién del ADN genémico por
endonucleasas internas, con formacion de fragmentos mono- y oligonucleosémicos. Estos fragmentos
cuando se someten a electroforesis se distribuyen en forma de escalera constituida por maltiples
subunidades de aproximadamente 180 pares de bases. Con el fin de detectar posibles procesos de
apoptosis inducidos por Cd?*, se obtuvo ADN total de hojas de guisante y se analizd, mediante EGPA en
condiciones nativas y posterior tincion con plata, para estudiar el nivel de degradacién del mismo causado
por el tratamiento con Cd2*. Sin embargo, no se observé un aumento considerable de la degradacién del

ADN en plantas tratadas con cadmio con respecto a los controles (Fig. 4.47).

C Cd
- 3kB
Fig. 4.47 Efecto del cadmio sobre la
fragmentacion del ADN ftfotal de
1kB hojas de guisante. Los marcadores

moleculares se sittan a la derecha. La
flecha indica posible fragmentacion
del ADN. El ADN se analizé por
EGPA-nativa al 7,5% y se revelé con
plata.

Al no ser los resultados obtenidos lo suficientemente claros para concluir o descartar la
fragmentacion del ADN como consecuencia del tratamiento, se abordé el estudio de la fragmentacion del
ADN genomico mediante la técnica TUNEL con observacion 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 Cd?*. En
ambos casos, no se observo la reaccion positiva de nucleos apoptéticos caracterizada por la aparicion de

fluorescencia de color verde-amarillo intenso.
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Fig. 4.48 Técnica TUNEL para la deteccion de nicleos apoptéticos por
microscopia de fluorescencia en cortes de hojas de plantas control (A) y tratadas

con cd* (B)

4.5.2. Efecto del Cadmio sobre la Expresion de Enzimas Antioxidantes

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

Fig.4.49  Cuantificacion e

integridad del ARN de hojas

de guisante. A)  Para A

determinar la pureza del ARN o8 faco
. : v

se midié la absorbancia entre |

200-300 nm y se cuantificé a ne ' i

partir de la DO,y B) La

integridad del ARN (150 ng) o

se comprobd en geles de 200 Longitud de onda (nm) 300

agarosa-TBE al 0,8% (p/v)

Para determinar la expresién de enzimas antioxidantes, se partié de 15 pug de ARN total obtenido
de hojas de plantas control y tratadas con cadmio 50 pM, que se analizé en geles de agarosa-MOPS al
1,2% (p/v) en presencia de formaldehido al 1,8% (v/v). EI ARN se transfiri6 a membranas de nylon en las
condiciones especificadas en el apartado 3.27 de Material y Métodos y las membranas se hibridaron con
distintas sondas especificas marcadas con 32P. Después de la exposicion de las peliculas
autorradiograficas entre 2 y 15 dias, a -80°C, se observd una induccion de la expresion de las enzimas
CuZn-SOD y CAT, por efecto del tratamiento con cadmio, mientras que disminuia la expresion de la GR.
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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).

Mn-SOD Cu,Zn-SOD Catalasa

P P

GR
L

C Cd CcC Cd C cd

ARNTr

APX

ARNm | S

ARNr

Fig. 4.50 Andlisis mediante la técnica de Northern de los niveles de ARNm
de distintas enzimas antioxidantes en hojas de plantas control y tratadas
con cadmio. El ARNr se utilizé como control de igualdad de carga.

4.5.3. Efecto de Moduladores de Procesos de Sefializacién Celular sobre la Expresion
de Sistemas Antioxidantes

Se partié de 15 g de ARN total obtenido a partir de hojas de plantas cultivadas con cadmio 50
UM que habian sido previamente incubadas a través de los peciolos durante 18 horas en distintas
soluciones acuosas, excepto en nitroprusiato de sodio que se incubd 3 h. Las hojas de plantas tratadas
con cadmio se incubaron en: agua, cantaridina 5 UM (inhibidor de protein quinasas), LaCl; 1 mM
(blogqueante de canales de calcio), nitroprusiato sodico 0,5 mM (donador de NO'), PTIO 150 pM, 2-fenil-
4,4 5 5-tetrametilimidazolinona-3-0xido (secuestrador de NO'), ODQ 200 uM, 1H-[1,2,4]-oxadiazolo [4,3-
ajquinoxalin-1-ona (inhibidor de GMP ciclico), TMP 1 mM, tetrametilpiperidonooxi (secuestrador de
radicales Oz"), 8-Br-cGMP 100 uM (donador de GMP ciclico), acido salicilico 1 mM, y acido ascorbico 1
mM.
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El ARN se transfiri6 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.

CuzZn-SOD
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MNSOD [m il &% W & o o
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Fig. 4.51 Efecto de diferentes inductores/inhibidores sobre la expresion de
actividades antioxidantes en hojas de plantas de guisante tratadas con cadmio.
Las hojas se incubaron con los compuestos siguientes: agua (control),
cantaridina 5uM (inhibidor de protein quinasas), LaCl; ImM (blogueante de
canales de calcio), nitroprusiato sédico 0,5 mM (donador de NO°), PTIO 150
UM (secuestrador de NO"), ODQ 200 pM (inhibidor de GMP ciclico), TMP 1mM
(secuestrador de radicales O,”), 8-Br-cGMP 100 pM (donador de GMP ciclico),
dcido salicilico ImM y dcido ascérbico ImM.
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Como se puede observar en la Fig. 4.51, los transcritos de la CAT aumentaban por incubacién con
la cantaridina, el LaCls, el PTIO y el GMPc. La incubacion con acido ascérbico, sin embargo, producia una
reduccion considerable de los transcritos de CAT. La expresion de la CuZn-SOD aumentaba por efecto del
LaCls, el PTIO y el TMP, mientras que era fuertemente reprimida por el acido ascorbico, el acido salicilico
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 sddico y por el acido ascérbico y, en menor medida, por el acido salicilico, el
GMP, el TMP y el ODQ. La expresion 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 practicamente no varia y la cantaridina que los inducia, ligeramente. Por ltimo, la expresion de la
GR era fuertemente inducida por el nitroprusiato y en menor grado, por la cantaridina, el PTIO y el acido

salicilico, mientras que el resto de los compuestos no tenia ningun efecto.
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Discusion

El propdsito del trabajo que se presenta en esta Memoria Doctoral ha sido evaluar el efecto del
tratamiento con Cd sobre el crecimiento y estado fisiolégico 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: fisiolégicas, bioquimicas, citolégicas y moleculares, haciendo especial hincapié
en los cambios inducidos por el Cd en el metabolismo de especies de oxigeno reactivo y sus posibles

implicaciones en el metabolismo celular.

Reduccidon del Crecimiento y Alteraciones Nutricionales en Plantas de Guisante

En primer lugar se ha analizado el efecto de distintas concentraciones de CdCl> (0-50 uM) sobre
el crecimiento de la planta y distintos parametros fisiologicos con el fin de seleccionar una concentracion
del metal adecuada para realizar estudios posteriores. Como resultado de ello, se ha comprobado que el
cadmio provoca una reduccién significativa en el crecimiento de las plantas de guisante, expresado como
peso fresco y como peso seco, dependiente de la concentracion del metal en el medio de cultivo. Estos
resultados coinciden con los descritos en la misma especie vegetal por Hernandez y col. (1998) y Dixit y
col. (2001). Este efecto era mas acusado en hojas, mientras que en raices solo se ha detectado una
reduccion significativa del crecimiento con la mayor concentracion de cadmio (50 pM), siendo las raices
laterales las mas afectadas. Resultados similares han sido observados en raices de maiz (Khan y col.,
1984).

El tratamiento con Cd producia ademas un pardecimiento de las raices de guisante que podria ser
debido a la formacién de complejos S-Cd tal como se ha descrito en Arabidopsis (Howden y col., 1995), o
bien a la formacion de fenoles. Asi, en raices de pino tiene lugar un incremento del contenido de fenoles
solubles en respuesta al tratamiento con cadmio (Schitzendlbel y col., 2001). En glandulas de la
epidermis de hojas de lirio de agua también tiene lugar acimulo de fenoles en respuesta al estrés por
cadmio (Lavid y col., 2001). Los polifenoles podrian participar en la desintoxicacion de metales pesados,
bien actuando como secuestradores de los mismos o indirectamente, actuando como antioxidantes
contribuyendo a la eliminacion de H.02 con la intervencion de peroxidasas (Schitzendubel y col., 2001;
Lavid y col., 2001). Posiblemente, la menor sensibilidad de las raices al cadmio se deba a su capacidad
para acumularlo de forma inactiva, quizas por su unién a fitoquelatinas, como se ha observado en otras
especies vegetales (Zenk, 1996; Vogeli-Lange y Wagner, 1996; Schafer y col., 1998) o porque se facilite el
transporte del metal hacia la parte aérea de la planta (Barceld y col., 1988). Con respecto a las hojas, no
se han observado sintomas de toxicidad, salvo la reduccion del tamafio y del peso, mientras que en otras
especies vegetales la presencia de Cd induce la aparicién de sintomas de clorosis, pardeamiento de los
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margenes de las hojas o curvatura de las mismas (Ouzounidou y col., 1997; Skérzynska-Polit y Baszynski,
1997; Baryla y col., 2001).

La reduccion del crecimiento dependiente de Cd podria deberse a una inhibicion de la division
celular tal como han descrito Baryla y col. (2001), aunque este es un proceso complejo en el que
intervienen multiples factores. Asi, la deficiencia de Ca inducida por Cd también podria determinar una
reduccion del crecimiento dado que este elemento es necesario tanto para el desarrollo de la pared
celular, como para la estabilidad de la membrana plasmatica (Greger y Bertell, 1992). Ademas de
alteraciones en el contenido de Ca, una reduccion del contenido de GSH, como el observado en hojas de
guisante en respuesta al Cd, también podria influir negativamente sobre el inicio y mantenimiento de la
division celular, tal como se ha observado en mutantes de Arabidopsis deficientes en y-glutamil cisteina
sintetasa (Vernoux y col., 2000). Otro factor limitante del crecimiento es la reduccion de la tasa
fotosintética, que llega a ser hasta 6 veces inferior respecto al control en plantas cultivadas con CdCl, 50
HM. En esta inhibicién de la tasa fotosintética esta posiblemente implicada la disminucién en el contenido
de clorofila que es dependiente de la concentracion de Cd. De hecho, en otras especies vegetales se ha
demostrado que el cadmio provoca una reduccion en el contenido de clorofila, bien por degradacion de la
misma, o bien por la reduccidn de su biosintesis, provocando la disminucion 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 explicaria la disminucion de la tasa fotosintética seria la reduccion del contenido de
Fe y Mg observados. Ambos elementos son necesarios para un correcto funcionamiento de la cadena de
transporte electronico, asimilacion del CO; y sintesis de clorofila (Ouzounidou y col., 1997). El Ca también
es necesario para el mantenimiento del flujo de electrones en el fotosistema Il (FSII), y la deficiencia de Ca
inducida por Cd podria asi afectar al FSIl, como se ha descrito en trigo (Ouzounidou y col., 1997). El
transporte electrénico en el FSII es inhibido por el Cd en plantas de Beta vulgaris (Greger y Ogren, 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 reduccion de la fotosintesis neta por el Cd
junto con la inhibicién de las actividades Rubisco, gliceraldehido-3-P-deshidrogenasa y fructosa 1,6-
bisfosfatasa. La inhibicién de estas actividades del ciclo de Calvin también podria estar relacionada con la
disminucién de la productividad de las plantas (de Filippis y Ziegler, 1993; Siedlecka y col., 1997;
Skorzynska-Polit y Baszynski, 1997; Lakshaman y Surinder, 1999). La reduccidn del numero y tamafio de
los cloroplastos por efecto del Cd, observada en este trabajo también debe contribuir a la reduccién de la

