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RESUMEN

Uno de los elementos mas frecuentes como contaminante en los suelos en México y a nivel mundial es el
plomo (Pb), un metal considerado carcinégeno y mutageno. En las plantas, este elemento puede alterar
diversas funciones celulares. No obstante, existen especies, como Acacia farnesiana (L.) Willd, capaces de
crecen en sitios contaminados con altas concentraciones de metales pesados. Estas plantas toleran la
presencia del Pb debido a mecanismos como el secuestro en pared celular, en la vacuola y/o la activacion
de sistemas enzimaticos y no enzimaticos capaces de eliminar especies reactivas de oxigeno (ERO)
generadas bajo las condiciones de estrés inducidas por el metal; la sobreproduccién de ERO puede destruir
biomoéleculas y alterar el metabolismo. Uno de los sistemas mas eficientes para el control de ERO en las
células es el ciclo ascorbato-glutatién, que involucra oxidaciones y reducciones sucesivas de ascorbato
(AsA) y glutation (GSH) catalizadas por diversas enzimas. Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue determinar el efecto del Pb sobre la morfologia, crecimiento y estrés oxidativo en A. farnesiana, y su
relacién con la produccién de AsA y GSH y la actividad de algunas enzimas del ciclo AsA - GSH. Para lo
anterior, en condiciones in vitro, se evaluaron tres concentraciones de Pb (250, 500 y 1000 mg/L) y un control
(0 mg/L) durante diferentes tiempos de cultivo (15 - 60 dias).

En las plantas crecidas con 1000 mg Pb/L se observé clorosis y una disminucién significativa del peso (4 -
6.5 veces) y en la longitud (3 - 13 veces) de tallos y raices, respectivamente, después de 60 dias. Este
resultado puede correlacionarse con la mayor lipoperoxidacién (2 veces) y acumulacién de Pb (>34 g Pb/kg
raiz [peso seco, PS]) en las raices de plantas crecidas en esta condicién, respecto con las plantas control.
Con estos resultados, se estimé una concentracién critica de Pb para A. farnesiana de 765 mg Pb/L. La
acumulacién de Pb en los tejidos de la planta dependié de la concentracion inicial de Pb en el medio MS,
encontrando una mayor concentracién en las raices (15 - 70 veces) que en los tallos, lo que indica una baja
translocacion del metal. Esta capacidad de translocacion se estimé mediante el factor de translocacién, que
oscilo entre 0.01 y 0.06 independientemente de la concentracién inicial de Pb y del tiempo de cultivo, lo que
sugiere que A. farnesiana es fitoestabilizadora de Pb. Se observé un aumento en la actividad glutation-S-
transferasa (GST) (2 - 4 veces) y en la actividad glutatién reductasa (GR) (1.5 -1.7 veces) en tallos y raices
de A. farnesiana por efecto del Pb, sugiere que el GSH participa de manera importante como antioxidante
durante la detoxificacion de ERO generadas por la presencia del Pb. En general, la concentracion de GSH fue
mayor (hasta 4 veces) en tallos que en raices, en las plantas expuestas a 250 y 500 mg Pb/L se incrementd
2 veces a partir del dia 30 con respecto a las plantas control, disminuyendo al mismo nivel que el control
para el final del experimento. La concentracion de AsA también fue mayor (1.1 - 4 veces) en los tallos que en
las raices, aumentando (1.9 veces) particularmente en tallos de plantas crecidas con 500 mg Pb/L a los 15
dias. El incremento en la concentracién de AsA y GSH en A. farnesiana crecida bajo condiciones de estrés
por Pb indican su participacion directa en la eliminaciéon de ERO, principalmente en tejidos fotosintéticos.

Palabras clave: ciclo ascorbato — glutation, estrés oxidativo, plomo, Acacia farnesiana
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ABSTRACT

One of the most frequent soil pollutants in Mexican and worldwide soils is lead (Pb), a metal
considered as carcinogenic and mutagenic. In plants, this element can alter several cellular functions.
However, there are species such as Acacia farnesiana (L.) Willd, able to grow in sites contaminated
with high concentrations of heavy metals. These plants can tolerate the presence of Pb due to
mechanisms such as the sequestering in the cell wall or in the vacuole, as well as the activation of
enzymatic and non enzymatic systems that eliminate reactive oxygen species (ROS) generated at
stress conditions induced by the Pb; the overproduction of ROS can destroy biomolecules and alter the
metabolism. One of the most efficient systems for the ROS control in cells is the ascorbate-glutathione
cycle, which involves successive oxidations and reductions of ascorbate (AsA) and glutathione (GSH)
catalyzed by various enzymes. Based on the previous, the aim of this study was to determine the effect
of Pb on the morphology, growth and oxidative stress in A. farnesiana, and their relationship with the
production of AsA and GSH and the activity of some enzymes of the AsA - GSH cycle. For this, at in
vitro conditions, three Pb concentrations (250, 500 and 1000 mg/L) and one control (0 mg/L) were
assayed during different culture times (15 - 60 days).

In plants grown with 1000 mg Pb/L we observed chlorosis and a significant decrease in weight (4 - 6.5
times) and length (3 to 13 times) of shoots and roots during 60 days. This result may be related to the
increased lipid peroxidation (2 times) and accumulation of Pb (> 34 g Pb/kg roots [dry weight, DW]) in
the roots of plants grown under this condition, in relation to control plants. With these results, we
estimated critical concentration of Pb for A. farnesiana of 765 mg Pb/L. The Pb accumulation in plant
tissues depended on the initial Pb concentration in the MS medium, finding higher concentration (15 -
70 times) in the roots than in shoots, indicating a low metal translocation. The translocation capacity
was estimated by the translocation factor, which ranged between 0.01 and 0.06 independently of the
initial Pb concentration and the culture time, suggesting that A. farnesiana is a Pb phytostabilizer
species. The increase in glutathione-S-transferase (GST) (2 - 4 times) and glutathione reductase (GR)
(1.5 -1.7 times) activities in roots and shoots due to the Pb, suggests that GSH participates as an
antioxidant important in the detoxification of the ROS generated by the presence of Pb. In general, the
GSH concentration was higher (up to 4 times) in shoots than in roots, increasing more than 5 units in
shoots of plants exposed to 250 and 500 mg Pb/L with respect to control plants. AsA concentration in
the shoots was also higher (1.1 - 4 times) than in roots, increasing up to two-fold particularly in shoots
of plants grown with 500 mg Pb/L. The increase in the ASA and GSH concentrations in A. farnesiana
grown under Pb stress conditions indicates their direct involvement in the ROS elimination, mainly in
photosynthetic tissues.

Keywords: ascorbate — glutathione pathway, oxidative stress, lead, Acacia farnesiana.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Oy Radical superéxido

*OH Radical hidroxilo

'0, Oxigeno singulete

APX Ascorbato peroxidasa

AsA Ascorbato

CAT Catalasa

CC Concentracion critica

DHA Dehidroascorbato

DHAR Dehidroascorbato reductasa

ERO Especies reactivas de oxigeno

FB Factor de bioconcentracién

FT Factor de translocacion

G-POD Guayacol peroxidasa

GPX Glutatién peroxidasa

GR Glutation reductasa

GSH Glutation

GSSG Gilutatién disulfuro

GST Glutation —S- transferasa

H.0O, Peroxido de hidrogeno

IT indice de translocacion

MDA Malondialdehido

MDHA Mono-dehidroascorbato

MDHAR Mono-dehidroascorbato reductasa
MP Metales pesados

NADP* Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato
NADPH?* Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato + ion hidruro
Pb Plomo

SOD Superoéxido dismutasa
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1. INTRODUCCION

La contaminacion del suelo por metales pesados (MP) difiere de la contaminacion del aire o
del agua, debido a que los metales pesados persisten en el suelo mas tiempo que en otros
compartimentos de la biosfera. La contaminacién por MP en el suelo se debe a los procesos
naturales geologicos, mineria, actividades industriales y agricolas (Zhen-Guo et al., 2002). El
plomo (Pb) es uno de los elementos mas téxicos y abundantes que existen en el ambiente,
afecta a la salud humana y a la vida silvestre, posee baja solubilidad y ha sido clasificado
como carcinogénico y mutagénico (Liu et al, 2008). Aunque el Pb no es un elemento
esencial para las plantas éstas lo absorben con facilidad. La entrada del Pb y su
acumulacién en las plantas ocurre directamente, cuando es absorbido a través de las raices
junto con otros minerales y agua (Sengar et al., 2008). En las células vegetales, los MP
pueden unirse a atomos de nitrdgeno, azufre y oxigeno, y sustituir metales esenciales,
alterando asi diversas funciones. Sin embargo, ciertas plantas poseen mecanismos por los que
pueden tolerar la presencia de MP, entre éstos se encuentran la unién del metal a la pared
celular, su compartimentalizacién en la vacuola y la activacion de sistemas enzimaticos y no
enzimaticos que eliminan especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas por la presencia
de MP. El transporte de los MP como el Pb dentro de una planta, asi como su localizacion en
las células son factores determinantes en la toxicidad que la planta puede presentar como
respuesta. El Pb ocasiona efectos adversos en la morfologia, crecimiento y fotosintesis en
las plantas e inhibe algunas actividades enzimaticas, ademas de provocar alteraciones en el
balance de agua, en la permeabilidad de la membrana y en la absorcién de minerales.
Asimismo, la presencia de este metal en los tejidos de una planta puede ocasionar un
incremento en el estrés oxidativo, es decir, una sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) como respuesta al estrés abidtico provocado por su presencia. Las
respuestas bioquimicas de las plantas al estrés oxidativo generado por el Pb, incluyen el
incremento en la actividad de enzimas antioxidantes y en la produccién de moléculas
antioxidantes capaces de eliminar las ERO producidas. Las células vegetales y organelos
como peroxisomas, cloroplastos y mitocondria, contienen multiples enzimas o sistemas
enzimaticos para la eliminacion de ERO. Entre estos sistemas se encuentran: la superdxido
dismutasa (SOD), localizada en casi todos los compartimentos celulares; el ciclo agua—agua,
en cloroplastos; el ciclo ascorbato—glutation, en cloroplastos, citosol, mitocondria, apoplasto y
peroxisomas; y la glutation peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT) en peroxisomas.

Maldonado-Magafa A. (2010). Tesis de Maestria. Departamento de Biotecnologia. UAM-I 1
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Debido a que el ciclo ascorbato—glutation ocurre en casi todos los compartimentos celulares
(cloroplastos, mitocondrias, citosol), asi como a la alta afinidad de la ascorbato peroxidasa
(APX) por el H,O,, se cree que este ciclo juega un papel crucial en el control de las ERO en
esos compartimentos celulares (Mittler, 2002). Este ciclo comprende tres parejas redox:
ascorbato-dehidroascorbato  (AsA-DHA), glutatién-glutation disulfito (GSH-GSSG) vy
nicotinamida adenin dinucleétido fosfato en su forma reducida y oxidada (NADPH-NADP?). El
ciclo también incluye a las enzimas APX, monodehidroascorbato reductasa (MDHAR),
dehidroascorbato reductasa (DHAR) y glutation reductasa (GR), que son responsables del
ciclo redox del ascorbato, el glutation y el NADPH. Este ciclo permite mantener el balance
redox dentro de la célula a través de la eliminacién de las ERO, mediante la conversion del
H.O, en H.0.

En el presente trabajo se evalué el efecto del Pb sobre algunas enzimas y moléculas
antioxidantes que participan en el ciclo ascorbato—glutation en Acacia farnesiana (L.) Willd
crecida bajo condiciones in vitro. En el primer capitulo se presenta una revision bibliografica
que incluye una breve revision de las principales fuentes de contaminacion por Pb, los
mecanismos de absorcion y el efecto del Pb en las plantas, la generacion de ERO y sus
efectos en las biomoléculas, asi como los principales mecanismos antioxidantes en las
plantas. Posteriormente, se plantea el problema que justifica este trabajo, asi como la
hipétesis y los objetivos a cumplir. En el capitulo seis se describen los métodos y materiales
utilizados para la obtencién in vitro de plantulas de la especie en estudio, asi como los
procedimientos usados para la obtencién y analisis de las enzimas y moléculas antioxidantes
de la planta; ademas de las técnicas utilizadas para cuantificar el Pb en los tejidos de A.

farnesianay en el medio de cultivo.

