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En plantas de Solanum lycopersicum cultivadas hidropónicamente y sometidas a 

toxicidad por Sb (0,5 y 1,0 mM) se observa una reducción del crecimiento y de la 

producción de biomasa, una disminución del contenido hídrico de las hojas mientras que 

el de prolina aumenta. El Sb absorbido se acumula mayoritariamente en las raíces. La 

toxicidad por Sb altera la absorción de otros elementos minerales, así se observa un 

descenso en el contenido de Fe, Mg y Mn, mientras que el Cu y Zn aumentan. El 

contenido en clorofila a y b y la eficiencia fotosinténtica disminuyen, por el contrario, el 

contenido en carotenoides aumenta, indicando una posible actuación como antioxidantes 

y protectores frente al Sb. Los compuestos fenólicos no se alteran, no pareciendo estar 

implicados en la respuesta de defensa frente al estrés por Sb. Se produce un aumento en 

la producción de O2•-, H2O2, •NO y ONOO-, pero no de RSNOs. La toxicidad de Sb 

induce cambios en las actividades antioxidantes enzimáticas, así, SOD, POX, APX y GR 

muestran una clara activación en raíces, en hojas solo la SOD, APX GSNOR aumentan. 

La actividad DHAR es inhibida en raíces y no sufre cambios en las hojas, al igual que las 

actividades POX y GR. Respecto a los sistemas antioxidantes no enzimáticos, el AsA se 

incrementa mientras que GSH disminuye en raíces. El contenido total AsA+DHA 

aumenta en raíces; por el contrario, el contenido total de GSH+GSSG disminuye, en hojas 

no se encuentra alteración de ninguno. Además, se observa que el patrón de crecimiento 

de las células a nivel de la zona de elongación se modifica, con células más pequeñas y 

desorganizadas. Todos estos efectos parecen estar relacionados con la capacidad del Sb 

para formar complejos con los grupos tiol, entre ellos el GSH, alterando con ello tanto los 

niveles de auxinas en las raíces y el centro quiescente, como la homeostasis redox. A 

nivel molecular, los resultados muestran que las enzimas involucradas en el ciclo AsA-

GSH presentan cambios en su nivel de expresión bajo el estrés causado por Sb tanto en 

respuesta al nivel de toxicidad como al tiempo de exposición a la misma. La respuesta es 

fuertemente dependiente del órgano, así mientras con 0,5 mM Sb se produce un aumento 

en la expresión de SOD, APX y GRcyt, en hojas disminuyen, aumentando sólo la 

expresión de DHAR. En raíces sometidas a toxicidad por 1,0 mM Sb la respuesta es 

diferente, aumenta la expresión de SOD y DHAR, sin alteración en la expresión del resto 

de genes de enzimas antioxidantes; por el contrario, en hojas se produce un descenso en 

la expresión de SOD y GST. Estos resultados evidencian una respuesta dependiente del 

grado de toxicidad, tiempo de exposición y órgano. 
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El Sb induce en plantas de Dittrichia viscosa un descenso en el crecimiento y producción 

de biomasa, con una gran acumulación de este metaloide en sus raíces. El Sb altera la 

absorción de otros elementos minerales, así Fe y Cu disminuyen, mientras que Mn sólo 

lo hace en raíces, pero no en hojas. El contenido de clorofilas disminuye mientras que el 

de carotenoides aumenta, la eficiencia fotosintética se ve poco afectada, solo una leve 

disminución con 1,0 mM Sb. La producción de O2•− aumenta ligeramente, mientras que 

la peroxidación lipídica sólo lo hace en raíces, donde se acumula la mayor cantidad de 