fotosintesis neta y productividad.
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Las alteraciones en el intercambio gaseoso a través de los estomas pueden limitar la fotosintesis
neta, y por lo tanto, la productividad vegetal. En este sentido, el analisis mediante microscopia de barrido
de la superficie abaxial de las hojas de guisante, muestra un mayor numero de estomas cerrados en
respuesta al Cd, lo que llevaria consigo una disminucién del CO; disponible para la fotosintesis. El cierre
de los estomas iba acompafiado de una reduccidon de la tasa de transpiracién dependiente de la
concentracién de Cd en la solucién nutritiva. El efecto del Cd sobre la transpiracion es complejo y
aparentemente va a depender de la concentraciéon del metal, la especie vegetal, y el periodo de
tratamiento. Asi, el Cd produce una reduccion de la transpiracion 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 (Barcel6 y
col., 1988; Greger y Johansson, 1992), asi como una reduccion de la densidad de los estomas (Baryla y
col., 2001). El cierre de los estomas podria estar relacionado con un efecto directo del Cd sobre el
contenido y el flujo de iones (fundamentalmente K* y Ca%*) y movimiento del agua en las células guarda
que, a su vez, esta 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 podria
afectar a la funcién estomatica.

El cadmio también provoca una disminucion en la eficiencia en el uso del agua, y este efecto
podria deberse a una inhibicién de la absorcidn y translocacion de la misma como se ha descrito en otras
especies vegetales (Barceld y col., 1988), como consecuencia de la reduccién del tamafio y nimero de los
vasos, asi como de alteraciones en el balance hormonal (Poschenrieder y Barceld, 1999).

El andlisis del contenido de Cd en distintos tejidos demuestra que las plantas de guisante
acumulan cadmio fundamentalmente en la raiz existiendo una relacién lineal entre la concentracion de
cadmio en el medio y su acumulacion en la raiz con CdCl, 0-30 puM, alcanzédndose una meseta con CdCl,
30-50 uM. Esta capacidad para acumular Cd en las raices esta de acuerdo con resultados obtenidos por
otros autores en la misma especie vegetal (Leita y col., 1993; Lozano-Rodriguez y col., 1997), en maiz
(Lozano-Rodriguez y col., 1997), en judia (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 asimilacién del Cd
por la raiz. La entrada del metal en las células de la raiz parece llevarse a cabo de un modo bifasico: a
través de transportadores saturables y por difusion a través de canales de membrana (Cohen y col., 1998;
Nies, 1995; Hart y col., 1998; Larsson y col., 2002). Una vez en la raiz, 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-Rodriguez y col., (1997) han observado que en plantas de guisante el cadmio se acumula
principalmente en la fraccion soluble de las células de la raiz, siendo este un comportamiento
caracteristico de aproximadamente el 50% de las leguminosas (Lozano-Rodriguez y col.,1997). La
translocacion del Cd de la raiz al tallo parece estar controlada por la transpiracion ya que en plantas de
Brassica juncea el ABA reduce drasticamente la acumulacién del Cd en la hojas (Salt y col., 1995a).
Respecto a la localizacion subcelular de los acumulos de Cd en hojas y raices de guisante, los intentos
realizados mediante aproximaciones de microanalisis con rayos-X utilizando un microscopio electrénico de
alta resolucion (HRTEM), han sido infructuosos incluso utilizando distintos métodos de inmovilizacion del
Cd. En las condiciones experimentales utilizadas no se detectd acumulo especifico de Cd debido
probablemente a que el metal se encuentra en forma soluble y no formando complejos tal como han
observado Lozano-Rodriguez y col. (1997) en la misma especie vegetal, y posiblemente la concentracion
del Cd en la muestra se encuentra por debajo de los limites de deteccion de la técnica. No obstante, en
plantas tratadas con Cd, mediante el uso de piroantimoniato como inmovilizador de cationes, se ha
observado un mayor acimulo de precipitados de antimonio fundamentalmente en la vacuola y en la
proximidad de la pared celular tanto en raices como en hojas, lo que refleja un mayor acimulo de cationes
dependiente de Cd2* en ambos tejidos, si bien no podemos especificar el tipo de catién. Se han descrito
resultados similares mediante el uso de piroantiminiato en raices de plantas de maiz cultivadas en
presencia de Al (Vazquez y col., 1999). La localizacién subcelular del Cd esta sujeta a varios factores,
entre ellos la especie vegetal, la concentracién de Cd utilizada y el tiempo de tratamiento, e incluso el
método empleado para la inmovilizacién y deteccion del metal. En plantas de maiz el cadmio se localiza
fundamentalmente en la pared celular de células epidérmicas, cértex y elementos del xilema (Khan y col.,
1984) mientras que Rauser y Ackerley (1987) han observado en raices de maiz y Agrostis granulos
densos a los electrones en el citoplasma, nucleo 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 acumulos de Cd fundamentalmente en el apoplasto y en la vacuola de las células de la raiz
asociados a calcio y a hierro (Vazquez 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 (Kupper y col., 2000). El acumulo 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 acimulo de Cd en las glandulas 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 raices sélo
resulta afectada la entrada de Mn por la mayor concentracion de Cd. Estos resultados sugieren que el
cadmio interfiere fundamentalmente en la incorporaciéon del Mn a la raiz y en la translocaciéon de
micronutrientes desde la raiz a las hojas. La alteracién de este transporte puede deberse a distintos
factores, entre ellos, la inhibicién de los transportadores implicados en la entrada de micronutrientes al
xilema y en el desplazamiento hacia la parte aérea de la planta, a cambios morfologicos del tejido
conductor, 0 a problemas en la absorcion desde la hoja (Barcel6 y col., 1988). La disminucion de la
incorporacion del Mn dependiente del Cd parece ser un hecho general en otras especies vegetales (Yang
y col., 1996; Hernandez y col., 1998; Salt y col., 1995a). En Brassica juncea el Cd produce una reduccion
del contenido en Mn tanto en raices como en tallos, mientras que el contenido de Cu sélo 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 tenia lugar una reduccion de la concentracion de Fe, Mn y Cu (Gussarson y col., 1996).
Sin embargo, se desconocen las razones de la reduccion en la incorporacion de Mn dependiente de Cd.
La disminucién del contenido de Zn en hojas podria responder a una inhibicién competitiva por el Cd, ya
que ambos tienen propiedades quimicas similares, aunque en estudios llevados a cabo en distintas
especies vegetales se ha observado cierta contradiccion al respecto (Grant y col., 1998; Cakmak y col.,
2000; Harris y col., 2001).

En cuanto al resto de micronutrientes, el comportamiento varia segun la planta, la concentracion
de cadmio suministrada, las condiciones experimentales, y el tiempo de exposicion. Por ejemplo, el
contenido en Fe disminuye por efecto del Cd en remolacha, maiz y abedul (Greger y Lindberg, 1987;
Siedlecka y Baszinski, 1993 y Gussarson y col., 1996) mientras que aumenta en plantas de judia 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
enzimatica de la reductasa férrica. La actividad H*-ATPasa en raices 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 induccion de la actividad H*-ATPasa de plantas de guisante en situaciones de
deficiencia de Fe no se ha relacionado con un incremento de la acumulacion de Cd en la raiz (Cohen y
col., 1998). En cuanto a los transportadores, el IRT1 es un transportador de Fe que ademas puede

transportar Zn, Mn y Cd, y su selectividad puede variar dependiendo del pH de la solucion nutritiva
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(Korshunova y col., 1999). En plantas de guisante en situaciones de deficiencia de Fe tiene lugar la
induccién de la expresion del IRT1 y ello lleva consigo un incremento del contenido de otros cationes como
el Cdy el Zn (Cohen y col., 1998). Ademas, en plantas de Arabidopsis se ha observado que un exceso de
Cd produce la inhibicién de la incorporacién 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 realizd en forma de EDTA-Fe(lll),
que debe ser reducido a Fe(ll) por la reductasa férrica, de forma que cualquier modificacién en su
actividad dependiente de Cd puede limitar la disponibilidad del Fe.

En general, la concentracion de macronutrientes en las hojas se encuentra reducida de forma
severa por efecto del Cd, mientras que en las raices solo se afectaba en los tratamientos con CdCl, 40 y
50 UM. 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 unién 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). Asi mismo, la entrada de K puede verse afectada por la modificacion,
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 incorporacion de cationes puede resultar
alterada por modificaciones dependientes del Cd de la actividad de la reductasa férrica asocida a la

membrana plasmatica de raices (Welch y col., 1993).