Los resultados y la discusién se integran en el capitulo siete. Primero se presentan los
resultados correspondientes al efecto del Pb en la morfologia y crecimiento de A. farnesiana,
la acumulacion de Pb en los tejidos de la planta, y algunos indices y coeficientes que indican la
capacidad fitorremediadora de la especie. Posteriormente se muestran los resultados de Pb
soluble en el medio asi como del pH de este y por ultimo se presentan los resultados
correspondientes al efecto del Pb en el estrés oxidativo y en algunas enzimas y moléculas
antioxidantes del ciclo ascorbato — glutation de esta especie. En los ultimos capitulos se

presentan las conclusiones y recomendaciones para la realizacién de futuros estudios.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El plomo como contaminante ambiental

Los metales pesados (MP) son contaminantes que se encuentran comunmente en paises
industrializados; en los suelos, éstos persisten por mas tiempo que en otros compartimentos
de la biosfera. Las principales fuentes de contaminacién de suelos por MP son la industria
minero-metallrgica, el tratamiento de aguas residuales, las guerras y entrenamientos
militares, el uso de fertilizantes agricolas y la industria electronica (Padmavathiamma vy Li,
2007). Los MP se consideran peligrosos para los seres vivos en general, pues poseen una
gran toxicidad, en parte por su elevada tendencia a bioacumularse. La bioacumulaciéon es un
aumento de la concentracion de un contaminante en un organismo en un cierto plazo, de
forma que llega a ser superior a la del compuesto o elemento en el ambiente. Asi, la
toxicidad de un contaminante sobre un organismo, frecuentemente la provoca la
imposibilidad del organismo afectado para mantener los niveles necesarios para su
eliminaciéon (Navarro-Avifio et al., 2007). El problema esencial es que, debido a la semejanza
entre muchos contaminantes y los elementos traza esenciales, las células pueden incorporar
elementos tdxicos que se acumulan o incorporan en su membrana causando un dafo letal.
Dentro de los MP que provocan mayor dafio a los seres vivos se encuentra el plomo (Pb),
pues es el metal mas propagado en el ambiente en las Ultimas décadas, ya que su
produccion es ampliamente distribuida en todo el mundo. México es reconocido como el
quinto productor de Pb en el mundo; en 2006 la produccion de Pb en nuestro pais fue de 135
mil toneladas (INEGI, 2007).

El Pb, al ser uno de los elementos mas téxicos y abundantes en el ambiente, afecta la salud
humana y la vida silvestre, tiene una baja solubilidad y se clasifica como carcinogénico y
mutagénico (Liu et al, 2008). Este elemento se encuentra en la naturaleza principalmente
como Pb*" y forma compuestos poco solubles en agua. El mineral de Pb méas abundante en
la naturaleza es la galena (PbS sulfuro de plomo Il), de donde habitualmente se extrae dicho
metal. Como contaminante, el Pb se libera al ambiente principalmente en forma de PbSO, y
PbCO;. Aunque forma compuestos poco solubles, este metal es movilizado en los
ecosistemas causando efectos toxicos en especies terrestres y acuaticas. Una vez en el
suelo, el Pb no se distribuye uniformemente en los horizontes, ya que se asocia con
hidroxidos, especialmente de Fe y Mn y también se puede concentrar en particulas de
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fosfatos o carbonatos. El Pb generalmente se acumula cerca de la superficie de los suelos
debido a su sorcién en las particulas que componen la materia organica. Este metal se
moviliza lentamente, pero algunas caracteristicas del suelo, como el incremento en la acidez

y la formacion de complejos orgénicos pueden incrementar su solubilidad.
2.2 Absorcion del plomo por las plantas

El Pb, aunque no es un elemento esencial para las plantas, éstas lo absorben con facilidad;
su entrada a la planta y su acumulacion ocurre directamente, cuando es absorbido a través
de las raices junto con otros minerales y agua (Sengar et al., 2008). El Pb se absorbe por las
raices, a través de los pelos radiculares hasta alcanzar el sistema vascular, lo que permite su
translocacion a las estructuras aéreas de la planta, como yemas y hojas (Jarvis y Leung,
2002). Sin embargo, el transporte de este metal desde las raices a la parte aérea es limitado
debido a la barrera que existe en la endodermis de las raices. Dicha barrera es la banda de
Caspary, que es el principal factor que restringe el transporte del metal hacia los haces
vasculares (Seregin et al., 2004). La banda de Caspary fuerza al agua y los minerales a
atravesar las membranas celulares y el citoplasma de las células endodérmicas, en lugar de
pasar a través de las paredes celulares o entre ellas. De esta manera, las membranas
celulares de la endodermis controlan el tipo y la cantidad de nutrientes minerales que
circulan entre el cértex y el tejido vascular (Nabors, 2005).

Hasta ahora no se sabe exactamente como el Pb unido a las particulas del suelo queda
disponible para ser absorbido por las plantas. Davies (1995), reporté que sélo alrededor de
0.005-0.13% del Pb se encuentra soluble en el suelo y esta disponible para su absorcion por
las plantas. Sin embargo, existen varios factores que afectan su entrada a las plantas, entre
ellos se encuentran el tamaro de particula, la capacidad de intercambio catiénico y pH del
suelo, asi como la superficie de la raiz, los exudados de las raices y la presencia de ciertos
microorganismos, como los hongos micorricicos. El transporte de este metal dentro de las
plantas, asi como su localizacién celular, son factores que determinan las manifestaciones
téxicas que presentan las plantas; por ejemplo, el almacenamiento de Pb en las vacuolas
puede evitar efectos dafinos en la planta. Este metal puede también acumularse en los
espacios intercelulares, reticulo endoplasmico, dictiosoma y vesiculas dictiosdémicas vy,
eventualmente, en el nucleo celular. Puede unirse fuertemente a grupos carboxilo de los
acidos galacturdnico y glucorénico de la pared celular, restringiendo su transporte
apoplastico (Sharma y Dubey, 2005).
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2.3 Efecto del plomo sobre las plantas

En general, los metales pesados (MP) pueden incrementar el estrés oxidativo en las plantas
que, en casos extremos, puede conducir a la destruccion de bioméleculas y a alteraciones en
el metabolismo. En el caso del Pb, su presencia en exceso ocasiona fitotoxicidad a través de
eventos como: (i) reacciones con grupos sulfhidrilo y ligandos de nitrégeno con cationes; (ii)
afinidad para reaccionar con grupos fosfato del ADP o ATP, vy (iii) sustitucion ¢ deficiencia de

metales esenciales (Kucera et al., 2008).

En particular el Pb, ocasiona efectos adversos en la morfologia, crecimiento y fotosintesis en
las plantas, inhibe algunas actividades enzimaticas y altera el balance de agua, ademas de
ocasionar alteraciones en la permeabilidad de la membrana y en la absorcién de minerales
(Figura 1). Dentro de los sintomas visibles de fitotoxicidad por Pb se encuentran: necrosis,
clorosis y el oscurecimiento y disminucion de la longitud de raices. La fitotoxicidad ocasiona
una disminucién en el potencial de agua, altera la permeabilidad de la membrana, disminuye
la producciéon de hormonas y el transporte de electrones, mientras que las actividades
enzimaticas pueden incrementar o inhibirse. Todos estos eventos finalmente ocasionan

alteraciones en diversos procesos fisiolégicos (Sharma y Dubey, 2005).

Actividad
enzimatica
T
Estado | “ * | Estructura de
hormonal membrana
Efectos del Pb
sobre las
plantas
Transporte de |, Potencial
electrones de agua

Alteracionesen procesos fisiologicos

Figura 1. Vista general de los efectos toxicos causados por el plomo en las plantas.
Todos estos eventos relacionados con la fototoxicidad finalmente ocasionan alteraciones
en diversos procesos fisiologicos. Los signos “+” y “” indican efectos positivos y

negativos, respectivamente (Sharma y Dubey, 2005).

Las respuestas bioquimicas de las plantas a la presencia del Pb, incluyen incrementos en la
actividad de las enzimas antioxidantes y produccion de moléculas antioxidantes capaces de

|
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eliminar o suprimir los efectos de los radicales libres producidos por la exposicién. Lo anterior
ocurre como consecuencia de la generacién de estrés oxidativo en las células, que es
provocado por la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) como el radical
superoxido (*Oy), el radical hidroxilo (*OH) y el perdxido de hidrogeno (H.O,) (Verma y Dubey,
2003). La sobreproduccion de ERO, generalmente incrementa é disminuye la actividad de
enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), guayacol peroxidasa (G-POD),
ascorbato peroxidasa (APX), dehidroascorbato reductasa (DHAR), glutatién reductasa (GR)
y catalasa (CAT). El <O, se puede dismutar en H,O, y O, por acciéon de la SOD; el H,O,
formado puede ser descompuesto en H,O y O, dentro de los peroxisomas, por accion de la
CAT, enzima que no requiere un sustrato adicional. Asimismo, la eliminacion del H,O, dentro
de otros compartimentos celulares depende de distintas peroxidasas, como la G-POD vy la
APX; ambas enzimas dependen de un sustrato reducido para su actividad. La enzima GR,
junto con la DHAR, se encuentran también involucradas en la eliminacién de H,O, a través del
ciclo ascorbato — glutation (Figura 2) (Noctor y Foyer, 1998).

Transporte através de la membrana

0. od ) )
— . Ciclo de Haber-Weiss

. VS
—
H.O ” Reaccion de Fenton
i
L
i
l G-POD
HaO O l

H+0

Figura 2. Efecto del Pb sobre la generacion de ERO y actividades de enzimas
antioxidantes. El Pb induce un aumento en la formacién de ERO (-O,, H,O,, <OH). El
ciclo Haber-Weiss y la reaccion de Fenton generan radical hidroxilo (*OH) a partir del anién
superoxido (¢O) y H.O,. SOD: superoxido dismutasa; G-POD: guayacol peroxidasa; APX:
ascorbato peroxidasa; DHAR: dehidroascorbato reductasa; GR: glutation reductasa; CAT
catalasa; AsA: acido ascérbico y GSH el glutation; con formas oxidadas DHA:
dehidroascorbato; y GSSG: glutatién disulfuro. Los signos “+” y “-” indican induccion o
inhibicion debido al Pb, respectivamente (Verma y Dubey, 2003).

Maldonado-Magafa A. (2010). Tesis de Maestria. Departamento de Biotecnologia. UAM-I 6



“Efecto del plomo sobre el ciclo ascorbato-glutation en Acacia farnesiana”

2.4 Generacion de especies reactivas de oxigeno

Las ERO, como el anién superéxido (¢Oy), el radical hidroxilo (*OH), el peroxido de
hidrogeno (H»O.) y el oxigeno singulete ('O,), son producidas de manera normal como parte
del metabolismo aerobio. Estas ERO sirven como moléculas de senalizacion y, generalmente,
cuando hay estrés (biético o abidtico) la producciéon de estas moléculas se incrementa.

En las partes verdes de las plantas, los cloroplastos y los peroxisomas son los principales
productores de ERO. En las partes no verdes de una planta o en ausencia de luz, la
mitocondria es la principal productora de ERO, mientras que los cloroplastos producen 'O,
en el fotosistema Il (PSIl) y *O," en los fotosistemas | (PSI) y Il (PSIl). Los peroxisomas
producen <O, y H,O, en diversas reacciones metabdlicas y la NADPH oxidasa en la
membrana plasmatica produce <O,". Este ultimo, puede ser convertido en H,O, por la SOD, y
el H.O, a su vez, puede formar «OH a través de la reaccion de Fenton, la cual es catalizada
por metales de transicion libres, como hierro y cobre (Figura 3).

H,0, + Fe?' /Cu' — -OH+OH —Fe’'/Cu™
‘0, + Fe'' /Cu*' — Fe*' /Cu' + 0,
Figura 3. Formacién de radical hidroxilo (*\OH) a través de la reaccion de Fenton.
Las ERO poseen caracteristicas muy distintas entre si (Tabla 1). El H.O, es relativamente
estable y su concentracion en los tejidos vegetales estd en el rango de yM a mM,

dependiendo del compartimento celular en que se encuentre. Las otras ERO tienen una vida
media muy corta y estan presentes en muy bajas concentraciones (Mgller et al., 2007).
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Tabla 1. Caracteristicas de algunas especies reactivas de oxigeno (ERO) en tejidos

vegetales.
Caracteristica 0, 0, H.O, -OH
Vida media® 1 us 1 us 1 ms 1ns
Distancia recorrida® 30 nm 30 nm 1 um 1 nm
Concentracién celular &? &7 uM - mM &?