Induccion de Estrés Oxidativo en Plantas de Guisante

En hojas de plantas cultivadas con cadmio se encontr6 un incremento de la concentracion de
malondialdehido, un marcador de la peroxidacion lipidica y, a su vez, considerado como un indicador de
estrés oxidativo. Este incremento de malondialdehido dependia de la concentracion del Cd en la soluciéon
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-Rodriguez y col., 1997; Dixit y col.,
2001), y Pinus silvestris (Schutzendibel y col., 2001). La infiltracion de hojas de guisante con CdCl2 100
KM producia igualmente un incremento de la peroxidacion lipidica dependiente del tiempo de incubacién y
este proceso iba asociado a la pérdida de pigmentos de las hojas (Dalurzo y col., 1997). La peroxidacion
de las membranas bioldgicas puede afectar severamente a la funcionalidad e integridad de las mismas, y
puede producir dafios celulares irreversibles. La peroxidacion lipidica puede iniciarse por especies de
oxigeno reactivo tales como Oz, ‘OH y 'Oz o por accion 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 peroxidacién lipidica y la
produccion de radicales alcoxilo y peroxilo que son muy reactivos y pueden dafiar a las membranas o0 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 oxigeno reactivo de forma
directa, si puede inducir estrés oxidativo de forma indirecta, alterando el metabolismo de los cloroplastos,
modificando la actividad de enzimas por unién con grupos SH, entre ellas enzimas relacionados con la
defensa antioxidante, o bien modificando la composicion de las membranas biolégicas y potenciando
dafios oxidativos. Asi, se han descrito cambios en la composicion de las membranas lipidicas,
dependientes del Cd, en raices de plantas de guisante (Hernandez y Cooke, 1997) y en pléantulas de
tomate (Ouariti y col., 1997) que afectan fundamentalmente al contenido de fosfolipidos y de &cidos grasos
polinsaturados. 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 desvio de los electrones de las cadenas de
transporte electronico del FSI y FSII, dando lugar a la formacion de radicales libres (Foyer y col., 1994).
Sin embargo, los resultados obtenidos mediante citoquimica de H.02 y Oz no parecen dar mucha
relevancia a los cloroplastos como fuente de ROS en situaciones de estrés por Cd. La disminucion de
GSH inducida por Cd, debido a la formacién de PCs, podria 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 proteinas, que pueden resultar afectadas por las
especies de oxigeno reactivo, bien por la oxidacién directa de sus aminoacidos, o por reacciones
secundarias con aldehidos resultantes de la peroxidacion lipidica (Levine y col., 1990). Ambas reacciones
pueden dar lugar a grupos carbonilo dentro de las proteinas, cuya presencia es un indice de estrés
oxidativo. El deterioro oxidativo también ha sido considerado como un marcador de senescencia en hojas
(del Rio 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 sélo es significativo en los
tratamientos de CdCl, 40 y 50 uM. Con el fin de identificar el patron de proteinas oxidadas, se realizé un
estudio en extractos de hojas de plantas de guisante control y tratadas con CdCl, 50 pM, mediante
deteccion inmunoquimica con un anticuerpo frente a la dinitrofenilhidrazona (DNPH). Como resultado de
ello, se han detectado una serie de bandas de proteinas oxidadas, con pesos moleculares comprendidos
entre 24 y 120 kDa. En cloroplastos aislados de hojas de trigo bajo condiciones de estrés hidrico, se han
identificado proteinas oxidadas con pesos moleculares similares a los descritos en este trabajo,
especialmente las proteinas de 68, 54 y 41 kDa (Tambussi y col., 2000). La proteina oxidada de 55 kDa
corresponde a la subunidad mayor de la Rubisco, una enzima clave en la fijacion fotosintética del carbono.
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Los fragmentos mas pequefios 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 degradacién de la subunidad mayor. Se han observado fragmentos de degradacion de la
Rubisco similares en cebada (Desimone y col., 1996), trigo (Ishida y col., 1997) y maiz (Kingston-Smith y
Foyer, 2000) sometidos a estrés oxidativo inducido por distintos agentes abiéticos. La Rubisco es una
proteina muy abundante sujeta a una continua degradacion (Esquivel y col., 1998) lo que explicaria la
presencia de fragmentos de degradacion incluso en plantas control. La inhibicion 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 identificacion del resto de las proteinas oxidadas, se procedio a la inmunoprecipitacion de
los extractos derivatizados con el anticuerpo frente a DNPH, para su posterior identificacion mediante
EGPA-SDS vy transferencia a membranas de PVDF, utilizando distintos anticuerpos. De esta forma se ha
comprobado que la FBPasa, otra enzima clave en la fijacion del carbono, no parece verse afectada por el
tratamiento con cadmio ya que la cantidad de proteina no varia en plantas tratadas con respecto a las
control y su anticuerpo no reconoce ninguna de las proteinas 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 proteinas oxidadas en plantas tratadas con cadmio. Por el contrario, la CuZn-SOD
no se encontraba entre las proteinas oxidadas por efecto del Cd. La diferencia observada en la
susceptibilidad de las distintas isoenzimas de SOD a modificaciones oxidativas podria deberse a
diferencias en su estructura primaria y tridimensional. De hecho, en trabajos anteriores hemos constatado
la mayor susceptibilidad de la Mn-SOD, en comparacién con la CuZn-SOD, frente a la oxidacion durante el
proceso de purificacién de ambas enzimas, requiriendo la Mn-SOD la incorporaciéon de DTT en los
tampones de extraccion para prevenir su inactivacion (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 proteina. De hecho, la CAT es una
proteina muy sensible a la fotoinhibicion y su actividad se ve afectada frente a distintas situaciones de
estrés (Streb y col., 1993; Schafer y Feirabend, 2000).

Para demostrar la implicacion de las especies de oxigeno reactivo en la modificacion oxidativa de
proteinas, llevamos a cabo una incubacion de extractos crudos de hojas de guisante con concentraciones
crecientes de H.0> y los resultados obtenidos, tanto en concentraciéon de grupos carbonilo como en el
patron de proteinas 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 H Oz, puede ser responsable de la oxidaciéon de las proteinas in vivo. La medida de la
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concentracién de H202 en hojas de plantas control y tratadas con CdCl, 50 uM respalda este resultado,
detectandose una concentracion de H2O. 6 veces mayor en plantas tratadas que en plantas control.
Recientemente Dixit y col. (2001) han observado un incremento de la concentracion de H20; en plantas de
guisante cultivadas con Cd 40 UM durante 7 dias, aunque este aumento es muy inferior al observado en
esta Memoria. La diferencia podria deberse a la duracion del tratamiento, que en nuestro caso fue mas
prolongado (14 dias). La acumulacién de H.O> por efecto del tratamiento con Cd también se ha
demostrado en raices de pino mediante tincidn histoquimica (Schitzendiibel y col., 2001).

Es bien conocido que las proteinas modificadas oxidativamente son sustratos preferentes para la
degradacion proteolitica, y este hecho esta asociado a un incremento de la tasa de recambio de las
proteinas (Pacifici y Davies, 1990). Es por ello que la degradacién de proteinas y la actividad proteolitica
han sido propuestas como indices de estrés oxidativo. Por esta razon, en este trabajo se ha determinado
el efecto del Cd sobre la actividad proteolitica de extractos crudos de hojas de guisante. Sin embargo, no
se han observado cambios significativos en la actividad endoproteasa total, aunque el analisis 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 proteinas oxidadas, lo que puede dar
lugar a un acumulo de las mismas hasta concentraciones potencialmente toxicas promoviendo asi dafios
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
maiz crecidas a bajas temperaturas tampoco se han detectado cambios en la actividad proteolitica aunque
si se producia una acumulacién de proteinas oxidadas (Prasad, 1996).

La generacion de especies de oxigeno reactivo puede verse incrementada también por una
disminucion de la respuesta antioxidante de la planta, que engloba tanto a los antioxidantes enzimaticos
(SOD, CAT, GR o peroxidasas) como a los no enzimaticos (GSH, ASC). De los antioxidantes no
enzimaticos, el GSH es uno de los mas importantes y una de las principales fuentes de tioles no proteicos
en células vegetales. EI GSH desempefia un papel importante en la proteccion de la planta frente a
distintas situaciones de estrés, especialmente el estrés oxidativo. Asi, el GSH puede secuestrar especies
de oxigeno reactivo directamente o bien participar junto con el ASC en el ciclo ascorbato-glutation
encargado de la descomposicion del H2O, en distintos compartimentos celulares (Halliwell y Gutteridge,
2000; Jiménez y col.,1997). La reduccién de la cantidad de GSH y de ascorbato en respuesta al Cd,
observada en esta Memoria Doctoral podria indicar una reduccién de la capacidad del ciclo ascorbato-
glutation para descomponer el peroxido de hidrogeno, lo que explicaria en cierto modo el aumento del
contenido de H2O, observado en plantas crecidas con CdCly. En plantas de pino expuestas a CdCl, 50
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KM, el contenido de ascorbato total de la raiz se reduce en exposiciones largas mientras que el efecto
opuesto tiene lugar a tiempos cortos de exposicion (Schiitzendibel y col., 2001).

El GSH también participa en la desintoxicacion de compuestos organicos mediante conjugacion
con los mismos en una reaccidn catalizada por la glutation-S-transferasa (Marrs, 1996). Por otro lado, el
GSH desempefia un papel muy importante en la proteccion frente a metales, fundamentalmente Cd y Cu,
a través de la formacién de PCs catalizada por la PC sintetasa (Cobbett, 2000). La sintesis de PCs se
induce por la presencia de metales en el medio (Cobbett, 2000) y ello va acompafiado de una reduccion
del contenido de GSH (Meuwly y Rauser, 1992; Xiang y Oliver, 1998; Noctor y col., 1998), si bien el
andlisis de expresion de los genes implicados en la sintesis de GSH (gshl y gsh2) demuestra un
incremento de la transcripcion 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 sintesis de PCs ha sido bien ilustrado en
mutantes de Arabidopsis sensibles al Cd como consecuencia de su deficiencia en la sintesis de GSH
(Howden y col., 1995).

En esta Memoria se ha observado en hojas de plantas de guisante cultivadas en presencia de Cd
una reduccion del 50% en el contenido de glutation total (oxidado més reducido) con respecto a las plantas
control, siendo el GSH el que experimenta una mayor reduccion. El contenido de tioles totales aumentaba
ligeramente pero el mayor incremento era el correspondiente a los tioles no proteicos. Esta discrepancia
en los resultados podria deberse a la contribucion de otros tioles no proteicos como la cisteina y la y-
glutamilcisteina. En raices de pino se ha descrito un incremento del contenido de ambos tioles
dependiente de la concentracion 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 asimilacién de sulfatos dependiente del Cd (Schitzendlbel y col., 2001). Una situacién
similar ha sido descrita en plantas de Brassica juncea expuestas al cadmio (Lee y Leusteck, 1999). Sin
embargo, Dominguez-Solis y col. (2001) han descrito que el aumento de la sintesis de cisteina en plantas
de Arabidopsis en condiciones de estrés por cadmio esta directamente implicado en los mecanismos de
proteccion de la planta. Asi, plantas transformadas que sobreexpresan el gen Atcys-3A que codifica la O-
acetilserina(tiol) liasa, desarrollan tolerancia a concentraciones de Cd 250 uM (Dominguez-Solis y col.,
2001).

La reduccion del contenido de GSH observada en esta Memoria no parece estar asociada a la
sintesis de PCs, ya que el anélisis de proteinas en extractos crudos de hojas mediante EGPA y con
distintas concentraciones de acrilamida, no mostré la induccion, dependiente del Cd, de proteinas de bajo
peso molecular tipo fitoquelatinas. Sin embargo, no podemos descartar que tenga lugar su formacion y
que no sean detectadas por los métodos clasicos de separacion de proteinas por EGPA. Por el contrario,
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Leita y col. (1993), han demostrado mediante técnicas de HPLC, la induccién por Cd de PCs en hojas de
guisante y judia, con masas moleculares de 9,2 y 5,3 kDa, respectivamente. La induccién de fitoquelatinas
en hojas también ha sido descrita en plantas de tabaco (Vogeli-Lange y Wagner, 1996).

Ademas de su papel como antioxidante y precursor de PCs, el GSH puede actuar como un sensor
del estado redox de la célula, desempefiando un papel muy importante en la integracion de los procesos
celulares con el crecimiento y el desarrollo en condiciones de estrés (May y col., 1998). Asi, se ha
demostrado que existe una correlacion entre la cantidad de glutation y el grado de adaptacién de la planta
a situaciones extremas de estrés por temperatura, xenobioticos, sequia, metales pesados o ataque por
patogenos, Y la induccion de su biosintesis parece ser un hecho intrinseco a la respuesta de la planta al
estrés (May y col., 1998).

El cadmio provoca una disminucién, dependiente de la concentracion del metal en la solucién
nutritiva, de las principales actividades responsables de la eliminacion del H.O», la catalasa y las
peroxidasas, contribuyendo de esta forma al acumulo de H20. observado en hojas tratadas con Cd. La
reduccion 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 (Schitzendibel y col., 2001) y Capsicum
annuum (Leon y col., 2002), mientras que el efecto opuesto ha sido descrito en Raphanus sativus (Vitoria
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 concentracién del metal utilizada, del método de aplicacion, y del periodo de tratamiento
utilizados. De esta forma, en plantas de guisante Dixit y col. (2001) han observado que concentraciones de
Cd 40 pM 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 infiltracién de hojas de
guisante con Cd 100 uM producia una fuerte reduccion de la actividad catalasa a las 24 h respecto a las
hojas control, y un incremento de la misma a los 2 y 6 dias de incubacion (Dalurzo y col., 1997). La
posibilidad de inactivacion directa por union del Cd a grupos SH de la catalasa ha sido descartada, dado
que la incubacién de la enzima comercial con Cd 100 uM, durante 72 h, no producia cambios de la
actividad determinada mediante EGPA (datos no presentados en esta Memoria). El Cd podria inactivar la
enzima indirectamente a través de un incremento de pro-oxidantes como el O2" o el GSSG, lo que
explicaria la presencia de grupos carbonilos en la proteina. Ademas de a una inactivaciéon propiamente
dicha, la reduccién de la actividad CAT también se debe a una reduccién de la cantidad de proteina, segin
se ha observado mediante transferencia de Western utilizando un anticuerpo especifico frente a la
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catalasa. Esta disminucion tanto de la actividad como de la proteina, podria estar asociada a procesos de
degradacion proteolitica ya que, como se ha indicado anteriormente, la catalasa se oxida por efecto del
Cd, lo que la hace mas susceptible a la degradacién. La catalasa es una enzima muy sensible a la
fotoinactivacién como ha demostrado en hojas de centeno bajo diferentes situaciones de estrés, incluidas
concentraciones tdxicas de Cd, y muestra una tasa de recambio elevada que puede inclinarse hacia una
mayor degradacion en determinadas circunstancias (Streb y col., 1993; Feierabend y col., 1999). Este
proceso se encuentra favorecido por el incremento de la actividad proteolitica detectado en peroxisomas,
donde se localiza esta actividad. Distefano y col. (1999) han demostrado que la CAT es una proteina diana
de proteasas peroxisomales en procesos de senescencia foliar. El analisis de la expresién mediante
Northern de los transcritos de esta proteina demuestra, sin embargo, un ligero incremento dependiente del
Cd del ARNm, lo que sugiere cambios en la eficiencia de la traduccion o cambios postraduccionales
dependientes del Cd, tal y como se ha propuesto para la sintesis de CAT en plantas de arroz (Feierabend
y col., 2001). Discrepancias entre el ARNm y la cantidad de proteina CAT también han sido observadas en
hojas de maiz expuestas a ozono (Ruzsa y col., 1999) y en plantas de cebada tratadas con acido
giberélico (Fath y col., 2001). El aumento de los transcritos de CAT podria ser inducido por el aumento de
la concentracion de H2O. observado en extractos crudos de hojas cultivadas con Cd, dado que la
infiltracién de hojas de guisante con ascérbico (secuestrador de H202), reduce los transcritos de CAT. Se
ha demostrado que el H2O> participa como molécula sefial en la induccién de catl en respuesta a ABA 'y a
dafios mecanicos en plantas de maiz (Guan y Scandalios, 2000a). Por el contrario, la regulacién de la
expresion 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. EI O2" tampoco esta implicado en la regulacién de la
sintesis de CAT dado que el TMP (un secuestrador de O2"), no tiene efecto alguno sobre la expresion de
la enzima. Sin embargo, los transcritos de CAT responden positivamente a la cantaridina y al GMPc, lo
que sugiere la participacién de procesos de fosforilacion/desfosforilacién de proteinas y de la adenilato
ciclasa, respectivamente.

El anélisis de la actividad guayacol peroxidasa, utilizado como medida de la actividad total de
peroxidasas, muestra una disminucion de esta actividad dependiente de cadmio. Esta reduccion de la
actividad podria deberse a una inhibicion 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 uM) mediante infiltracién
directa de las hojas producia el efecto opuesto en la misma especie vegetal (Dalurzo y col., 1997), lo que
podria cuestionar un efecto inhibitorio directo del Cd sobre la enzima. La induccion 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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Schitzendlbel y col., 2001; Ledn y col., 2002) y ha sido relacionado con la generacion de estrés oxidativo,
dependiente de metales, y con procesos de lignificacion de la pared celular asociados a mecanismos de
adaptacion a condiciones de estrés (Chaoui y col., 1997; Schitzendubel y col., 2001).

El ciclo ascorbato-glutation constituye uno de los principales sistemas de eliminacion del H.O; en
distintos compartimentos celulares y esta compuesto basicamente por la APX, la GR, la MDHAR, la
DHAR, el GSH y el ASC. El funcionamiento de este ciclo podria 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 enzimaticas, la GR se
incrementa ligeramente en actividad y contenido de proteina en presencia de CdCl, 10 y 50 uM. Estos
resultados contrastan con la presencia de grupos carbonilo en la proteina, lo que es un indice de
modificacion oxidativa de la misma. Sin embargo, estas alteraciones pueden no afectar al centro activo de
la proteina, lo que explicaria la ausencia de cambios de la actividad enzimatica. No obstante, el analisis de
expresion mostro una reduccion dependiente del Cd en el ARNm de la GR. Estas discrepancias entre la
cantidad de proteina, actividad, y el ARNm podrian 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 proteina y actividad corresponden a la suma de las
distintas isoformas presentes en mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas y citosol. Por otro lado, la
regulacion de GR era independiente de H.O, dado que la incubacion con &cido ascorbico practicamente
no altera los transcritos, pero si responde al NO' ya que la incubacién con nitroprusiato incrementa
considerablemete los ARNm. EI SA también podria intervenir en la regulacién de la expresion de la GR, a
juzgar por el incremento observado en los transcritos de hojas incubadas con este compuesto. Por el
contrario, la expresion de la GR era independiente de cambios en el flujo de iones Ca2*, procesos de
fosforilacion de proteinas y adenilato ciclasa, lo que sugiere que la regulacién de GR se encuentra a un
mas arriba en la cascada de reacciones de transduccién de sefiales y posiblemente su regulacion
responda fundamentalmente al estado redox de la célula o, mas concretamente, a la relacion GSH/GSSG.
Xiang y Oliver (1998) han observado que la GR no se activa por H202 pero si por &acido jasménico. 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 (Ledn y col., 2002). Se han descrito incrementos de la actividad GR por efecto del Cd
en Helianthus annuus (Gallego y col., 1996), Raphanus sativus (Vitoria y col., 2001) y Phaseolus vulgaris
(Chaoui y col., 1997), mientras que en el hiperacumulador Alyssum concentraciones elevadas de Cd
producian una reduccion de la actividad, si bien esta respuesta variaba dependiendo de la concentracion
del metal y de la especie estudiada (Schickler y Caspi, 1999). Schutzendlbel y col. (2001) han demostrado
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que en plantas de Pinus sylvestris la sensibilidad de la actividad GR al Cd también varia dependiendo del
periodo de tratamiento.

Respecto a la actividad APX, el tratamiento con Cd producia un ligero incremento de la actividad,
si bien las diferencias no eran significativas, lo que explicaria 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. Asi 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
funcion del periodo de tratamiento en raices de Pinus sylvestris (Schutzendubel 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
regulacion de la APX, los resultados obtenidos en esta Memoria sugieren que la APX es una enzima
constitutiva que se expresa independientemente de sefiales ambientales, por lo que las modificaciones
que pueda experimentar su actividad podrian deberse fundamentalmente a modificaciones
postraduccionales. Asi, la expresion de APX era independiente de H20-, dado que la incubacién con acido
ascorbico no modificaba el ARNm. En plantas de Arabidopsis la activacion de la APX tampoco es
dependiente de H,O> (Orendi y col., 2001). El uso de distintos efectores de la transduccion de sefiales
sugiere ademas que la expresion de la APX en respuesta al estrés por Cd no es dependiente de flujos de
Caz*, NO' o SA, pero si responde ligeramente a fostatasas y GMPc. La activacion de la APX citosélica en
plantas de Arabidopsis en respuesta a 0zono también era insensible al SA (Rao y Davis, 1999) asi 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 varia en condiciones de exceso de luz, dafios mecanicos, infeccion
por patdgenos, 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 citosolica se induce en respuesta a alta intensidad luminosa y paraquat pero no frente a sequia o
salinidad, mientras que la peroxisomal y la cloroplastidica 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 podria responder a cambios diferenciales en la expresion de las
distintas isoformas, aunque de una forma global se mantenga constante.

La actividad GST también puede desempefiar un papel importante en procesos de desintoxicacion
de metales y el incremento de actividad observado en esta Memoria Doctoral podria contribuir a la
generacion de estrés oxidativo a través del consumo de GSH. Resultados similares han sido obtenidos en

raices y hojas de plantas de guisante (Dixit y col., 2001) y en tallos y raices de trigo y guisante (Votila y
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col., 1994). En cuanto a la regulacion de la GST, el incremento observado de actividad podria responder a
una induccion de la transcripcion en respuesta a un incremento de la concentraciéon de H20, tal como se
ha descrito en plantas de maiz (Polidoros y Scandalios, 1999).

La SOD es una enzima clave en la proteccion de las células frente al estrés oxidativo, llevando a
cabo la eliminacion de los radicales O2". El andlisis de la actividad SOD total en los extractos crudos
mostré interferencias de algun componente de los extractos con la reduccién del citocromo c, utilizado
como molécula detectora, ya que en ausencia del sistema de generacién de radicales O2" (Xantina +
XOD), se registraban altas tasas de reduccion del citocromo ¢, que aumentaban con la concentracion del
Cd en el medio de cultivo. Estas interferencias podrian deberse a la presencia de fenoles que pueden
interferir con el método del citocromo ¢, lo que explicaria el oscurecimiento observado en los extractos de
plantas crecidas con CdCl, 40 y 50 uM. No obstante, el analisis de la actividad SOD mediante EGPA,
mostrd una reduccion de la actividad de todas las isoenzimas de SOD presentes en hojas de guisante,
siendo la CuZn-SOD, especialmente la isoforma citosolica, la mas sensible al cadmio, seguida de la CuZn-
SOD y la Fe-SOD cloroplastidicas, mientras que la isoforma mas resistente era la Mn-SOD, localizada en
mitocondrias y peroxisomas. La oxidacion de la Mn-SOD determinada paralelamente por el contenido en
carbonilos, podria explicar la disminucion de la actividad observada durante el tratamiento con cadmio, ya
que tanto el contenido de proteinas como los transcritos de la Mn-SOD practicamente no se modificaban
por el tratamiento con el metal. La reduccion de la actividad Fe-SOD podria deberse a una inactivacion por
el H202, ya que esta enzima, junto con la Cu,Zn-SOD, es sensible al H2O.. Sin embargo, no podemos
descartar modificaciones traduccionales o postraduccionales dependientes del Cd en la sintesis de la Fe-
SOD.