Reacciona con:

Lipidos PUFA® Casi nunca Casi nunca Rapidamente
Principalmente -~
ADN guanina No No Rapidamente
Carbohidratos No No No Rapidamente
, Trp, His, Tyr, i L. Tyr, Trp, Phe,
Proteinas Met, Cys Centros Fe-S Cisteina Met

¥ Se refiere a la vida media en sistemas bioldgicos o 2 4
Distancia recorrida durante su vida media, asumiendo un coeficiente de difusion de 10° m“ s
¢ PUFA: 4cidos grasos poliinsaturados

Las ERO también tienen diferentes grados de reactividad, por ejemplo, el *OH reacciona
rapidamente con cualquier tipo de componente celular, mientras que el O, reacciona con
proteinas que poseen centros Fe-S y el 'O, con &cidos grasos poliinsaturados (PUFA, por
sus siglas en ingles). Estas caracteristicas de las ERO determinan las diferentes maneras en
gue un componente celular es oxidado (Mittler et al., 2004).

2.5 Efecto de las ERO sobre biomoléculas
2.5.1 Modificaciones sobre dcidos grasos poliinsaturados

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) linoleico (18:2) y linolénico (18:3) son los
principales acidos grasos presentes en las membranas celulares de las plantas, tanto en los
galactolipidos (membrana tilacoidal) como en los fosfolipidos (todas las demas membranas).
Los PUFA son susceptibles al ataque por 'O,y *OH, dando origen a complejas mezclas de
hidroperoxidos lipidicos (Figura 4). La peroxidacién de PUFA provoca una disminucién en la
fluidez de la membrana, incrementa su permeabilidad y causa dafos secundarios a
proteinas. Como resultado de la lipoperoxidacién de los PUFA se forman diversos aldehidos,
como el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) y el malondialdehido (MDA), asi como hidroxi- y ceto-
acidos grasos. Los productos de rompimiento de los aldehidos pueden formar conjugados
con ADN vy proteinas, provocando mutaciones y alteraciones en la funcién de las proteinas.
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En las células vegetales, algunos productos de oxidacién de PUFA funcionan como

mensajeros secundarios para inducir modificaciones enzimaticas (Mgaller et al., 2007).

OH
12 9 ERO P 0
P
CaHis (CHz)7COOH = CsHi &
Acido linoleico (18:2) HNE
HO
10
7 (CH_)sCOOH
O o OH
<& Oxilipina ciclica
R P ERO
(CH3)7CO0H = Ox~20
Acido linolénico (18:3) % MDA
9
HiC™ = T cHy),cooH
OH
13-HOTE

Figura 4. Modificaciones en &acidos grasos poliinsaturados (PUFA) por efecto de la
presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO). HOTE, &cido hidroxioctadeca-
trienoico; MDA, malondialdehido (Mgller et al., 2007).

2.5.2 Modificaciones sobre el ADN

El ADN puede ser modificado por las ERO de diferentes formas, pero actuan principalmente
sobre los nucleétidos. El 'O, ataca nucleétidos de guanina, formando 8-hidroxiguanina
(Figura 5). Las ERO también pueden modificar indirectamente al ADN; un tipo comun de
dano ocurre a través de la conjugacion de los productos de rompimiento de PUFA, como el
MDA, con la guanina, ocasionando un anillo extra en ésta ultima (Figura 5). Las modificaciones
oxidativas en el ADN pueden permitir cambios en la metilacién de la citosina, lo que es
importante para la regulacién de la expresion genética (Maller et al., 2007).
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o)
HN/MIN\%OH
2N’j‘““rxl N

H
O .
)t ?'@ 8- Hidroxiguanina
%4 5
= N
Guanina (\N | \>
KN){\N H

MG

Figura 5. Modificaciones causadas por ERO en el ADN. M;G, pirimido[1,2-a]-purin-
10(3H)ona (Mgaller et al., 2007).

2.5.3 Modificaciones sobre carbohidratos y proteinas

El «OH reacciona con los carbohidratos libres, como azucares y polioles. Las oxidaciéon de
azucares con el *OH libera como principal producto de rompimiento al &cido férmico (Figura 6),
este puede ser sustrato para la enzima formato deshidrogenasa (Igamberdiev et al., 1999).

/O C|)
OH
HO OH ERO e
HO —> 1o + [
OH OH OH
OH OH
Aldohexosa Aldopentosa Acido féormico

Figura 6. Ejemplo de modificaciones oxidativas sobre un aztcar (Mgller et al., 2007).

En cuanto a las proteinas, su oxidacién implica la formacion de nuevos enlaces dentro de su
estructura. Los enlaces son inducidos por la presencia de ERO o de productos derivados de
éstas. La mayoria de los tipos de oxidacién de proteinas por ERO son irreversibles, aunque
las que contienen aminoacidos azufrados en su estructura son reversibles. Algunos de los
procesos mas comunes de oxidacion de proteinas se muestran en la Figura 7 (Mgller et al.,
2007).

|
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Figura 7. Procesos de oxidacién de proteinas mediados por modificaciones sobre la
estructura de algunos aminoéacidos por efecto de ERO (Mgller et al., 2007).

Los aminoécidos cisteina y metionina son altamente reactivos, especialmente con -O, y -OH.
La oxidacién del grupo tiol a disulfuro (R;-S-S-Ry) es un importante mecanismo metabdlico
de regulacién redox. Se pueden formar enlaces disulfuro intra- o inter- moleculares entre
cisteinas y éstos pueden ser nuevamente regenerados a su forma reducida por los sistemas
de la tiorredoxina o glutarredoxina. La oxidacién de la metionina a sulféxido de metionina es
otra modificacién reversible. En los aminoacidos que no contienen azufre, la carbonilacién es
la reaccion de oxidacion mas comun. En particular, la oxidacién de los aminoacidos arginina,

histidina, lisina, prolina, treonina y triptéfano, produce grupos carbonilo (Mgller et al., 2007).
2.6 Mecanismos de eliminacién de ERO en las plantas

Las células vegetales, asi como sus organelos (peroxisomas, cloroplastos y mitocondria),
contienen multiples enzimas y/o sistemas enzimaticos que contribuyen a la eliminacion de
ERO. Con excepcién de la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), que usan la
oxido-reduccion interna de su sustrato, el poder reductor para todos estos sistemas depende
directa o indirectamente del NADPH o de la ferrodoxina (Mittler et al., 2004). En la Tabla 2 se

muestran los principales sistemas antioxidantes en las plantas.
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Tabla 2. Principales mecanismos de eliminacién de ERO en células vegetales.

Mecanismo Remueve (Produce) Localizacion celular®
Superoxido dismutasa (SOD) O (H202) Chl, Cyt, Mit, Per
Catalasa (CAT) H.O, (H.0) Mit?, Per

Peroxidasas H.O, (H:0) Muchas localizaciones
Ciclo ascorbato-glutatién H.O, (H:0) Chl, Cyt, Mit, Per
Glutation peroxidasa (GPX) H.O, (H.0) Chl, Cyt, ER, Mit

Hidroperdxidos lipidicos
Otros hidroperéxidos
Sistema peroxirredoxinas H.O, (H.0) Chl, Cyt, Mit, Nucl
Alquilperoxidos
Peroxinitrito

Sistema tiorredoxinas H.O, (H20) Chl, Cyt, Mit

Sistema glutarredoxinas H.O, (H.0) Chl, Cyt, Mit, Sec
Hidroperdxidos

Carotenoides y tocoferol '0, (Oy) Chl

2 Chl, cloroplasto; Cyt, citosol; ER, reticulo endoplasmico; Mit, mitocondria; Nucl, nucleo; Per,

peroxisomas; Sec, via secretora. (Mittler et al., 2004)
Los principales mecanismos de eliminacion de ERO en las plantas incluyen la SOD,
localizada en casi todos los compartimentos celulares, la CAT y la ascorbato peroxidasa
(APX). El balance en la célula entre las actividades de estas tres enzimas es crucial para
controlar la concentracién de <O, y H.,O,. Este balance, junto con el secuestro de iones
metdlicos (Fe y Cu), son importantes para prevenir la formacién de *OH por la via de la
reaccion de Fenton o de Haber-Weiss (Mittler, 2002). Ademés de la SOD, que es la primera
enzima que actua sobre el *O,’, las principales vias de eliminacién de ERO en las plantas
incluyen (Figura 8): (i) el ciclo agua—agua, en cloroplastos; (ii) el ciclo ascorbato—glutation, en
cloroplastos, citosol, mitocondria, apoplasto y peroxisomas; (iii) la glutatién peroxidasa y (iv)
la CAT en peroxisomas (Mittler, 2002).

Debido a que el ciclo ascorbato—glutation se encuentra en casi todos los compartimentos
celulares, asi como a la alta afinidad de la APX por el H,O,, se cree que este ciclo juega un
papel crucial en el control de ERO en esos compartimentos celulares (Mittler, 2002). Por otra
parte, los antioxidantes como el ascorbato (AsA) y el glutatién (GSH) han sido encontrados en
altas concentraciones (5-20 mM AsA y 1-5 mM GSH) en cloroplastos y otros compartimentos
celulares, lo que confirma su importancia en la defensa contra el estrés oxidativo (Noctor y
Foyer, 1998). La relacién entre el AsA y GSH en sus formas reducida y oxidada debe de ser
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alta para eliminar las ERO en la célula. Esta relacién es mantenida por la glutatién reductasa
(GR), la monodehidroascorbato reductasa (MDAR) y la dehidroascorbato reductasa (DHAR)
usando NADPH como poder reductor (Figura 8) (Semane et al., 2007). En las siguientes
secciones se describen las caracteristicas de algunas moléculas y enzimas antioxidantes

importantes en el ciclo ascorbato-glutation.

g ™~
H,0 — e~ — PS| — 05" b
/ S0D
MDA H405
Fd g yﬁx
“ D) AsA \> HA0 _ >Nw{.=';+
b 4 (Gr
NAD(P)H
Y NAD{P]:\'*
NAD(PH | d A
= ‘07 H0p 2 |
QLS N J
SOD

Figura 8. Vias de eliminacion de ERO en plantas. (a) Ciclo agua—agua; (b) ciclo
ascorbato—glutatién; (c) ciclo glutation peroxidasa (GPX); (d) accién de la catalasa (CAT)
sobre el H,O,. La SOD actlia como la primera linea de defensa convirtiendo el *O, en
H.O,; la APX, GPX y CAT entonces detoxifican el H,O.. Fd, ferredoxina; MDHA,
monodehidro-ascorbato; MDHAR, monodehidroascorbato reductasa; PSI, fotosistema I;
tAPX, APX tilacoidal (Modificado de: Mittler, 2002).

2.6.1 Moléculas antioxidantes

En los tejidos vegetales, las principales moléculas que actian como eliminadoras de ERO,
incluyen el AsA, alcaloides, tocoferoles, carotenoides y aminoacidos no proteicos como el
GSH, ademas de compuestos fendlicos como flavonoides, taninos y precursores de lignina.
Todos estos antioxidantes actian como una red cooperativa que emplea una serie de
reacciones de 6xido-reduccion para evitar el dafo por ERO (Blokhina et al., 2003; Gratao et
al., 2005). Uno de los mecanismos de las plantas para soportar el exceso de H,O; es a
través de su transporte a vacuolas para su detoxificacion. Las vacuolas son ricas en
flavonoides, poderosos antioxidantes que eliminan varias ERO y peroxinitrito, y también
pueden contener altos niveles de AsA, GSH y peroxidasas ubicadas en la superficie interna
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del tonoplasto (Gechev et al., 2006). El a-tocoferol se encuentra en altas concentraciones en
las membranas fotosintéticas donde es el principal antioxidante lipofilico que interactia con
radicales peroxi- de lipidos y con *O,". Los carotenoides, compuestos fenélicos y flavonoides
también pueden neutralizar ERO como O, *OH y 'O, (Davey et al., 2000).

De las moléculas antioxidantes, el glutatién junto con el ascorbato, son los dos principales
amortiguadores redox que mantienen el ambiente intracelular reducido y se encuentran
involucrados en la detoxificacién de ERO (Gratao et al., 2005). A continuacion se presenta una
breve descripcidn de las principales caracteristicas y funciones de GSH y AsA.