La disminucion de la actividad CuZn-SOD no era debida a procesos de oxidacion o a interacciones
del metal con grupos SH de la proteina, ya que la CuZn-SOD no contenia grupos carbonilo y era
insensible a la incubacion con Cd incluso durante 72 h. La disminucion de la actividad CuZn-SOD estaba
asociada a una reduccion del contenido de proteina determinado por Western, siendo esta reduccion
especialmente dramatica para la CuZn-SOD citosdlica. Sin embargo, el analisis 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 sintesis de CuZn-SOD, y de hecho, una
reduccion del contenido de Cu y Zn en hojas, inducido por el Cd podria afectar a la sintesis de la enzima
(del Rio y col., 1991). Otra explicacion seria el incremento de la tasa de recambio de la CuZn-SOD
dependiente del cadmio. Discrepancias similares entre los transcritos y la actividad de la proteina han sido
descritas en plantas de tabaco expuestas al NaCl (Savouré y col., 1999).
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En cuanto a la regulacion de la expresién de SODs, parece ser dependiente del H202 ya que la
incubacion con acido ascérbico reprime completamente la acumulacion de los transcritos correspondientes
a Mn- y CuZn-SODs. Por el contrario, el NO* es un represor de la expresion de las SODs, ya que el
nitroprusiato inhibe la acumulacion de ARNm mientras que el PTIO (secuestrador de NO) la induce. La
regulacion de la expresion de ambos tipos de SODs parece ser dependiente de procesos de
desfosforilacién de proteinas, ya que la cantaridina induce ligeramente la expresion y, por el contrario, el
GMPc y el SA reducen la acumulacién de transcritos. La disminucion de la actividad SOD por cadmio se
ha descrito también en Phaseolus vulgaris (Somashekaraiah y col., 1992) y Helianthus annuus (Gallego y
col., 1996), asi como en levaduras (Romandini y col., 1992). Por el contrario, se ha observado un
incremento de la actividad SOD en Lemna, aunque la concentracion de Cd utilizada era baja (Srivastave y
Tel-Or, 1991), y en Raphanus sativus (Vitoria y col., 2001), Capsicum annuum (Ledn y col., 2002) y hojas
de Pisum sativum (Dixit y col., 2001), aunque en este ultimo caso el tiempo de tratamiento era inferior al
utilizado en esta Memoria.

En cuanto a la actividad isoenzimatica, 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) (Vitoria y col., 2001),
mientras que en Capsicum el cadmio producia un incremento de la Fe-SOD y de la Mn-SOD y una
reduccion de las dos CuZn-SODs (Ledn 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 concentracién de cadmio utilizada en
los trabajos. Asi, plantas de Capsicum annuum se consideran tolerantes al Cd ya que soportan
concentraciones elevadas de Cd sin mostrar sintomas de toxicidad (Leén 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 distribucion en distintos
compartimentos celulares y por ello, podrian utilizarse como indicadores de estrés oxidativo en los
distintos organulos celulares.

Los resultados obtenidos en extractos crudos de hojas de plantas de guisante sometidas a
diferentes concentraciones de CdCl, sugieren la induccidn de estrés oxidativo, ya que se produce un
aumento de la peroxidacion lipidica, de la oxidacion de proteinas, y de la concentracion de H20z, y una
disminucion de la relacion GSH/GSSG y del contenido de acido ascérbico. Y esta situacion puede
acentuarse como consecuencia de la reduccion de antioxidantes enzimaticos como la catalasa,
peroxidasas y SODs, obteniéndose los efectos mas acusados con una concentracion de CdCly de 50 uM .
Si bien a esta concentracion se mantenia la viabilidad de las plantas. A la vista de estos resultados se

seleccion6 esta concentracion de CdCl> de 50 UM 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 CdCl, 50 UM sobre el
metabolismo de los peroxisomas. Estos organulos tienen un metabolismo eminentemente oxidativo y
constituyen uno de los lugares de produccion de ROS en la célula, y estan implicados en numerosas e
importantes funciones celulares, tales como la fotorrespiracion, la [3-oxidacion de acidos grasos y el ciclo
del glioxilico entre otras (del Rio y col., 2002a). Otra caracteristica de estos organulos es su plasticidad
metabdlica, ya que sus componentes enzimaticos pueden variar dependiendo del organismo, célula, tejido,
e incluso de las condiciones ambientales (Van den Bosch y col., 1992; del Rio y col., 2002a). Estas
caracteristicas, unido a la bateria de antioxidantes presentes en estos organulos, 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 andlisis mediante microscopia electronica de las hojas de guisante muestra un ligero aumento
del numero 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 poblacion de peroxisomas por efecto del Cd y este hecho ha sido relacionado con la toxicidad
del Cd en este organismo, a través de la generacidn de estrés oxidativo, como resultado del incremento de
H.0 producido en estos organulos y de la reduccion de la actividad de las enzimas antioxidantes (Chen'y
col., 1995). Una situacion similar ha sido descrita en peroxisomas de hojas de guisante como
consecuencia del tratamiento de las plantas con un xenobiético (Palma y col., 1991). Si bien el aumento
del numero de peroxisomas causado por el Cd en hojas de guisante no es tan acusado como en Candida
albicans, podria contribuir de alguna forma a la toxicidad del metal.

El cadmio induce ademas un incremento de dos veces en la produccion 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 conversion de glicolato en glioxilato y que constituye la primera enzima de
la fotorrespiracion en peroxisomas. El analisis mediante Western demuestra ademas que este aumento de
actividad se debe a un mayor contenido de proteina GOX. La fotorrespiracion suministra CO2 que puede
ser utilizado por el cloroplasto para la realizacion de la fotosintesis, especialmente en condiciones en las
que el intercambio de gases se encuentra disminuido por el cierre estomatico, 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 fotorrespiracion podria ser la prevencion de dafios oxidativos que podrian resultar
de una produccion excesiva de radicales libres en el cloroplasto en condiciones limitantes de CO.. De esta
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forma, el aumento observado en la actividad GOX podria indicar un incremento en la fotorrespiracion a fin
de evitar dafios oxidativos en el cloroplasto, aunque ello llevaria consigo una mayor produccién de H2Oo
que podria causar estrés oxidativo si no va acompafiado de un aumento simultaneo de los sistemas
antioxidantes de defensa. Sin embargo, la actividad HPR, otra enzima peroxisomal implicada en la
fotorrespiracién, que cataliza la reduccién dependiente de NADPH del hidroxipiruvato a glicerato, no
experimentaba cambios con el tratamiento. Esto parece indicar que el proceso global de la fotorrespiracion
no esta afectado por el tratamiento con Cd, aunque si puede existir alguna regulacién en la actividad GOX.
Es posible que en condiciones de toxicidad causada por el Cd, la GOX pueda incrementarse a fin de
proporcionar mas glioxilato para la malato sintasa, lo que contribuiria 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 Rio y col., 1998) y que como se vera a continuacion, también se incrementa por
Cd.

A diferencia del H20x, la produccion de radicales superdxido (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 eliminacion de Oz en matrices de peroxisomas tampoco se afectaba por el tratamiento.
Estos resultados sugieren que la produccién de radicales Oz~ en peroxisomas de hojas no esta implicada
en el mecanismo de la toxicidad del cadmio.

La tasa de peroxidacion lipidica 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 funcién de esta enzima es eliminar el H.02 que se
escapa de la accién 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 induccion del ciclo ascorbato-glutation presente en peroxisomas y que podria ser importante
en la proteccion 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 organulos puede variar por el tratamiento. Asi la actividad peroxisomal
experimenta un incremento en respuesta a los cambios desencadenados por el Cd y, probablemente, este
incremento fuera contrarrestado por la reduccion de otra isoenzima para mantener la actividad total
equilibrada. En este sentido, se ha observado una reduccién de la actividad de la isoenzima mitocondrial
que podria 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 reduccién del monodeshidroascorbato a ascorbato en
peroxisomas se realiza principalmente via DHAR. El analisis de distintos efectores sobre la expresion de
la MDHAR demuestra que es dependiente de un gran numero de sefales, entre ellas H2O. , 027, NO;,
canales de Ca?*, protein fosfatasas, adenilato ciclasa y acido salicilico. Es poco lo que se conoce de la
regulacion de la MDHAR en situaciones de estrés pero se ha descrito la induccién de transcritos en
senescencia y frente a dafios mecanicos, posiblemente en respuesta a una reduccién 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 producia 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 debia a un incremento del contenido de proteina.
Estos resultados corroboran el aumento observado en la actividad de las enzimas del ciclo ascorbato-
glutation APX y GRy 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 Niy 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 todavia no ha sido determinado con claridad, pero esta
enzima parece estar implicada en los mecanismos de reduccion del NADP+, lo que contribuiria a mantener
una relacion NADPH/NADP alta para favorecer el funcionamiento del ciclo ascorbato-glutation, asi como
otras rutas metabdlicas. 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 malico (Leén y col., 2002). Segun estos autores, el
incremento de estas deshidrogenasas podria conferir ventajas a la planta en aquellas situaciones en las
que la fotosintesis esté fuertemente inhibida y, por tanto, el suministro de NADPH y ATP esta muy
limitado.

En cuanto a la actividad catalasa, el anélisis de los peroxisomas por IEF ha permitido distinguir 5
isoformas diferentes de CAT, que varian en su punto isoeléctrico pero comparten una Unica subunidad con
una masa molecular de 57 kDa. La existencia de varias isoformas de catalasa en hojas de guisante no es
unica, también se ha descrito en ricino (Ota y col., 1992), tabaco (Havir y McHale, 1989), pino (Mullen y
Gifford, 1993), maiz (Scandalios, 1994), algoddn (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 esta codificada por un Unico gen, por lo
que la presencia de multiples

isoformas podria explicarse por modificaciones postraduccionales, o por la existencia de diferentes
estados de oxidacion de la proteina como se ha descrito en Neurospora crassa (Lledias y col., 1998). En
cualquier caso, las isoformas mas &cidas parecen ser las que mas se modifican por la toxicidad del Cd.

El peroxido de hidrégeno es bien conocido como oxidante, y teniendo en cuenta que su
produccioén en peroxisomas se encuentra incrementada por efecto del tratamiento con Cd, parece logico
pensar que en estas condiciones pueden tener lugar procesos de oxidacion de proteinas en estos
organulos. 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 dafios oxidativos en las proteinas 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 organulos ni la permeabilidad de la membrana. Estos resultados concuerdan con la
ausencia de dafios por peroxidacién lipidica y de alteraciones en la estructura de estos organulos. El
hecho de que no se produzcan dafios 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 dafios en las membranas contrasta con la formacién de gupos carbonilo, lo que hace suponer
que la mayoria de las proteinas oxidadas pueden estar asociadas a la matriz peroxisomal. Entre ellas
podrian estar incluidas la CAT y la GR, identificadas con anterioridad como algunas de las proteinas
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 oxigeno reactivo asi 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 proteinas oxidadas en los peroxisomas pueden ser eliminadas de forma eficiente por la accion
de las proteasas presentes en estos organulos, previniendo de esta forma dafios oxidativos o por
agregacion de proteinas (Distefano y col., 1997). El anélisis de actividad endoproteasa (EP) en
peroxisomas de plantas expuestas a Cd muestra un patron similar al descrito en peroxisomas de hojas
senescentes (Distefano y col., 1997). De las isoenzimas presentes, EP1 y EP2 han sido descritas
previamente como serin-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
proteolitica de los peroxisomas, ademéas de contribuir a la disminucién de las proteinas oxidadas, podria
estar relacionado con los cambios metabdlicos que pueden tener lugar en estos organulos como

consecuencia del tratamiento con Cd. Asi , se ha observado una induccién dependiente del Cd de las
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enzimas del ciclo del glioxilato, MS e ICL. Estas enzimas estan presentes fundamentalmente en los
glioxisomas, un tipo de peroxisomas presentes en cotiledones de semillas oleaginosas que convierten las
reservas lipidicas en azucares, que después son utilizados en la germinacion 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 transicién metabdlica de los peroxisomas de
hojas a glioxisomas (de Bellis y col., 1990; Landolt y Matilde, 1990; Nishimura y col., 1996; del Rio y col.,
1998). Esta transicion metabolica requiere una degradacion de las proteinas preexistentes, lo que podria
explicar la induccion de actividad proteolitica responsable de este cambio metabolico.

Otro efecto del Cd a tener en cuenta es el incremento de la concentracion de proteinas en
peroxisomas de hojas de plantas tratadas. Este aumento podria explicarse por el ligero incremento
observado en el nimero de peroxisomas y por una mayor sintesis de las proteinas ya presentes en el
organulo, ya que no se han detectado nuevos polipéptidos mediante EGPA en peroxisomas de plantas
tratadas con Cd. Esto estd de acuerdo con la sintesis de nuevos peroxisomas que, en la mayoria de las
celulas eucariotas tiene lugar por incorporacion postraduccional de nuevas proteinas 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 proteinas peroxisomales causado por el Cd sea utilizado para la
proliferaciéon de organulos ya ha sido descrito en otros trabajos (Chen y col., 1995). En procesos de
senescencia también se ha visto que se induce la proliferacién de peroxisomas en hojas de guisante
(Pastori y del Rio, 1994) y en pétalos de clavel (Droillard y Paulin, 1990), asi como en plantas expuesta a
ozono (Morré y col., 1990) y en tratamientos con los xenobioticos isoproturdn (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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Fig. 5.1 Esquema que ilustra las modificaciones producidas por el cadmio en el metabolismo
peroxisomal (modificado de Corpas y col., 2001). Las enzimas que aumentan su actividad se
presentan en color verde, las que la disminuyen, en color rojo y, las que no varian su actividad en
color negro. APX: ascorbato peroxidasa; DHAR: deshidroascorbato peroxidasa; GR: glutation
reductasa; G6PDH: glucosa, 6 fosfo deshidrogensa; 6PGDH: 6 fosfo gluconato deshidrogenasa;
ICDH: isocitrato deshidrogenasa; MDHAR: monodeshidroascorbato deshidrogenasa; NOS: éxido
nitrico sintasa; PMP18 y 32: polipéptidos de membrana peroxisomal de 18 y 32 kDa; SOD: superéxido
dismutasa; XOD: xantina oxidasa

Modificaciones en la Estructura y Ultraestructura de las Hojas

El andlisis de secciones de hoja por microscopia 6ptica muestra alteraciones de la estructura en
plantas cultivadas en presencia de CdCl, 50 puM, caracterizadas por un aumento del tamafio de las células
del parénquima, en especial del parénquima en empalizada, fundamentalmente debido a un incremento
del tamafio de la vacuola, asi como a una reduccién del nimero y tamafio de los cloroplastos. Se han

observado resultados similares en plantas de Brassica napus cultivadas en suelos contaminados con
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cadmio (Baryla y col., 2001). El andlisis al microscopio electrénico de cortes de hojas muestra ademas
alteraciones de la estructura de los cloroplastos, tales como desorganizacion de tilacoides, incremento del
numero y tamafio de plastoglébulos y aumento de los granulos de almidén. Cambios similares han sido
descritos en distintas especies vegetales en respuesta al tratamiento con Cd (Barcelé y col., 1988;
Ouzounidou y col., 1997; Ouariti y col., 1997; Jemal y col., 2000). EI aumento del contenido en almidén,
por efecto del cadmio, ha sido descrito en plantas de Lupinus y podria explicarse sobre la base de una
reduccion de la fijacion de CO, (Costa y Spitz, 1997). En plantas de Brassica napus la reduccién del
numero de cloroplastos por célula ha sido relacionada con interferencias del cadmio en la division 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 organulos son
unos de los primeros en experimentar procesos catabolicos durante la senescencia (Smart, 1994). La
formacion de plastogldbulos esta unida a la degradacion de tilacoides que acomparia a la senescencia
(Buchanan-Wollaston, 1997; del Rio 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 numero de peroxisomas por célula, como se ha
mencionado anteriormente. Otro efecto del tratamiento con Cd que también se produce durante la
senescencia, es la formaciéon de invaginaciones del tonoplasto que acompafia al crecimiento de la
vacuola, y la formacién de bandas de mielina como resultado de procesos de degradaciéon de membranas
(Thimann, 1983; Thomsom y Platt-Aloia, 1987; Inada y col., 1998; Quirino y col., 2000). Estos dafios
estructurales observados al microscopio, especialmente en membranas bioldgicas, podrian deberse en
parte a los dafios oxidativos que hemos mencionado anteriormente, como resultado de alteraciones en el
metabolismo de especies de oxigeno reactivo.

El tratamiento con Cd producia también cambios en la condensacion 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 segun Marcano y col. (2002) estos cambios ultraestructurales
sugieren que el metal puede provocar un bloqueo en la biosintesis 0 maduracion del ARN ribosémico lo
que conduce a la inhibicion de la transcripcion de algunos ARN, la segregacion nucleolar y la
condensacion de la cromatina (Marcano y col., 2002).
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Senescencia y Muerte Celular en Hojas de Guisante

Los cambios bioquimicos observados en esta Memoria Doctoral en plantas de guisante, asi como
las alteraciones en la ultraestructura y metabolismo de peroxisomas, indican la induccion de senescencia
como uno de los mecanismos de la toxicidad del cadmio. Sin embargo, también hay otros sintomas
caracteristicos de un proceso de senescencia que no se han observado en el tratamiento con Cd, como
son la reduccion del contenido de proteinas y una fuerte induccion de actividad proteolitica (Thimann,
1983; Buchanan-Wollaston, 1997), lo que sugiere que la respuesta frente al Cd puede ser especifica,
aunque comparta procesos similares con la senescencia. La senescencia es una secuencia de procesos
degradativos que conducen a la remobilizacion de nutrientes y a la muerte de la hoja. Es un proceso
regulado que implica inhibicion de la fotosintesis, degradacion de proteinas, peroxidacion lipidica y
degradacion de clorofila (Smart 1994,). La senescencia foliar, como otros procesos, esta regulado por la
expresion 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, metalotioneinas, enzimas del ciclo del glioxilico,
proteinas 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 patogenos, sequia, 0zono, etc pueden inducir
una senescencia prematura lo que indica que existen mdltiples vias de sefializacién que conducen a la
induccién de la misma (Smart, 1994, Miller y col., 1999). En el caso del cadmio, la induccién de
senescencia es un proceso complejo en el que intervienen multiples factores, entre ellos alteraciones
nutricionales que pueden afectar, a su vez, a importantes procesos metabolicos, y también a procesos
oxidativos derivados de cambios en el metabolismo del oxigeno reactivo como se ha mencionado con
anterioridad. Segun Rascio y col. (1993) el Cd puede también inducir senescencia mediante estimulacion
de la biosintesis del etileno. En la Tabla 5.1 se resumen los distintos proceso caracteristicos de la

senescencia inducida por cadmio en plantas de guisante, descritos en esta Memoria Doctoral.
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Tabla 5.1 Caracteristicas de la senescencia inducida por cadmio en hojas de plantas

de guisante

Alteracion de la actividad fotosintética Reduccion del contenido en clorofila

Alteracion de la ultraestructura celular Desorganizacion de los grana
Incremento de los plastoglobulos
Aparicion de bandas de mielina
Vesiculacién del citosol
Condensacion de nucleos

Procesos oxidativos Aumento de la produccién de H,0,

Peroxidacion lipidica de membranas

Oxidacién de proteinas

Reduccion de la capacidad antioxidante celular Disminucién de la actividad de enzimas
antioxidantes (CAT, Peroxidasas, SOD)

Disminucion de antioxidantes no enzimaticos
(GSH/ASC)

Alteraciones en el metabolismo de peroxisomas  Induccién de la poblacién peroxisomal
Induccion del ciclo del glioxilato

Induccién de proteasas peroxisomales

Como marcador de muerte celular se ha utilizado la tincion con “Evans Blue” que es un colorante
impermeable a las membranas bioldgicas y que, por lo tanto, sélo penetra en células que presentan
graves dafios en su pared y membrana plasmatica. El analisis de hojas de guisante utilizando este
colorante muestra una mayor capacidad de retencion del colorante por parte de las hojas de plantas
expuestas al Cd lo que demuestra un mayor indice de muerte celular dependiente del Cd. Adicionalmente,
se utilizé6 como marcador de muerte celular la pérdida de electrolitos mediante analisis 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 adicién de secuestradores de O2", lo que

demuestra que estas especies de oxigeno reactivo pueden estar implicadas en este proceso. Por el
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contrario, la adiciéon de acido salicilico y nitroprusiato, un donador de NO:, producia un incremento
considerable de la conductividad foliar, lo que sugiere la participacion del H,O; y del NO* en la muerte
celular. El papel del NO' en la activacion 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 induccién de la muerte celular siendo su efecto mas
acusado cuando hay un incremento de la concentracion endogena y exdgena de H2O; (Delledonne y col.,
1998). Este efecto del NO- podria deberse en parte a su accion sobre la APX y la CAT, produciendo la
inactivacion de ambas enzimas y, por tanto, aumentando la concentracion del H2O, (Clark y col., 2000).