Glutation (GSH)

En su forma reducida el glutation (GSH) (Figura 9) es un tripéptido (y-glutamil-L-cisteinil-glicina)
gue juega un importante papel en diversos organismos y puede existir en también en estado
oxidado como glutatién disulfuro (GSSG). El GSH es el antioxidante de bajo peso molecular
més importante sintetizado en las células. Este es sintetizado por la adicién secuencial de
cisteina al glutamato seguida por la adicién de glicina. El grupo sulfhidrilo (-SH) de la cisteina
es el que participa en las reacciones de reduccion y conjugacién, las cuales son
consideradas las principales funciones del GSH. Estas reacciones participan en la eliminacion
de perdxidos y muchos compuestos xenobidticos; sin embargo, el GSH también esta
involucrado en la regulacién del ciclo celular (Forman et al., 2009). En las plantas el GSH se
localiza en todos los compartimentos celulares, como el citosol, reticulo endoplasmico,
vacuolas y mitocondrias. Sus funciones fisiolégicas pueden ser divididas en dos categorias:
metabolismo del azufre y mecanismo de defensa. En el primer caso, el GSH es el principal
tiol no proteico que regula la entrada de azufre a nivel de la raiz. En el segundo, es usado
por la glutation-S-transferasa para detoxificar xenobidticos y es precursor de las
fitoquelatinas, moléculas importantes para el control de las concentraciones celulares de
metales pesados (Blokhina et al., 2003). Junto con su forma oxidada, el GSH mantiene el
equilibrio redox en los compartimentos celulares donde se localiza.

HS
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H
N N._~-COOH
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Figura 9. Estructura del glutation (GSH)
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En general, durante la exposicion de especies vegetales a la presencia de metales pesados no
se ha encontrado un patrén general en la concentracién de GSH en tejidos. Por ejemplo, Liu et
al. (2007) reportan que la exposicion de Bechmeria nivea a 3 mg Cd/L durante 10 dias provocé
un incremento (125%) en la concentracion de GSH. En otros estudios, se ha encontrado que
metales como el Cd y el Cu, pueden causar una disminucion en la concentracion de GSH. En
un estudio realizado con Scenedesmus bijugatus en presencia de cobre, se registré6 una
disminucion considerable (138%) en la concentracion de GSH (Nagalakshimi y Prasad,
2001). La exposicion de Ceratophyllum demersum a 1 mg Cd/L durante 7 dias ocasion6 una
disminucion (33%) en la concentracion de GSH (Aravind y Prasad, 2005).

Acido ascorbico (AsA). El AsA (vitamina C) es un antioxidante primario clave presente y
predominante en la mayoria de las células vegetales. Bajo condiciones fisioldgicas, el AsA se
encuentra mayoritariamente (90%) en forma reducida en hojas y cloroplastos y su
concentracion intracelular puede encontrarse en un rango mM (Blokhina et al. 2003; Gratao et
al., 2005), con una concentracién celular promedio de 2 a 25 mM en los cloroplastos (Smirnoff,
1996). Las hojas contienen a menudo mas AsA que clorofila y la reserva de este acido
representa alrededor del 10% de los carbohidratos hidrosolubles totales. Se sabe que el AsA
es el mayor y probablemente el Unico amortiguador antioxidante en el apoplasto y se
encuentra implicado en funciones celulares vitales, como la regulacién de la division celular y
la elongacién de células, ademas del crecimiento de la raiz, vacuolarizacion celular y la
expansion de la pared celular. Es también importante en la fotoproteccién y en la regulacién
de la fotosintesis. Ademas de ser un antioxidante esencial en el ciclo AsA-GSH, protege
enzimas que poseen iones metalicos de transicion, es sustrato de la ascorbato oxidasa y
cofactor de muchas enzimas, incluyendo APX y las involucradas en la sintesis de pared
celular y en la hidroxilacién de residuos de prolina. También interviene en la regeneracion del
o-tocoferol a partir del radical a-cromanoxilo y funciona como donador de electrones durante
el transporte fotosintético y mitocondrial. Su capacidad para donar electrones en una serie de
reacciones enzimaticas y no enzimaticas, hace al AsA el principal compuesto detoxificador
de ERO en la fase acuosa, ya que puede reaccionar directamente con +O,, *OH y 'O,, y
reducir HO, a agua por la reaccion de la APX, una peroxidasa con especificidad por el ASC
como reductor (Smirnoff, 1996; Blokhina et al., 2003).

Existen algunos trabajos que han estudiado los efectos de los MP en la produccién de AsA
en diferentes especies vegetales. Por ejemplo, en hojas de A. thaliana expuesta a 5-100 mM
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Cu durante 3 dias, la concentracion de AsA aumentd considerablemente (173-249%) con
respecto al control (Drazkiewicz et al., 2003); Cuypers et al. (2001), al exponer a Phaseolus
vulgaris a 3 mg Zn/L durante 7 dias observaron un incremento (160%) en la concentracion
de AsA. En Ceratophyllum demersum en presencia de 1 mg Cd/L durante 7 dias se encontré
una disminucién (64%) en la concentracion de AsA (Aravind y Prasad, 2005).

2.6.2 Sistemas enzimdticos antioxidantes

Los mecanismos enzimaticos de eliminacién de ERO en las plantas incluyen varias enzimas,
entre estas se encuentran la SOD, la APX, la GPX 'y la CAT (Figura 8). La SOD y la CAT son
las enzimas antioxidantes mas eficientes y son las primeras en actuar durante la defensa
contra las ERO, convirtiendo el radical superdxido en H,O, y posteriormente en O,. Después,
las enzimas APX, GPX eliminan el H,O, (Scandalios, 1993).

Superoéxido dismutasa (SOD). La SOD (EC 1.15.1.1) es una enzima ampliamente distribuida
entre los organismos aerobios, aerotolerantes y en algunos anaerobios obligados (Scandalios,
1993). Es responsable de la dismutacion del radical superéxido (+O.) a peréxido de
hidrogeno (H.O,) y oxigeno (O,), y es considerada como la primera linea de defensa contra
las ERO (Gratao et al., 2005). A continuacién se muestra la reaccién de dismutacion del
superoxido catalizada por la SOD en presencia de un cation:

M™*_SOD + O,” — M™ — SOD + O
M™ — SOD + O, + 2H* — M™"Y* _ SOD + H,0,

En donde M = Cu (n=1); Mn (n=2); Fe (n=2).

En esta reaccion, el estado de oxidacion del catién metdlico oscila entre ny n+1. Las SOD se
clasifican en tres grupos, de acuerdo al metal que contienen en su sitio activo: pueden
contener cobre y zinc (Cu/Zn-SOD), manganeso (Mn-SOD) o hierro (Fe-SOD). Con pocas
excepciones, las Cu/Zn-SOD se encuentran en el citosol y cloroplastos de células
eucariontes. Las Mn-SOD se encuentran en la matriz mitocondrial y en procariontes. Las Fe-
SOD se encuentran en procariontes y han sido reportadas en algunas plantas. También se
ha reportado la presencia de una Mn-SOD asociada a la membrana, en los cloroplastos de
algunas plantas, asi como una Cu/Zn-SOD tetrameérica glucosilada, en fluidos extracelulares
de mamiferos. No se han reportado SOD extracelulares en las plantas (Blokhina et al., 2003).
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La respuesta de la SOD al estrés producido por la presencia de metales pesados varia
dependiendo de la especie vegetal, tipo de tejido, estado de desarrollo y tiempo de
exposicion (Gratao et al.,, 2005). Se ha demostrado que el Pb puede mediar la acumulacion
de ERO, induciendo un aumento en la actividad SOD en ciertas especies vegetales, lo cual
puede considerarse un biomarcador sensible al estrés oxidativo. Por lo tanto, fluctuaciones
anormales de la SOD en una planta pueden considerarse como un importante biomarcador
de suelos contaminados con plomo (Wang et al. 2008). Por otra parte, Gajewska et al,,
(2006) reportaron una disminucion de la actividad de la enzima por la exposicion de Triticum
aestivum a niquel. En otro estudio, realizado con Pinus sylvestris, en presencia de Cd (50
puM), se encontrd un incremento en la actividad de la enzima que, después de las primeras
doce horas de tratamiento decay6 (Schitzendibel et al., 2001).

Catalasa (CAT). La CAT (EC 1.11.1.6) metaboliza el H,O, liberado en los peroxisomas para
su conversion en H,O y O,, a través de la conversion de glicolato en glioxalato durante la
fotorespiracion. La CAT también descompone el H,O, formado durante la B-oxidacién de los
acidos grasos en los glioxisomas de los tejidos de almacenamiento lipidico.

La actividad CAT, al igual que la SOD, varia en respuesta al estrés producido por metales
pesados. Por ejemplo, se ha encontrado que la actividad CAT disminuye en presencia de Cd
en Phaseolus vulgaris y Lemna minor, e incrementa su actividad en Agropyron repens y
Raphanus sativus (Gratao et al., 2005). Asimismo, se ha encontrado que en presencia de
Cu, la actividad de la CAT aument6 en Lemna minor (Teisseire, 2000).

2.6.3 Ciclo ascorbato-glutation

El ciclo ascorbato — glutatién juega un papel central en la remocién de las ERO y permite
mantener el balance redox dentro de la célula. Este ciclo comprende tres parejas redox:
AsA/DHA, GSH/GSSG y NADPH/NADP y a las enzimas responsables de las reacciones de
oxidacion-reduccion del AsA, GSH y NADPH: la APX (EC 1.11.11), mono-dehidroascorbato
reductasa (MDHAR, EC 1.6.5.4), dehidroascorbato reductasa (DHAR, EC 1.8.5.1) y glutatién
reductasa GR (EC 1.6.4.2). Para la eliminacion de ERO, este ciclo convierte el H,O, en H,O
mediante la oxidacion del AsA a monodehidroascorbato (MDHA) por la APX. Entonces el
AsA puede ser regenerado por la MDHAR, usando NADPH* como poder reductor. EIl MDHA
puede ser transformado espontdneamente en dehidroascorbato (DHA) y, entonces, la
regeneracion del AsA puede ser mediada por la DHAR, oxidando el GSH a GSSG.
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Finalmente la GR puede regenerar el GSH a partir del GSSG en presencia de NADPH*
(Figura 8b). A continuacion se describe con mayor detalle la funciébn de cada enzima
implicada en el ciclo AsA-GSH.

Glutation reductasa (GR). Esta enzima (EC 1.6.4.2) es una flavoproteina oxidorreductasa
encontrada en procariontes y eucariontes, que cataliza la reduccion del GSSG a GSH y su
actividad depende del NADPH". La GR se localiza principalmente (70-80%) en cloroplastos,
pero también se ha encontrado en el citosol, mitocondria y peroxisomas. La GR esta
involucrada en la defensa contra el estrés oxidativo (Figura 8b), ya que mantiene el balance
redox celular, manteniendo las reservas de GSH reducido y AsA (Figura 10) (Lascano et al.,
2001).

Glutation
reductasa

Figura 10. Papel de la enzima glutation reductasa en el mantenimiento del balance redox
celular (Lascano et al., 2001)

En Raphanus sativatus, Crotalaria juncea y Phaseolus vulgaris, ademas de plantas de
pimiento y de soya expuestas a Cd, se ha reportado que la actividad de la GR se incrementé
como parte de su sistema antioxidante (Gratao et al., 2005). En contraste, en Lemna minory
Scenedesmus bijugatus en presencia de cobre, la actividad de esta enzima disminuy6
(Razinger, 2007, Nagalakshmi y Prasad, 2001).

Ascorbato peroxidasa (APX). La familia de la APX (EC 1.11.1.11) consiste en, al menos,
cinco isoformas que se localizan en los cloroplastos y en el citoplasma. Esta enzima elimina
el H,O, utilizando AsA como sustrato, para convertir el peréxido de hidrogeno en agua
(Figura 8b). Por ejemplo, Aravind y Prasad (2005) encontraron que en Ceratophyllum
demersum en presencia de Cd y Zn la actividad APX se incremento.
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Glutation-S-transferasa (GST). Las GST (EC 2.5.1.18) son una familia de enzimas que
catalizan la conjugacién del GSH con una variedad de sustratos hidrofébicos, electrofilicos y
citotoxicos y se encuentran en casi todos los organismos vivos. Existen varias clases de
enzimas en la super-familia de las GST (¢, 1, 6, ¢, A) ademas de la dehidroascorbato
reductasa (DHAR). Para eliminar xenobidticos, las células vegetales, primero los conjugan
con GSH para formar moléculas objetivo que deben eliminarse. Una vez formados, los
conjugados de GSH son transportados a las vacuolas por bombas ATP-dependientes y
degradados (Rouhier et al. 2008). Se ha reportado que la actividad de la GST aumenté
considerablemente en plantas de Scenedesmus bijugatus crecidas en presencia de Cu (0 -
50 mg/L) (Razinger et al., 2007) y en plantas de chicharo expuestas a Cd (Gratao, 2005).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacién ambiental por MP como Pb, Cd, Hg y As, representa un problema de
salud, ambiental y econémico de grandes proporciones. La fitorremediacion es una
alternativa ecolégicamente viable y puede implicar mayor efectividad que los métodos
fisicoquimicos utilizados tradicionalmente para la remediacién de suelos contaminados con
dichos elementos. Sin embargo, el avance en este campo en nuestro pais se ha retardado
debido, en parte, a la falta de conocimiento acerca de mecanismos involucrados en dicho
proceso, como son la captacién, movilizacion, inmovilizacion y metabolismo de los metales
en las plantas, asi como por la falta de especies vegetales con potencial para fitorremediar
sitios contaminados en las condiciones climatolégicas y geograficas particulares de México.

Con base en lo anterior, este trabajo se realiz6 con el objeto de evaluar el efecto del plomo
en el ciclo ascorbato-glutation y la capacidad fitorremediadora de Acacia farnesiana (L.)
Willd., un arbusto distribuido en zonas aridas y semi-aridas de México, presente en muchos
sitios contaminados con residuos mineros. Dicha especie es muy tolerante a la sequia,
facilmente adaptable a altas temperaturas y puede crecer tanto en regiones humedas como
secas en una gran variedad de suelos (Francis, 2002). A. farnesiana es una especie
escasamente estudiada con fines de fitorremediacion; sin embargo, se ha demostrado su
capacidad para acumular altas concentraciones de plomo (> 1500 ppm) y cadmio (> 500
ppm) con una alta tolerancia a la presencia de dichos elementos (Salas, 2007; Solis, 2007).

Debido a que metales como el plomo provocan un incremento en el estrés oxidativo en las
plantas, debido a la generacion de ERO, moléculas altamente reactivas que pueden
ocasionar dafio a biomoléculas en las células vegetales, en el presente trabajo se propuso
relacionar la capacidad fitorremediadora de esta especie con algunos mecanismos
enzimaticos del ciclo ascorbato - glutatién, que pueden estar involucrados en su capacidad
para tolerar la presencia de MP como el plomo. De esta manera, la generacion de
conocimiento relativo a estos mecanismos enzimaticos pueden contribuir a mejorar, a
mediano y largo plazo, los procesos de fitorremediacién de suelos contaminados con
metales mediante el uso de A. farnesiana.
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4. HIPOTESIS

La presencia de plomo provoca un incremento en la actividad de enzimas y en la

concentracion de moléculas antioxidantes que participan en el ciclo ascorbato — glutatién en
Acacia farnesiana.

|
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto del plomo sobre la actividad del ciclo ascorbato-glutatién en Acacia
farnesiana.

5.2 Objetivos especificos

e FEvaluar el efecto del Pb en la morfologia y el crecimiento de tallos y raices de A.
farnesiana

e Evaluar la capacidad de acumulacién, translocacién y concentracién critica de Pb para A.
farnesiana

e Determinar el efecto de la concentracion de plomo en los niveles de lipoperoxidacion en
A. farnesiana como un indicador de estrés oxidativo

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de plomo en la actividad de algunas
enzimas y en la concentracion de algunas moléculas antioxidantes del ciclo ascorbato—

glutation.
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6. METODOS Y MATERIALES

6.1 Disefo experimental

Para la realizacion de este trabajo se propuso un disefio experimental en el que se evalué el
efecto de tres concentraciones de plomo (250, 500 y 1000 mg/L) y un control (0 mg/L) en
cuatro diferentes tiempos de muestreo (15, 30, 45 y 60 d) sobre el ciclo ascorbato — glutation
de Acacia farnesiana (L.) Willd. Todos los ensayos se hicieron por triplicado, usando como
unidad experimental la biomasa de cuatro plantulas de A. farnesiana crecidas bajo
condiciones in vitro, en medio MS utilizando como contenedor cajas Magenta (Sigma). Los
parametros que se cuantificaron en tallos y raices, por separado, fueron: (i) concentracion de
plomo en parte aérea y raices; (ii) crecimiento (peso fresco y longitud) de parte aérea y
raices; (iii) concentracion de malondialdehido; (iv) concentracién de moléculas antioxidantes
(GSH y AsA); y (v) actividad de enzimas antioxidantes (GST y GR).

6.2 Material vegetal y condiciones de cultivo

Los ensayos se realizaron con semillas colectadas de arboles de A. farnesiana crecidos en
sitios contaminados con residuos mineros. Las semillas se escarificaron mecénicamente y se
desinfestaron a través de lavados sucesivos con las siguientes soluciones: detergente
comercial (2%, 30 min), etanol (70%, 30 s), hipoclorito de sodio comercial (12%, 20 min).
Entre cada solucién, las semillas se enjuagaron repetidamente con agua desionizada estéril,
bajo condiciones asépticas. Posteriormente, se sembraron en medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) (Sigma Aldrich) con sacarosa (30 g/L, Sigma), Phytagel (2 g/L, Sigma Aldrich)
y Na,-EDTA (0.5 mM, J.T. Baker), adicionado con tres diferentes concentraciones de Pb
(250, 500 y 1000 mg/L) en forma de Pb(NOs).. El pH del medio se ajusté a 5.5 con NaOH
1N.Las plantulas se mantuvieron a 25 + 1°C con un fotoperiodo de 16 h durante diferentes
tiempos (15, 30, 45 y 60 dias).

6.3 Acumulacion de plomo

Después cada tiempo de incubacion (15, 30, 45 y 60 dias) las plantas se retiraron del medio
y se separaron en parte aérea y raices, éstas ultimas se lavaron con una solucion de EDTA
(10 mM) con el fin de eliminar el plomo extracelular acumulado. Las partes aéreas y las
raices se deshidrataron en una estufa (WTB, Binder) a 60°C durante 24 h.
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Para determinar el contenido de Pb en los tejidos vegetales (parte aérea y raices por
separado), se pesO alrededor de 0.1 g de tejido seco, se le adicioné 5 mL de HNO;
concentrado y 4 mL de agua desionizada para su digestion por microondas (MARS-Xpress,
CEM) a 1600 W durante 15 min. Las muestras se aforaron a 10 mL con agua desionizada y

se filtraron empleando una membrana de 0.45 um (GN-6 Metricell).

El contenido total de Pb de las partes aéreas y raices se cuantificé mediante espectrometria
de absorcién atémica (EAA) en un espectrometro Shimadzu (AA-6300), por el método de
flama a una longitud de onda de 283.3 nm. Las curvas estandar se prepararon con una
solucién estandar de plomo (J.T. Baker).

6.4 Estimacion de indices y coeficientes

indice de tolerancia. El indice de tolerancia (IT) es una medida de la capacidad de una
especie para crecer en lugares contaminados con metales. Este indice se obtuvo relacionando
la longitud de las raices de plantas crecidas en presencia de plomo con la longitud de las
raices de las plantas crecidas en el tratamiento control (0 mg/L), a través de la siguiente
relacion (Audet y Charest, 2007):

Longitud de la raiz con metales

Indice de tolerancia (IT) = ( ) x 100

Longitud de la raiz sinmetales

Concentracion critica. La concentracién critica (CC) se determin6 a partir de una curva de
crecimiento de plantas de A. farnesiana en medios con diferente concentracién de plomo. La
CC indica la concentraciéon de contaminante en la cual la elongacién de raices disminuye

50% con respecto al tratamiento control (0 mg/L):

(50% de la maxima elongacion de raices + 0)
P

Concentracién critica (CC) =

Donde O es la ordenada al origen y P es la pendiente

En este caso, se selecciond la elongacion de raices como la principal medida del efecto
téxico de la concentracién de Pb sobre la planta, debido a que éstas son particularmente
sensibles a la presencia de toxinas y contaminantes (Deng et al. 2004).

Factor de translocacion. El factor de translocacion (FT), indica la capacidad de una planta
para transportar los metales desde las raices a la parte aérea. Para estimar este factor se
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relaciond la concentracién de plomo en la parte aérea con la concentracién en la raiz, a
través de la siguiente ecuacion (Mattina et al., 2003):

[Metal]tallos

Factor de translocacion (FT) = W
Factor de bioconcentracion. El factor de bioconcentracion (FB) indica la eficiencia de
acumulacion de MP por una especie vegetal. Valores mayores a uno indican que la planta es
potencialmente hiperacumuladora del MP (Audet y Charest, 2007):

[MP]planta

Factor de bioconcentracion (FB) = [MP]suelo

6.5 Cuantificacion de Pb soluble

Para cuantificar el Pb soluble en los medios de cultivo, una vez que se colectaron las plantas
en los diferentes tiempos de muestreo (15, 30, 45 y 60 dias) los medios con Phytagel se
calentaron a 120°C durante 15 min con el fin de fundir el agente gelificante y obtener una
muestra homogénea, de donde se tomd una alicuota de 5 mL que se adicion6 con 20 mL de
agua desionizada para evitar su solidificacion. El medio diluido se filtr6 con papel Watman
No. 2, se registrd el pH y se cuantificd el contenido de Pb soluble mediante espectrometria de
absorcién atémica (EAA) en un espectrémetro Shimadzu (AA-6300) por el método de flama
(283.3 nm). Las curvas estandar se prepararon con una solucion estandar de plomo de 1000
ug/ml (J.T. Baker).

6.6 Obtencion de extractos enzimaticos y cuantificacion de proteina

Las plantas de A. farnesiana crecidas durante diferentes tiempos se retiraron del medio, y las
raices se enjuagaron con EDTA (10 mM) para eliminar el Pb extracelular y se separaron en
tallos y raices para registrar su peso y longitud. Los tejidos, por separado, se congelaron y
pulverizaron con N, liquido para su conservacion a -70°C hasta su andlisis.

Para la obtencién de extractos enzimaticos crudos (EEC), los tejidos pulverizados se
resuspendieron en amortiguador de fosfatos (100 mM, pH 7.5) y se centrifugaron a 13,000
rom (4°C) por 15 min. El sobrenadante (EEC) se utilizd para determinar el estrés oxidativo, a
través de cuantificaciébn de la lipoperoxidacion, asi como la actividad de las enzimas
glutation-S-transferasa (GST) y glutatién reductasa (GR). La concentracién de proteina en
los EEC se determiné por el método de Bradford (Bradford, 1976) con seroalbumina bovina
como estandar.
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6.7 Cuantificacion de estrés oxidativo

El estrés oxidativo en las plantulas como respuesta a la presencia de Pb, se cuantificé a
través de la lipoperoxidacion por medio de la concentracion de malondialdehido (MDA). Para
esto, se usé un kit comercial (Biomol) que se basa en la reaccion de un agente cromogénico,
el N-metil-2-fenilindol, con el MDA a 45°C. Una molécula de MDA reacciona con dos de N-
metil-2-fenilindol para formar un cromoéforo estable que se cuantifica por espectrofotometria a
586 nm (Esterbauer y Cheeseman, 1990).

6.8 Cuantificacion de actividades enzimaticas
6.8.1 Glutation S-transferasa (GST)

La actividad GST se determindé mediante el uso de un kit comercial (Sigma-Aldrich). El
principio del ensayo se basa en que la GST cataliza la conjugacion del GSH con el 1-cloro-
2,4-dinitrobenceno (CNDB), a través del grupo tiol del GSH, de acuerdo a la siguiente
reaccion:

GSH+ CDNB —» GS-DNB conjugado + HCI

El producto de la reaccion absorbe a 340 nm y la velocidad del aumento en la absorbancia
es proporcional a la actividad GST. Una unidad de actividad (U) GST se define como la
cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 ymol de producto por min a 25°C y pH 7.5
(Wilce y Parker, 1994).

6.8.2 Glutatién reductasa (GR)

Para determinar la actividad GR se empled un kit comercial (Sigma-Aldrich). El principio del
ensayo se basa en la reduccién de glutation oxidado (GSSG) por NADPH en presencia de la
GR. Con la adicion de acido 5-5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) se forma un cromoéforo que
absorbe a 412 nm.