La tincion 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 analisis de fragmentos de ADN de hojas de guisante expuestas a Cd, no mostro la formacion
de fragmentos en escalera de ADN, caracteristico de los procesos apoptoticos, 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 analisis de la formacion de fragmentos de ADN al
microscopio de fluorescencia (técnica TUNEL), donde no se observaron nicleos apoptoticos ni en plantas
control ni en las expuestas al Cd. La ausencia de algunas de las alteraciones morfologicas caracteristicas
de las células apoptéticas, tales como formacion 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 fragmentacion de la
cromatina nuclear, a concentraciones de Cd de 50-100 mM. Sin embargo, concentraciones inferiores
también producian muerte celular pero sin que se observara degradacion de ADN (Fojtova y Kovarik,
2000). Por tanto son posibles dos mecanismos de muerte celular en funcién de la concentracién de Cd,
uno de ellos responderia a procesos de necrosis, a bajas concentraciones de Cd e inducido por estrés
oxidativo, mientras que la apoptosis tendria lugar a concentraciones muy elevadas de Cd (Fojtova y
Kovarik, 2000). Estos resultados sugieren que en las condiciones experimentales utilizadas en esta
Memoria Doctoral el Cd podria provocar muerte por necrosis y que, en condiciones fisioldgicas, el metal
podria inducir apoptosis requiriendo para ello concentraciones muy superiores a las empleadas en este
trabajo, y que dificilmente pueden darse en la naturaleza.
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Produccion Celular de ROS y NO

Una vez demostrado que el Cd induce estrés oxidativo en hojas, resulta de gran utilidad
determinar la localizacion precisa de la produccion de ROS y NO- con objeto de conocer los mecanismos
implicados en este proceso. Actualmente, apenas existen datos en la literatura respecto a la produccion a
subcelular de ROS y NO en situaciones de estrés por metales pesados. La produccion diferencial de ROS
y NO- en distintas células y organulos celulares podria activar la expresion especifica de genes implicados
en la respuesta de los distintos organulos al estrés por Cd, lo que puede constituir un mecanismo muy fino
de regulacion celular e incluso sistémico. Mediante técnicas citoquimicas utilizando CeCl; se ha
demostrado que el Cd induce la acumulacion de H20> 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 H20o, y por tanto se utiliza como control negativo. Los precipitados de Ce
observados en las células de transferencia del tejido vascular estan probablemente asociados a procesos
de lignificacion que son muy activos en este tejido (Olson y Varner, 1993), lo que explicaria su presencia
incluso en hojas control, si bien el precipitado de H2O. observado en hojas procedentes de plantas
tratadas con Cd era mayor que en las hojas control. Este resultado esta de acuerdo con una activacion de
la lignificacion de la pared celular en respuesta a la toxicidad por metales que ha sido descrita por varios
autores (Schutzendubel y col., 2001; Delisle y col., 2001) .

En las células de la vaina, proximas a las células de transferencia, el tratamiento con Cd induce la
produccion de H20, y O2" en el tonoplasto. La colocalizacion de ambas ROS sugiere la posibilidad de que
el H20, detectado proceda de la dismutacion espontanea del Oz". La produccion de Oz descrita en este
trabajo constituye la primera referencia de la localizacién subcelular de esta especie de oxigeno reactivo
en plantas. Por lo que respecta a las células de la vaina, son células aclorofilicas y tienen algunas
diferencias estructurales con las células del mesofilo. Asi, los cloroplastos no poseen grana, son mas
pequefios que los de las células del mesofilo y no se encuentran en estrecha asociacion con peroxisomas
0 mitocondrias. La produccion de ROS en este tipo de células podria deberse a una disminucion de la
capacidad antioxidante de las mismas, como se ha descrito en plantas de maiz (Kingston-Smith y Foyer,
2000). Sin embargo, en plantas Cs, como el guisante, no hay datos sobre una posible distribucion
diferencial de la capacidad antioxidante en las células del mesofilo y de la vaina. En hojas de maiz (planta
Cs) se ha observado una mayor susceptibilidad de las células de la vaina al estrés oxidativo por factores
abioticos frente a las células del mesdfilo debido a una deficiencia de NADPH en estas células que es

necesario para la reduccion del ascorbato oxidado (Kingston-Smith y Foyer, 2000).
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También se ha observado produccién de H20> en las células de la epidermis, concretamente en la cara
citosdlica de la membrana plasmatica. Estas células podrian ser mas susceptibles a los dafios provocados
por Cd ya que el metal podria acumularse en la epidermis favorecido por la fuerza de la transpiracion
(Chardonnens y col., 1998), y a su vez, una alta concentracién de Cd podria provocar dafios en el
metabolismo de las mismas afectando al balance catiénico, la relacion GSH/GSSG y a las defensas
antioxidantes, promoviendo un estrés oxidativo. En raices de plantas de trigo tratadas con Al se ha
demostrado que las células epidérmicas de la raiz muestran un mayor indice de muerte celular y este
proceso esta asociado a un aumento de la concentracion del H.O. dependiente de la oxalato oxidasa
(Delisle y col., 2001).

Respecto a las ceélulas del mesofilo, el acumulo de ROS dependiente de Cd tiene lugar
fundamentalmente en la membrana plasmatica y recuerda a la “explosion oxidativa” descrita en respuesta
a patdgenos (Bestwick y col., 1997, 1998). En estas células también tiene lugar la formacion de H202 en la
membrana mitocondrial, concretamente en la cara externa de la misma y podria estar asociada a una
NADH-oxidorreductasa descrita en la membrana mitocondrial e independiente de la cadena de transporte
electronico, que utiliza NADH citosolico y libera O2" al espacio extramitocondrial (Nohl, 1994). Sin
embargo, no podemos descartar que la produccion de ROS sea el resultado de alteraciones de la cadena
de transporte electronico mitocondrial inducidas por el Cd. La produccion de H2O2 observada en
peroxisomas esta de acuerdo con los resultados obtenidos en peroxisomas purificados y podria ser el
resultado del incremento de la actividad GOX descrito con anterioridad, aunque no se pueden descartar
otras fuentes de H20, como la acil CoA oxidasa. Es de destacar la posicién de los precipitados de cerio en
la proximidad de la membrana peroxisomal en estrecho contacto con cloroplastos y tonoplasto. Esta
observacion sugiere una distribucion funcional de proteinas en el organulo, y también la posibilidad de que
el de H.0; producido en peroxisomas actlie como molécula sefial participando en la comunicacion entre
organulos y en la transduccion de sefiales que conducen a la activacién 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 actuarian como segundos mensajeros en los
mecanismos de transduccion de sefiales y en la comunicacion entre distintos organulos (Corpas y col.,
2001).

A diferencia de mitocondrias y peroxisomas, en los cloroplastos de las células del mesofilo no se
ha detectado la formacién 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 fotosintesis es muy sensible al Cd. Resultados similares se han obtenido en
hojas de abedul expuestas a ozono, donde se ha encontrado, mediante la utilizacion de Ce, produccion de
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H.02 en la membrana plasmatica, pared celular, peroxisomas y mitocondrias pero no en cloroplastos
(Pellinen y col., 1999). La ausencia de precipitados dependientes de H202 o de Oz~ en cloroplastos podria
ser debida a la capacidad de estos organulos para eliminar especies de oxigeno reactivo gracias a un
eficiente sistema de antioxidantes (Foyer y col., 1994).

Respecto a la fuente de produccion de H202y O27, 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 patégenos en algunas plantas, ya que la formacién de precipitados de Ce
desaparece en presencia de DPI. Tanto las NADPH-oxidasas como las peroxidasas han sido implicadas
en la produccidén de H20, en procesos de infeccion por patdgenos (Alan y Fluhr, 1997; Bolwell y col.,
1999Db), y en la exposicion a ozono (Pellinen y col., 1999). Pero a pesar del parecido con la respuesta a
patogenos, la produccion de ROS inducida por Cd difiere en algunos aspectos de la “explosion oxidativa”
descrita en el primer caso. Asi, en la respuesta hipersensible y frente al ozono, la acumulacion de H20,
tiene lugar fundamentalmente en la pared celular o en la cara externa de la membrana plasmatica, a
diferencia del tratamiento con Cd donde el precipitado se localiza principalmente en la cara interna de la
membrana plasmatica. 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 reduccion de ambas actividades, especialmente de la SOD. Estos resultados sugieren la
existencia de mecanismos diferentes de regulacion en la produccién de ROS inducida por Cd y por
factores bidticos, e incluso el papel de las ROS podria ser diferente en ambas situaciones. Ademas, en la
respuesta hipersensible la produccion de ROS y NO- esta implicada en la induccion 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 generacion de ROS en las membranas inducida por Cd puede ser el resultado de dafios
producidos por el crecimiento de la planta con el metal durante un largo periodo de tiempo, como se ha
discutido anteriormente. Podria estar motivada, en parte, por la deficiencia de Zn que lleva consigo la
toxicidad de Cd, ya que segun Pinton y col. (1994), este elemento es esencial en la regulacion de la
actividad NADPH-oxidasa, tanto en células vegetales como animales y su deficiencia podria promover la
formacion de O:". Este hecho se encuentra ademas 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 produccion de H.0> inducida por Cd en suspensiones celulares de tabaco, y estos autores
han sugerido que los dafios estructurales producidos por el Cd en las membranas podrian activar las
NADPH-oxidasas originando una produccién masiva de H.O (Piqueras y col., 1999).
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Respecto a la produccion de NO-, el andlisis de cortes transversales de hojas mediante
microscopia 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 produccion es dependiente
de la actividad NOS. Por otro lado, la producciéon de NO' en hojas de plantas tratadas con Cd se reducia
con respecto a las plantas control. Leshem y col. (1998) han demostrado la existencia de una relacién
inversa entre la produccion de NO' y de etileno en procesos de maduracion y senescencia, por lo que
podemos concluir que la menor produccion de NO' en plantas tratadas con Cd podria deberse a una
aceleracion de la senescencia de las hojas inducida por el Cd. Estos resultados corroborarian los
obtenidos anteriormente en esta Memoria y apoyan la hipotesis de Leshem y col. (1998) del papel del NO*
en la senescencia.