NADPH + H*+ GSSG —  » NADP+2GSH

GSH + DTNB — » GS-TNB+TNB

La actividad enzimatica se cuantifico a través del incremento en la absorbancia a 412 nm
causado por la reducciéon del DTNB. Una unidad de actividad (U) GR se define como la
cantidad de enzima que cataliza la reduccién de 1 pmol de DTNB a TNB por min a 25°C y pH
7.5 (Smith et al., 1988).
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6.9 Cuantificacion de moléculas antioxidantes

Para cuantificar la concentracion total de glutation (GSH) y ascorbato (AsA), las muestras
pulverizadas conservadas a -70°C se homogeneizaron con una solucién de &cido
metafosférico (5%) y se centrifugaron a 13,000 rpm (4°C) por 15 min. El sobrenadante se
utilizé para cuantificar el GSH y el ASC.

6.9.1 Glutation

Para cuantificar la concentracion total de GSH, las muestras del extracto de A&cido
metafosférico (50 yL) se mezclaron con agua desionizada (2 uL) y se neutralizaron con
trietanolamina (1 M, 18 uL). El método para cuantificar el GSH total se basa en la capacidad
de la GR para catalizar la oxidacion del NADPH por el DTNB en presencia de GSH. La
velocidad de la reaccion es proporcional a la concentracion total de GSH. El producto TNB
se cuantificé espectrofotométricamente a 412 nm.

2 GSH + DTNB T» GSSG + 2 TNB
GSSG + NADPH + H* — > 2 GSH + NADP”

La curva estandar de GSH se prepar6 en acido metafosférico al 5% (Griffith, 1980).

6.9.2 Ascorbato

Para determinar la concentracion total de ascorbato, el extracto con acido metafosférico se
neutralizé con trietanolamina (1.5 M) y se mezcl6é con amortiguador de fosfatos (100 mM, pH
7.5) y ditiotreitol (DTT, 10 mM). La mezcla se incubé a temperatura ambiente por 15 min para
reducir el dehidroascorbato en el extracto. Para eliminar el exceso de DTT se adicion6 N-
etilmaleimida (0.5% p/v) y, a continuacién, acido tricloroacetico (10% p/v), acido fosforico
(44% v/v), 2,2 -dipiridilo (4% p/v) y FeCls (3% p/v). Las muestras se mezclaron y se incubaron
1 h a 37°C. El AsA se cuantifico espectrofotométricamente a 525 nm usando una curva
estandar se preparada en acido metafosforico al 5% (Kndrzer et al.1996).

6.10Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza y las medias se
compararon utilizando al prueba de Duncan (a = 0.05) para establecer diferencias
significativas. Para lo anterior, se utilizd el paquete estadistico NCSS.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Efecto del plomo sobre la morfologia y crecimiento de A. farnesiana

Se ha reportado que altos niveles de Pb pueden inducir signos de fitotoxicidad, como la
disminucion en el crecimiento y clorosis (Sharma y Dubey, 2005), ademas de alteraciones en
la morfologia (Sengar et al., 2008). En este trabajo, en las plantas crecidas con 250 y 500 mg
Pb/L no se observaron signos de fitotoxicidad por Pb, como necrosis o clorosis, mientras que
una concentracién de 1000 mg Pb/L provocé signos evidentes de clorosis (Figura 11). Sin
embargo, en el primer grupo de plantas (250 y 500 mg Pb/L) si se detectaron efectos del
metal en la morfologia y crecimiento, observando raices mas gruesas y oscuras que en las
plantas crecidas sin Pb, de acuerdo a Paivoke (1983) esto se puede deber a que el Pb
ocasiona un engrosamiento irregular de la pared celular de la endodermis y lignificacion del
parénquima cortical de las raices.

0 mg Pb/L 250 mg Pb/L 500 mg Pb/L 1000 mg Pb/L

Figura 11. Efecto de plomo a diferentes concentraciones sobre la morfologia de plantas
de A. farnesiana, crecidas durante 60 dias.
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Las diferencias cualitativas en el crecimiento de A. farnesiana por efecto del Pb, se
corroboraron cuantitativamente a través de la longitud y peso fresco de tallos y raices (Figuras
12 y 13). Cuantitativamente, no se encontraron diferencias en el crecimiento de tallos y raices
de plantas crecidas con 500 mg Pb/L con respecto a las plantas control durante 60 dias.
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Tiempo (dias) Tiempo (dias)

—@—- 0 mg Pb/L —— 250 mg Pb/L —&— 500 mg Pb/L #1000 mg Pb/L

Figura 12. Efecto de la concentracidén de plomo en el peso fresco de tallos (a) y raices (b)
de A. farnesiana durante 60 dias de cultivo. Valores con la misma letra en cada tiempo de
muestreo no son significativamente diferentes (a = 0.05).

Contrario a lo esperado, en las plantas crecidas con 250 mg Pb/L se registré6 un aumento en
el crecimiento (peso y longitud) de tallos y raices después de 30 dias, con respecto a las
plantas control (Figuras 12 y 13). Sin embargo, las plantas expuestas a 1000 mg Pb/L
mostraron una disminucién significativa en el crecimiento (peso y longitud).
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Figura 13. Efecto de la concentracion de plomo en la longitud de tallos (a) y raices (b) de

A. farnesiana durante 60 dias. Valores con la misma letra en cada tiempo de muestreo no

son significativamente diferentes (a = 0.05).
Este resultado se puede explicar debido a que el Pb altera el crecimiento de las plantas
debido a la inhibicion de la divisién celular (Sengar, 2008; Sharma y Dubey, 2005). Por
ejemplo, Verma y Dubey (2003), sometieron a dos especies de arroz (Oryza sativa L. cvs.
Ratna y Jaya) a una concentracion de Pb 1000 uM durante 20 dias, encontrando una
disminucion en la longitud de tallos y raices de 31 y 40%, respectivamente, ademas de una
disminucion (29 y 43%, respectivamente) en el peso fresco de tallos y raices. En contraste,
Wierzbicka (1998), encontrd que la presencia de Pb aumentd el peso de tallos y raices en
plantulas de Allium cepa, con respecto a plantas crecidas sin el metal; este resultado se
atribuydé a un aumento en la sintesis de polisacaridos en la pared celular. Los resultados
anteriores, concuerdan con los obtenidos en este estudio e indican que A. farnesiana es una
planta mas tolerante al estrés inducido por Pb que otras especies dicotiledéneas y
mocotiledoneas. Hewitt (1953) reportd clorosis y disminucion del crecimiento en plantas de
remolacha crecidas en concentraciones de 100-200 mg Pb/L. Baker (1972) encontré que una
concentracion de 0.005 mg Pb/L redujo significativamente el crecimiento de raices de
lechuga y zanahoria y que, en plantas de soya, el metal (300 mM) disminuy6 el crecimiento
(peso fresco) en un 35% (Huang et al., 1974).
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Con el fin de determinar la tolerancia de A. farnesiana a la presencia de diferentes
concentraciones de plomo, se estimé el indice de tolerancia (IT). En los organismos
vegetales la tolerancia a un MP puede definirse como el resultado de un proceso evolutivo
que confiere a distintas especies vegetales la capacidad de crecer y desarrollarse en
ambientes con concentraciones elevadas de MP (Baker et al, 1994). En la Figura 14 se
muestra el IT evaluado para A. farnesiana en diferentes concentraciones de Pb en funcién
del tiempo de cultivo. Se observa que esta especie no solo es tolerante a Pb sino que
ademas, en las plantas crecidas con concentraciones de 250 y 500 mg Pb/L, el desarrollo de
sus raices fue estimulado. Estos resultados pueden atribuirse a que el estrés ocasionado por
el Pb promueve la absorcion de elementos esenciales del medio de cultivo que permiten la
sintesis de biomoléculas y con esto un mayor crecimiento de la planta (Peralta Videa et al.,
2002). Para las plantas crecidas con 1000 mg Pb/L, el indice de tolerancia disminuyd a
valores alrededor de 8%, lo que corrobora la fuerte inhibicion del crecimiento que ocasiona el
Pb. Estos resultados demostraron que la respuesta de la planta estuvo en funcion de la
concentracion de Pb; es decir, en concentraciones menores a 500 mg Pb/L, el IT super6 el
100%, mientras que con 1000 mg Pb/L, el IT fue menor a 100%. Este tipo de respuesta se
conoce como hormesis que se define como un proceso en el cual la exposicion a bajas dosis
de un agente ambiental téxico, que es dafino en altas concentraciones, induce un efecto

adaptativo sobre las células u organismos (Mattson, 2008).
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Figura 14. indice de tolerancia (IT) en funcién del tiempo para plantas de A. farnesiana
crecidas con diferentes concentraciones iniciales de Pb. Las barras de error representan
la desviacién estandar (n = 3).

Estos resultados sugieren que A. farnesiana tolera hasta 500 mg Pb/L sin mostrar signos de
fitotoxicidad. Para conocer la concentracion de Pb con la cual la planta empieza a manifestar
signos de toxicidad, se determind la concentracién critica (CC) de Pb para la especie en
estudio (Figura 15). La CC se calculé a partir de una curva de longitud de las raices;
encontrando un valor de 765 mg Pb/L. La CC de un MP para una especie vegetal es aquella
que ocasiona una disminucion de 50% en la longitud de las raices, con respecto a la
longitud de raices en las plantas crecidas en ausencia del MP (Deng, 2004).

El Task Group (1973) y el Task Group on Metal Toxicity (1976) definen la CC a nivel celular
como la concentracion de un metal que produce en la célula cambios funcionales
indeseables, reversibles o irreversibles (OPS-OMS, 1980). En este trabajo se encontré que a
concentraciones de 1000 mg Pb/L esta especie muestra signos de fitotoxicidad, lo cual indica

que existen cambios en la fisiologia de la planta.

|
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Figura 15. Calculo de la concentracion critica (CC) de Pb para Acacia farnesiana a partir
de la elongacién de raices, a los 60 dias de crecimiento. Las barras de error representan
la desviacién estandar (n=3).

7.2 Acumulacion de plomo por A. farnesiana

El Pb se absorbe por las raices a través de pelos radiculares hasta alcanzar el sistema
vascular, esto permite que el metal sea translocado hacia las estructuras aéreas de la planta
como yemas y hojas (Jarvis y Leung, 2002). No obstante, el transporte del plomo de las
raices a la parte aérea es restringido, debido a la presencia de la banda de Caspary en la
endodermis (Seregin, 2004). De hecho, nuestros resultados mostraron que las raices de A.
farnesiana acumularon entre 15y 70 veces mas plomo que los tallos (Tabla 3), alcanzando
concentraciones mayores a 30 mg Pb/g de raiz (peso seco) para una concentracion inicial de
1000 mg Pb/L (Figura 16).

Tabla 3. Acumulacién de plomo en tallos (mg Pb/kg MS) de A. farnesiana en funcion de
la concentracion inicial de metal en el medio durante 60 dias de incubacion.

Tiempo (dias)
Plomo (mg/L)

15 30 45 60
0 ND ND ND ND
250 49.9+2.7 77.4+85 30.2 +20.1 28.2+13.1
500 40.7 6.8 96.1 £ 9.1 114.6+13.4 68.2+4.9
1000 3006+919 7734+714 802.6+81.4 3318.6%752
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En general, la cantidad de Pb acumulada en tejidos dependié de la concentracién inicial del

metal en el medio, encontrando mayor acumulacién a medida que el Pb inicial aumenté.

60000 _|_
50000 + /J_
40000 - T
I\:_/J_
30000
o 6000 —
=
2
E
£ 2000 + ~
0 { L L 9
0 20 40 60

Tiempo (dias)

—€—0mg Pb/L —#—250mgPb/L —&—500mgPb/L —l—1000mgPb/L

Figura 16. Efecto de la concentracion inicial de Pb sobre su acumulacion en raices de A.
farnesiana durante 60 dias de incubacion.
Por otra parte, de acuerdo con los resultados de acumulacién de Pb en tejidos, se determin6
la capacidad de la planta para translocar el metal de las raices a los tallos. Para lo anterior,
se estimo el factor de translocacién (FT) que es una relacion entre la concentracion de plomo
en los tallos y las raices (Deng et al. 2004). Los FT para las concentraciones de plomo

estudiadas se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Factor de translocacién en las diferentes concentraciones de Pb y tiempos de

muestreo?.
Pb inicial Tiempo (dias)
(mg/L) 15 30 45 60
0 ND ND ND ND
250 0.045+0.003b 0.063+0.013b 0.027 £0.013a 0.011 +0.005 a
500 0.014+0.003a 0.023+0.006a 0.037+0.016a 0.016+0.007 a
1000 0.010+0.003a 0.021+0.004a 0.014+0.013a 0.061+0.057 a

?Valores con la misma letra en columnas no son significativamente diferentes (a = 0.05).

|
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De acuerdo con Deng et al. (2004), valores del FT = 1 indican una translocacion eficiente del
metal a la parte aérea, por lo que la planta puede ser fitoacumuladora. Si el valor de FT es
menor a 1 la planta tiene potencial para fitoestabilizacion. Nuestros resultados mostraron que,
independientemente de la concentracion inicial de plomo en el medio, asi como del tiempo de
cultivo, los FT para A. farnesiana fueron mucho menores a uno, lo que sugiere que A.

farnesiana es una especie fitoestabilizadora de plomo.