La localizacién de la produccion de NO* en los haces vasculares y, en especial, en las células de
la vaina constituye la primera evidencia de la presencia de la enzima NOS en este tipo de tejido, si bien la
deteccion de NO- en células epidérmicas y, mas concretamente, en estomas, ya ha sido demostrada
previamente (Foissner y col., 2000; Neill y col., 2002). La producciéon de NO:, H202 y O2" en haces
vasculares y células de la vaina sugiere un papel importante para estas células en procesos de
sefializacion en plantas en situaciones de estrés, que hasta la fecha habia pasado desapercibido. De igual
forma, Fryer y col (2002) en situaciones de exceso de luz, han observado una acumulacién de H20,
preferentemente en tejido vascular. Estas células podrian funcionar como centros emisores de sefiales
que podrian ejercer su funcion en distintos lugares de la hoja, lo que implica un sistema complejo de
regulacion sistémica en el que tendria una gran relevancia la relacion 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 localizacién de NOS en peroxisomas de hojas de guisante (Corpas y col.,1999), lo que
sugiere una nueva funcién para estos organulos en la emision de sefiales celulares, como se ha
comentado anteriormente. La localizacion 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 organulos celulares en los mecanismos de transduccion de sefiales.

A la vista de estos resultados y de la regulacién de los sistemas antioxidantes por Cd, podemos
suponer que la produccion de ROS inducida por Cd puede ser un ejemplo de la doble funcién de estas
especies de oxigeno reactivo en la respuesta al estrés en plantas (Dat y col., 2000), de forma que altas
concentraciones de ROS pueden ser toxicas y provocar dafios oxidativos, mientras que bajas
concentraciones de ROS pueden ser utiles en procesos de sefalizacién. Sobre la base de estas
consideraciones, la produccién de H.02 y Oz en la membrana plasmatica y tonoplasto podria ser una

consecuencia de la fitotoxicidad del Cd, mientras que la pequefia acumulacion en peroxisomas y
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mitocondrias sugiere una funcion para estas especies de oxigeno reactivo como moléculas sefial en la
induccién 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 podrian estar relacionados con la cascada de sefiales
implicadas en la respuesta de la planta al estrés, lo que permitiria la liberacion de ROS para que actuasen
como moléculas sefal.

Aunque los procesos de sefalizacion en plantas y la posible interconexion entre diferentes sefiales
en respuesta al estrés estan siendo actualmente muy estudiadas y se conoce la secuencia de estas
reacciones, hay mucha menos informacion acerca de la regulacion de la produccién 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 transduccion de sefiales sobre la produccion de ROS
inducida por Cd. Para ello, se han realizado tinciones histoquimicas de hojas completas utilizando NBT
(para el O2") y DAB (para el H20,). Los resultados obtenidos permiten concluir que la produccion de Oz y
H.0> es dependiente de procesos de fosforilacion, de flujo de Ca?* y de GMPc. Estos resultados son
similares a los obtenidos en la respuesta hipersensible frente a patdgenos y estrés por temperatura o
dafios mecanicos (Low y Merida, 1996; Lamb y Dixon, 1997; Knight y Knight, 2001). La adicién de NO
exogeno y SA induce la formacion de ambas especies de oxigeno reactivo, lo que sugiere que estos
compuestos pueden participar en la regulacion de la produccién de ROS en situaciones de estrés.
Ademas, en células de tabaco se ha demostrado que el SA induce la generacion extracelular de Oz~
dependiente de una peroxidasa, participando en este proceso canales de Ca2* (Kawano y col., 1998). La
activacién por SA de la transcripcién de genes relacionados con la respuesta a patdgenos, parece ser que
tiene lugar a través del aumento de la concentracion de H.O2 (Chen y col., 1993). Sin embargo, los
resultados de expresion de antioxidantes obtenidos en esta Memoria no apoyan esta hipotesis, dado que
la expresion de SOD y MDHAR, que se inhibe en ausencia de H20>, 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 transduccion de sefiales 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 H202, NO" y SA lo que sugiere que el punto en comun en la regulacion de estas enzimas
es el H20.. Este esquema es similar al mostrado en el capitulo de Introduccion para ilustrar la transduccion
de sefales en la respuesta de defensa de la planta frente a patdgenos, sin embargo, existen algunas
diferencias. Esto sugiere que distintos factores pueden inducir estrés oxidativo utilizando diferentes
caminos de sefializacion, que finalmente convergen en una misma respuesta. Ello explicaria que el estrés
por metales induzca la expresion de las proteinas de defensa frente a patdgenos PR10 y PR2, de
glucanasas, fenilalanina amonioliasa, ademas de algunos antioxidantes (Dat y col., 2000). El desarrollo de
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resistencia cruzada frente a distintas situaciones de estrés podria explicarse sobre la base de la
existencia de caminos comunes en la sefializacién. Como han indicado Dat y col. (2000), la capacidad del

H202 para inducir proteccion y tolerancia cruzada sugiere que las especies de oxigeno reactivo

desempefian un papel mediador comun en distintas situaciones de estrés.
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Fig. 5.2 Esquema de la posible respuesta celular frente al cadmio mostrando la produccién de ROS
y NO" y su papel como moléculas sefial en la regulacion de distintos antioxidantes. APX: ascorbato
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Conclusiones

En plantas de guisante (Pisum sativum L.) cultivadas en medios hidropdnicos, niveles de cadmio de
20-50 pM reducen considerablemente el crecimiento de la planta, principalmente debido a la inhibicién
de la fotosintesis y de la transpiracion, a alteraciones en la distribucion de nutrientes, y a la produccion
de dafios estructurales. Igualmente, este metal induce estrés oxidativo en las hojas, afectando a las
defensas antioxidantes, a proteinas implicadas en la fotosintesis, y provocando dafios en las
membranas biologicas. 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.

El cadmio induce ligeramente la proliferacion de la poblacion de peroxisomas en hojas de guisante, y
en estos organulos produce un incremento en el contenido de peroxido de hidrégeno y en las
actividades enzimaticas responsables de su eliminacion. Asimismo, este metal pesado también
provoca la transicion metabdlica de peroxisomas a glioxisomas y en este proceso podrian participar
algunas proteasas peroxisomales que se inducen por cadmio. Sobre la base de estos resultados, y de
los de actividad proteolitica y ultraestructura, se puede concluir que el cadmio causa sintomas de

senescencia en hojas de guisante.

El cadmio provoca en hojas de guisante una respuesta similar a la descrita en infecciones por
patdgenos en plantas, caracterizada por un incremento en la produccion subcelular de especies de
oxigeno reactivo (ROS) y por una cascada de reacciones en las que intervienen protein
quinasas/fosfatasas, canales de Ca2*, GMPc, la NADPH-oxidasa, y el 6xido nitrico. Las especies de
oxigeno reactivo generadas, ademéas de actuar como productos toxicos responsables de diversos
dafios oxidativos a macromoléculas, también podrian tener una funcion como moléculas sefal, y los
peroxisomas y las mitocondrias podrian desempefar un papel importante como fuente de peroxido de
hidrégeno. Sin embargo, a diferencia de la respuesta hipersensible en infecciones por patogenos, el

cadmio no induce muerte celular programada o apoptosis en hojas de guisante.
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ABA: dcido abcisico

ADN!: dcido desoxirribonucleico

AP (Leu-): (Leucina) aminopeptidasa

APX: ascorbato peroxidasa

ARN: dacido ribonucleico

ASB: albimina de suero bovino

ASC: ascorbato

ATP: trifosfato de adenosina

BCIP: fosfato 5-bromo-4-cloro-3indolil
BPDS: dcido batofenantrolindisulfénico

Caps: dcido 3-(ciclohexilamino)-1-propano sulfénico
CAT: catalasa

CDNB: cloro-2,4-dinitrobenceno

pCMS: dcido p-cloromercurifenilsulfénico
DAB: 3,3'-diaminobencidina

DAF2-DA: diacetato de diaminofluoresceina
DEPC: diefil piro carbonato

DETAPAC: dcido dietilentriaminopentaacético
DHA: deshidroascérbico

DHAR: deshidroascorbato reductasa

DMSO: dimetil sulféxido

DNP: dinitrofenil

DNPH: 2,4-dinitrofenilhidracina

DPI: difeniliodonio

DTNB: dcido 5-5° -ditiobis-(2-nitrobenzoico)
DTT: 1,4-ditiotreitol

EDTA-Na;: sal disédica del dcido etilendiaminotetraacético
EGPA: electroforesis en gel de poliacrilamida
EM: enzima madlico

EP: endoproteasa

FAD: flavin adenin dinucledtido

FAO: Organizacién de las Naciones Unidas para la Agriculturay la Alimentacién
FBPasa: fructosa bisfosfatasa

Feo: feofitina

Fd: ferredoxina

FDNB: fluoro-dinitro-benceno

FMN: flavin mononucleétido

FSI/II: fotosistema I/II

GMPc: monofosfato de guanosina

Abreviaturas
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Abreviaturas

GOX: glicolato oxidasa

GPX: glutation peroxidasa

GR: glutation reductasa

GSH/GSSG: glutation reducido (y-glutamil-cisteinil glicina)/oxidado
GST: glutation-S-transferasa

G6PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Hepes: dcido N-2-hidroxietilpiperacina-N'-2-etanosulfénico
HPLC: cromatografia liquida de alta presién

HPR: hidroxipiruvato reductasa

HR: respuesta hipersensible

HVA: dcido homovanilinico

TAA: dcido indoacético

ICDH: isocitrato deshidrogenasa

ICL: isocitrato liasa

IEF: isoelectroenfoque

IRGA: analizador de gases en el infrarrojo

LB: medio de Luria-Bertani

L-NAME: N-nitro L- arginina metil éster

MDA: malondialdehido

MDHA: monodeshidroascorbato

MDHAR: monodeshidroascorbato reductasa

Mes: dcido 2-(N-morfolino) etonosulfénico

Mops: dcido 3-morfolino propano sulfdnico

MP: membrana plasmdtica

MS: malato sintasa

NAC: N-acetil-cisteina

NAD(P)/NAD(P)H: 2-fosfonucleétido de nicotinamida y adenina oxidado/reducido
NBT: azul de nitrotetrazolio

NEM: N-etilmaleimida

NOS: éxido nitrico sintasa

ODQ: 1H[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-ona

PAL: fenilalanina amonioliasa

PAR: radiacion disponible para fotosintesis

PC: plastocianina

PCs: fitoquelatinas

PCR: reaccion en cadena de la ADN polimerasa

6PGDH: 6-fosfo gluconato deshidrogenasa

pI: punto isoeléctrico

PMPs: proteinas integrales de membranas de peroxisomas
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PMSF: fluoruro de fenil metil sulfonilo

PQ: plastoquinona

PRs: proteinas de resistencia

Psa A-F: polipéptidos del FSI

PTIO: 2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido
PVC: cloruro de polivinilo

RNS: especies de nitrdgeno reactivo

ROS: especies de oxigeno reactivo

Rubisco: ribulosa-1,5-bisfosfatasa carboxilasa oxigenasa
SA: dcido salicilico

SAR: respuesta sistémica adquirida

SDS: lauril sulfato sédico

SIPK: quinasa inducida por SA

SOD (CuZn-/ Fe-/ Mn-): (cuprozinc/ ferro/ manganeso) superéxido dismutasa

TBE/TE: tampon tris de baja concentracién salina
TBS: tampon tris salino

TCA: dcido 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
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