También se determiné la capacidad relativa que la planta posee para absorber Pb del medio
de cultivo. Para lo anterior, se estim6 el factor de bioconcentracion (FBC), que es una
relacion entre la concentracion del Pb en la planta y el Pb en el medio donde ésta crece
(Figura 17).
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Figura 17. Factor de bioconcentracién (FBC) de Pb para A. farnesiana en funcién del
tiempo de cultivo y de la concentracion inicial del metal. Valores con la misma letra en
cada tiempo de muestreo no son significativamente diferentes (a = 0.05).

Audet y Charest (2007) mencionan que si el valor del FBC es mayor a 1, la acumulacién del
metal por la planta es eficiente, lo que es un indicador para considerar a la especie con
potencial para acumular MP. En la Figura 17 se observa que el FBC para A. farnesiana fue
mayor a 4, y alcanz6 valores superiores a 30 cuando la planta crecié en una concentracién
de 1000 mg Pb/L. Lo anterior indica que A. farnesiana es una especie con gran potencial
para acumular Pb en sus tejidos. Los mayores valores del FBC se alcanzaron a los 60 dias de
cultivo, lo que corrobora que el tiempo de cultivo favorece una mayor acumulacién del metal.
De acuerdo con Neumann et al. (1994), un valor alto en el FBC se puede explicar debido a
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mecanismos especificos en algunas plantas que ayudan a detoxificar la presencia de altas
concentraciones de MP acumulados en sus células. Entre los mecanismos que permiten una
elevada bioacumulacion de MP, se encuentran ligandos que pueden formar complejos con
los MP como son los aminoacidos, el acido citrico, el acido malico y las fitoquelatinas.

En general, los IT de Pb mayores a 100% indican que A. farnesiana es una especie que
posee tolerancia al Pb. Sin embargo, las concentraciones menores de 1000 mg Pb/Kg en los
tallos, y el hecho de que se encontraron las mayores concentraciones de Pb en las raices
nos demuestran que esta especie no es hiperacumuladora para Pb de acuerdo a lo
propuesto por Baker (1994). La acumulacién de altas concentraciones de Pb en las raices de
A. farnesiana, sin que se hayan presentado signos de fitotoxicidad y disminucion en la
biomasa, asi como, los altos indices de FBC y bajos indices de FT, sugieren que esta
especie es tolerante a Pb.

7.3 Disolucion de plomo por A. farnesiana

En un estudio abiotico bajo las mismas condiciones en las que se incubd A. farnesiana se
demostrd que, independientemente de la concentracion inicial de Pb en el medio de cultivo, se
encuentra disponible (soluble) una concentracién maxima de 226 + 9 mg Pb/L. De acuerdo con
Davies (1995) una planta puede acumular en sus tejidos solamente el plomo que se encuentra
disponible en el medio. Sin embargo, existen otros factores que afectan también la entrada
del Pb a la planta, entre ellos estan el pH del medio, la superficie de la raiz y los exudados
de las raices. En la Figura 18 se muestran los cambios en la concentracién de Pb soluble en
el medio por efecto del crecimiento de A. farnesiana en funcién del tiempo de cultivo.
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Figura 18 Concentracion de Pb soluble en el medio de cultivo en funcion del tiempo de
cultivo. Valores con la misma letra en cada tiempo de muestreo no son significativamente
diferentes (a = 0.05).

En la Figura 18 se observa una mayor fraccion de Pb soluble con el aumento en la
concentracion de Pb total, esto debido a que las raices al estar sometidas a estrés por Pb
secretan una serie de compuestos organicos que favorecen la solubilizacion del metal. Lo
anterior se observé particularmente para el medio con 1000 mg Pb/L, en donde la
concentracion de Pb soluble fue significativamente mayor (2 veces) que en el resto de los
medios a los 60 dias. Estos resultados sugieren que las raices de las plantas de A.
farnesiana crecidas en presencia de Pb liberan compuestos al medio, modificando la
solubilidad de iones esenciales y no esenciales, a través de la acidificacion, quelacion,
precipitacién y reacciones de oxido-reduccion (Uren y Reisenauer, 1988). De hecho, se
encontr6 que el pH del medio disminuyd significativamente (mas de una unidad), con
respecto a un control incubado en condiciones abiéticas (Figura 19), por efecto del
crecimiento de A. farnesiana. Puede verse que el cambio en el valor del pH del medio se
registré por efecto de la planta; sin embargo, en presencia de plomo esta disminucion fue
significativamente diferente a la observada en las plantas sin Pb desde los 15 dias de cultivo.
Este resultado podria atribuirse a la liberacion al medio de exudados radiculares, en donde
pueden encontrarse compuestos como acidos organicos (citrico, malico y oxalico, entre otros),

los cuales pueden ocasionar la disminucion en el pH (Uren y Reisenauer, 1988).
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Figura 19. Efecto del crecimiento de plantas de A. farnesiana sobre el pH del medio en
funcion del tiempo de cultivo. Valores con la misma letra en cada tiempo de muestreo no
son significativamente diferentes (a = 0.05).

Los &cidos organicos como el citrico, malico y oxalico juegan un papel importante en la
disolucién de MP y en la movilizacién de nutrientes minerales. Ademas, estos acidos tienen
la capacidad para detoxificar intracelularmente los MP mediante la formacion de complejos
metalicos. Bajo condiciones de estrés, este tipo de compuestos suele liberarse a través de la
raiz en grandes cantidades (Dinkelaker et al., 1989; Delhaize et al., 1993; Jones y Darrah, 1995).

7.4 Efecto del plomo en el estrés oxidativo

La lipoperoxidacién es un proceso complejo que implica la formacién y propagacion de
radicales lipidicos, asi como la destruccién de membranas, produciendo una variedad de
productos de ruptura, incluyendo alcoholes, aldehidos y éteres. Se sabe que el Pb induce la
generacion de ERO (Asada, 1994), las que pueden iniciar la lipoperoxidacién al eliminar un
atomo de hidrogeno de los &cidos grasos insaturados presentes en membranas celulares,
conduciendo asi a la formacion de radicales lipidicos. El nivel de lipoperoxidacion en A.
farnesiana por efecto del plomo, se cuantific a través de la concentracion de malondialdehido
(MDA), uno de los productos de la oxidacién de acidos grasos. En la Figura 20 se muestra el
efecto del Pb sobre la produccién de MDA en tallos y raices de A. farnesiana.
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Figura 20. Efecto de la concentracion de plomo sobre el nivel de lipoperoxidacion en
tallos (a) y raices (b) de A. farnesiana, cuantificado a través de la concentracion de
malondialdehido (MDA) durante 60 dias. Valores con la misma letra por tiempo no son
significativamente diferentes (a = 0.05).

En general, no se encontraron diferencias significativas en el nivel de lipoperoxidacion por
efecto de la concentracién de Pb en los tallos, pero si se registré6 un aumento (> 2 veces) en
la concentracion de MDA con el tiempo de cultivo (Figura 20a). Este incremento con el
tiempo de cultivo pudo deberse a los procesos metabdlicos que lleva la planta (fotosintesis),
para crecer, se sabe que los principales sitios de generacién de ERO en las partes verdes de
las plantas son los cloroplastos y los peroxisomas (Mgller et al., 2007). En el caso de las
raices (Figura 20b), no se observaron diferencias por efecto del tiempo ni de la
concentracion inicial de Pb hasta una concentracién de 500 mg/L, pero si se registro un
aumento significativo (~2 veces) en el nivel de lipoperoxidacién en las raices de plantas
crecidas con 1000 mg Pb/L con respecto al resto de las plantas. Estos resultados pueden
relacionarse con la alta concentracion de Pb encontrada en las raices de las plantas crecidas
en esta concentracién, lo que pudo provocar un mayor estrés oxidativo en dichas
estructuras, reflejdndose en un aumento en la concentracién de MDA. Para el caso de las
plantas crecidas en concentraciones de Pb < 500 mg/L, el hecho de que no haya existido un
incremento en la concentracién de MDA se pudo deber a que los sistemas antioxidantes de
la planta estuvieron actuando de manera eficiente para detoxificar a las ERO o a que la
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planta posea otros mecanismos (formacion de complejos) para evitar una produccién

elevada de ERO cuando es expuesta a estas concentraciones de Pb.

De forma similar a nuestros resultados, Liu et al. (2008), no encontraron diferencias en la
concentracion de MDA en cultivos de Bechmeria nivea expuestos a Cd (1 mg/L) durante 10
dias, con respecto a plantas crecidas sin el metal. Este grupo encontr6 que al aumentar la
concentracion de Cd (7 mg/L) la produccién de MDA se increment6 (1.8 y 1.6 veces en tallos
y raices, respectivamente). Mishra et al. (2006), también registraron un aumento significativo
(74%) en la concentracién de MDA (22 nmol/g PF) después de 7 dias de exposicién a Pb en
cultivos de Ceratophyllum demersum, con respecto a plantas crecidas sin Pb.

7.5 Efecto del plomo en la actividad GST y GR

7.5.1 Actividad glutatién-S-transferasa (GST)

Aunque la GST no es una enzima del ciclo ascorbato-glutation, su actividad es importante
debido a que cataliza la conjugacién del glutation (GSH) con una variedad de sustratos
hidrofobicos, electrofilicos y citotdxicos. Las GST utilizan GSH para reducir perdéxidos como
el peréxido de hidrogeno (H.O,), producido en respuesta al estrés abibtico por la presencia
de metales pesados, lo que les confiere la capacidad de remover compuestos
potencialmente cito- y genotéxicos (Edwards et al, 2000). Los resultados mostraron un
incremento significativo (2 — 4 veces) en la actividad GST a los 15 dias, en los tallos y raices
de plantas crecidas en diferentes concentraciones de Pb, en comparacion con las plantas
control (Figura 21).
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Figura 21. Actividad GST durante 60 dias en tallos (a) y raices (b) de A. farnesiana
crecida con diferentes concentraciones de Pb. Una unidad (U) de actividad GST se define
como la cantidad de enzima que cataliza la formaciéon de 1 ymol de producto por min a
25°C y pH 7.5. Valores con la misma letra en cada tiempo de muestreo no son
significativamente diferentes (a = 0.05).

En presencia de 1000 mg Pb/L, la actividad GST en las raices de A. farnesiana fue mayor
qgue la encontrada en los tallos, probablemente debido a que las raices son las primeras en
entrar en contacto con el contaminante. La actividad GST detectada a los 15 dias no se
mantuvo durante los 60 dias del ensayo ya que, después de 30 dias, la actividad disminuyd
y no se encontr6 un efecto por la concentracion de plomo con respecto a las plantas control,
la diminucién en la actividad GST pudo deberse a que la planta activd mecanismos para
evitar la formacion de ERO por la exposicién a Pb, evitando asi dafo a estructuras celulares.
Por otro lado, el incremento en la actividad GST a los 15 dias, puede atribuirse a que esta
enzima cataliza la conjugaciéon de iones de Pb con el GSH & directamente actia como
proteina de union para conjugar los iones de Pb. Un fuerte incremento en la actividad GST
bajo condiciones de estrés por Pb puede favorecer la detoxificacion de los iones de Pb,
permitiendo asi que A. farnesiana tolere altas concentraciones de este metal. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Reddy et al. (2005), quienes registraron un
aumento (3-4 veces) en la actividad de dicha enzima en plantas de Macrotyloma uniflorumy
Cicer arietinum expuestas a 200, 500 y 800 mg Pb/L durante 12 dias.
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7.5.2 Actividad glutatién reductasa (GR)

Las reservas celulares de moléculas antioxidantes como el glutation (GSH) se mantienen en
su estado reducido por un grupo de enzimas capaces de usar NADPH para regenerar el
glutation oxidado (GSSG). Una de las enzimas que cataliza esta reaccién es la glutation
reductasa (GR), que utiliza al NADPH como donador de electrones, y mantiene la relacién
GSH/GSSG intracelular en concentraciones adecuadas (>1) (Verma y Dubey, 2001, Mittler et
al., 2004). Esta enzima cataliza la reduccién del glutatién oxidado (GSSG) a su forma
reducida (GSH). EI GSH esté involucrado en la regulacidon del ciclo celular y se considera un
metabolito importante en la defensa contra el estrés oxidativo, ya que muchos radicales y
agentes oxidantes pueden oxidarlo a GSSG (Noctor y Foyer, 1998). En la Figura 22 se
muestra la actividad GR en tallos y raices de A. farnesiana en presencia de diferentes
concentraciones de Pb. Concentraciones iniciales de 250 y 500 mg Pb/L no provocaron
efectos en la actividad GR de tallos ni raices de A. farnesiana, con respecto a las plantas
control, durante 60 d. En general, se observd una mayor actividad GR (~1.5 veces) en las
plantas crecidas con 1000 mg Pb/L, con respecto al resto de las concentraciones y a las
plantas control, desde los 15 hasta los 45 dias de cultivo. Tanto en tallos como en raices, la
actividad GR registr6 una disminucion significativa a los 60 dias.

Los resultados obtenidos pueden atribuirse a una mayor produccion de ERO en las plantulas
crecidas con 1000 mg Pb/L, lo que provoca un incremento en la actividad de esta enzima,
contribuyendo asi a la eliminacién de ERO a través de la oxidacién de GSH a GSSG, para
evitar dafos en biomoléculas. Una vez que la planta alcanza el equilibrio redox, mediante la
adaptacion a las condiciones de estrés ocasionadas por las altas concentraciones de Pb, o
bien, por la activacién de otros mecanismos (sintesis de fitoqueltainas) que evitan que los
iones de Pb se encuentren libres y por lo tanto, se disminuye la produccién de ERO, las

plantulas vuelven disminuir la actividad de esta enzima.
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Figura 22. Actividad GR durante 60 dias, en tallos (a) y raices (b) de A. farnesiana
expuesta a diferentes concentraciones de Pb. Una unidad GR se define como la cantidad
de enzima que cataliza la reduccién de 1 pmol de DTNB a TNB por min a 25°C y pH 7.5.
Valores con la misma letra en cada tiempo de muestreo no son significativamente
diferentes (a = 0.05).

7.6 Efecto del plomo en la concentracion de moléculas antioxidantes

7.6.1 Glutation total

Como ya se ha mencionado, el glutation es una molécula fundamental para mantener el
equilibrio redox intracelular. Con el objeto de conocer si el Pb alteraba la produccion de GSH,
se cuantific la concentracion de GSH total (GSHy = GSH + GSSG) en tallos y raices de
plantas de A. farnesiana crecidas con Pb (Figura 23). En general, la concentracion de GSH+
fue mayor en tallos que en raices, observandose que en éstas Ultimas no hubo efecto por la
concentracion de Pb durante el tiempo de cultivo, con excepcidén de las raices de plantas
expuestas a 1000 mg Pb/L, en donde el GSH; aument6 con respecto al resto de las
condiciones probadas. En los tallos se observd que el GSHr aument6 significativamente (~2
veces) en las plantas crecidas con 250 y 500 mg Pb/L desde los 30 dias de cultivo,
manteniéndose sin cambios significativos hasta los 60 dias por efecto de la concentracion de
plomo. Estos resultados pueden indicar que el sistema antioxidante dependiente del glutatién
en A. farnesiana en concentraciones < 500 mg Pb/L resulta mas eficiente que con 1000 mg
Pb/L, lo que se deduce de una mayor produccién de GSHr, el cual es usado en diferentes
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reacciones, actuando como un donador de electrones en la regeneracion del DHA a AsA 'y
como precursor en la sintesis de fitoquelatinas, ya que se ha demostrado que los metales
pesados inducen la sintesis de fitoquelatinas (Gupta et al., 1999).
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Figura 23. Concentracion de GSH durante 60 dias en tallos (a) y raices (b) de A.
farnesiana expuesta a diferentes concentraciones de Pb. Valores con la misma letra en
cada tiempo de muestreo no son significativamente diferentes (a = 0.05).

Estos resultados coinciden con los descritos por Liu et al. (2007), quienes encontraron un
incremento de 125% en la concentracion de GSH total en plantas de Bechmeria nivea
expuestas a 3 mg Cd/L durante diez dias. Este grupo atribuye tal aumento a un incremento
en la sintesis de GSH como resultado de la activacion de la enzima y-glutamilcisteina

sintetasa y al incremento en la actividad GR, como respuesta a estrés por Cd.

7.6.2 Ascorbato

El AsA es un antioxidante primario clave, que reacciona con ERO tales como *OH, +O; y 'O,.
Es el mayor, y probablemente el inico amortiguador antioxidante en el apoplasto ademés de
ser un metabolito esencial implicado en las funciones celulares vitales (Gratao et al., 2005).
En la Figura 24 se presentan las concentraciones de AsA en tallos y raices de plantas de A.
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farnesiana; en general, la concentracién de AsA en los tallos fue mayor que la encontrada en
raices. Para las plantas crecidas con 500 mg Pb/L, la concentracién de AsA en los tallos fue
hasta 1.9 veces mayor que la registrada en las plantas crecidas en las otras condiciones.
Este resultado podria atribuirse a que hay una estimulacion den la sintesis de AsA y también
puede ser resultado de un incremento en la concentracién de GSH (Figura 23). Por otro lado,
se sabe que el incremento en la concentracién de AsA participa en la preservacion de la
actividad de la ascorbato peroxidasa (APX) (Chaparzadeh et al., 2004).
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Figura 24. Concentracion de AsA durante 60 d, en tallos (a) y raices (b) de A. farnesiana
expuesta a diferentes concentraciones de Pb. Valores con la misma letra en cada tiempo
de muestreo no son significativamente diferentes (a = 0.05).

En cuanto a las raices, no se observaron diferencias significativas por efecto del plomo en
ninguna concentracion utilizada con respecto a las plantas testigo, con excepcién de las
plantas crecidas con 1000 mg Pb/L, en donde se registr6 un ligero aumento en la
concentracion de AsA. Asimismo, nuestros resultados mostraron que la concentracion de AsA
en tallos fue significativamente mayor que en raices de A. farnesiana, 1o que corrobora el
hecho de que este acido se localiza principalmente en tejidos fotosintéticos (Noctor y Foyer,
1998). Por otra parte, el incremento en la produccion de AsA en las plantas sometidas a altas
concentraciones de Pb se podria explicar debido a que este metabolito antioxidante esta
reaccionando directamente con la eliminacién de ERO producidas bajo condiciones de estrés
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abidtico, el cual, en este caso, pudo generarse por la presencia de altas concentraciones de
plomo en el medio (Drazkiewicz et al., 2003).

La relacion entre el AsA y el DHA es importante debido a que es esencial para la eliminacién
de las ERO en la célula. En general se sabe que se debe mantener una relacion alta entre el
AsA y el DHA (Mittler, 2002). También se ha sugerido que una relacién oxidado:reducido de
las diferentes moléculas antioxidantes pueden servir como sefial de modulacion de los
mecanismos antioxidantes. (Mittler, 2002).Con el objeto de conocer el estado redox celular
se calculé la relacion DHA/AsA para A. farnesiana crecida con diferentes concentraciones de
plomo (Figura 25). En el caso de los tallos de plantas incubadas con 250 mg Pb/L, la relacién
DHA/AsA a los 30 dias disminuy6 significativamente (1.5 veces) con respecto al control,
mientras que para el resto de la cinética, el valor de la relacion se mantuvo similar al control.
Los valores de la relacion DHA/AsA obtenidos para los tallos, indican que las células de esta
especie son capaces de mantener el balance redox celular mediante el incremento en la
sintesis de AsA, pues este antioxidante puede participar de manera enzimatica y no
enzimatica en la eliminacion de H,O, (Sminorff, 1996).
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Figura 25. Relacién DHA/AsA durante 60 dias, en tallos (a) y raices (b) de A. farnesiana
expuesta a diferentes concentraciones de Pb. Valores con la misma letra en cada tiempo
de muestreo no son significativamente diferentes (a = 0.05).

En general, los valores de la relacion DHA/AsA fueron mayores en las raices que en los
tallos; este resultado puede deberse a que las raices son el primer contacto que la planta
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tiene con el medio de cultivo contaminado. En el caso de las plantas crecidas en 250 mg
Pb/L, la relacion DHA/AsA no mostrd ninguna diferencia significativa con respecto al control
durante todo el experimento. En cambio, las raices de las plantas crecidas con 500 y 1000
mg Pb/L, a los 60 dias mostraron una disminucion (2 y 7 veces, respectivamente) significativa
con respecto al control. Lo anterior sugiere que en las raices de A. farnesiana hubo un
incremento en la sintesis de AsA, favoreciendo asi un estado celular reductor, lo que le

confiere a A. farnesiana la capacidad para ser una especie tolerante a Pb.
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8. CONCLUSIONES

A. farnesiana es una especie que, en condiciones in vitro, puede crecer en concentraciones
de de hasta 500 mg Pb/L sin presentar efectos fitotéxicos visibles. Aunque las raices de las
plantas crecidas en presencia del metal (€500 mg Pb/L) fueron mas gruesas y oscuras que
las plantas crecidas en su ausencia, no se registraron cambios significativos en el peso y
longitud. Con base en lo anterior, se estim6 que la concentracién critica de plomo para esta
especie es de 765 mg Pb/L.

Las raices de A. farnesiana acumularon entre 15 y 70 veces mas plomo que los tallos,
encontrando concentraciones de 1000 - 50000 mg Pb/kg raiz (peso seco), dependiendo de la
concentracion inicial en el medio. Estos resultados indican que, bajo las condiciones
estudiadas, la planta tiene potencial para fitoestabilizar Pb en sus raices, ya que los factores
de translocacion encontrados fueron muy bajos (0.01 — 0.06).

Concentraciones de hasta 500 mg Pb/L no provocaron estrés oxidativo, cuantificado a través
de la lipoperoxidacion, en las raices ni tallos de A. farnesiana. Sin embargo, como se
observaron cambios morfolégicos bajo tales condiciones, es recomendable cuantificar el
estrés oxidativo utilizando otro indicador, como proteinas oxidadas.

El aumento en la actividad GST por efecto de todas las concentraciones de Pb evaluadas,
asi como en la actividad de GR en tallos y raices de plantas crecidas con 1000 mg Pb/L
durante los primeros dias de experimentacidn, sugieren que el glutation participa de manera
importante como antioxidante durante la detoxificacién de ERO generadas por efecto del Pb
en A. farnesiana, o bien, que dicho péptido puede ser utilizado para la sintesis de
fitoquelatinas. Con base en lo anterior, resulta interesante continuar estudiando el papel del
glutatiébn como parte del mecanismo de tolerancia y detoxificacion de Pb por esta especie.

El incremento en las concentraciones de AsA y GSH en A. farnesiana crecida bajo
condiciones de estrés por Pb indican su participacién directa en la eliminacion de ERO.
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9. RECOMENDACIONES

= Para saber si los exudados radiculares actuan en la solubilizacién y por lo tanto en la
acumulacién de Pb en la planta, es necesario realizar estudios en los que se cuantifique
la produccién de acidos organicos y polifenoles, pues se sabe que este tipo de
compuestos son algunos de los que participan en la solubilizaciéon de los metales
pesados en el suelo.

= Como otro parametro indicador de estrés oxidativo en A. farnesiana es necesario

determinar el efecto del Pb sobre la oxidacién de proteinas.

= Para conocer otros mecanismos de tolerancia y detoxificacién de Pb en A. farnesiana, es
recomendable determinar el efecto del Pb en la produccién de fitoquelatinas (FQ) y
metalotioneinas (MT).

= Es recomendable conocer los mecanismos moleculares involucrados en la tolerancia y
detoxificacién de Pb en A. farnesiana, por lo que es conveniente conocer los grupos de
proteinas que llevan a cabo estos procesos.
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