Sb. H2O2, •NO, ONOO-, RSNOs y H2S aumentan de forma significativa alterando el 

sistema antioxidante enzimático. En las raíces, las actividades SOD y MDHAR 

disminuyen, mientras que DHAR, GST, GSNOR y L-DES aumentan y APX, POX y GR 

no se ven afectadas. En hojas, las actividades SOD, POX, GR, GSNOR y L-DES 

aumentan, MDHAR y GST disminuyen y APX no se altera. Los componentes del ciclo 

AsA-GSH disminuyen. La gran capacidad de las raíces de Dittrichia para acumular Sb 

podría ser la razón del diferente comportamiento observado en los sistemas enzimáticos 

antioxidantes de los dos órganos. El Sb parece actuar uniéndose a grupos tiol, lo que 

puede alterar el contenido de GSH libre y las actividades de SOD, GSNOR y GST. La 

actividad de CA-POX aumenta, posiblemente para lignificar las paredes celulares de las 

raíces, sirviendo como barrera física de retención del metaloide. Sb altera el equilibrio de 

ROS, especialmente con respecto al H2O2. Estas alteraciones producen un aumento de 
•NO y H2S, que junto al H2O2 actúan sobre el sistema antioxidante para limitar el 

desequilibrio redox inducido por Sb. La interacción •NO, H2S y H2O2 parece clave en la 

respuesta al estrés inducido por Sb. La interacción entre ROS, •NO y H2S parece estar 

involucrada en la respuesta a Sb. Dittrichia viscosa a pesar de acumular una mayor 

cantidad de Sb en sus raíces que Solanum lycopersicum, muestra menos alteraciones 

fisiológicas y parece presentar buenas características para su potencial uso como planta 

acumuladora de Sb. 
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Hydroponically-grown Solanum lycopersicum plants subjected to Sb toxicity (0.5 and 1.0 

mM), a reduction in growth and biomass production is observed, along with a decrease 

in leaf water content while proline content increases. The absorbed Sb mainly 

accumulates in the roots. Sb toxicity alters the absorption of other mineral elements, 

resulting in a decrease in Fe, Mg, and Mn content, while Cu and Zn increase. The 

chlorophyll a and b content and photosynthetic efficiency decrease; conversely, 

carotenoid content increases, indicating a possible role as antioxidants and protectors 

against Sb. Phenolic compounds remain unchanged, appearing not to be involved in the 

defense response against Sb stress. There is an increase in the production of O2•-, H2O2, 
•NO, and ONOO-, but not in RSNOs. Sb toxicity induces changes in enzymatic 

antioxidant activities. SOD, POX, APX, and GR activities show clear activation in roots, 

while in leaves only SOD, APX, and GSNOR increase. DHAR activity is inhibited in 

roots and remains unchanged in leaves, similar to POX and GR activities. Regarding non-

enzymatic antioxidant systems, AsA increases while GSH decreases in roots. The total 

AsA+DHA content increases in roots; conversely, the total GSH+GSSG content 

decreases, with no alteration in leaves. Additionally, cell growth patterns in the elongation 

zone are modified, with smaller and disorganized cells. All these effects seem to be 

related to Sb's ability to form complexes with thiol groups, including GSH, thereby 

altering both auxin levels in roots and the quiescent center as well as redox homeostasis. 

At the molecular level, the results show that enzymes involved in the AsA-GSH cycle 

exhibit changes in their expression levels under Sb-induced stress, depending on the 

toxicity level and exposure time. The response is strongly organ-dependent, as 0.5 mM 

Sb increases the expression of SOD, APX, and GRcyt in roots, while in leaves, their 

expression decreases with an increase only in DHAR expression. In roots exposed to 1.0 

mM Sb, the response differs, with increased expression of SOD and DHAR and no 

alteration in the expression of other antioxidant enzyme genes; conversely, in leaves, 

there is a decrease in the expression of SOD and GST. These results indicate a response 

dependent on the degree of toxicity, exposure time, and organ. 

 

Sb induces a decrease in growth and biomass production in Dittrichia viscosa plants, with 

significant accumulation of this metalloid in their roots. Sb alters the absorption of other 

mineral elements, with Fe and Cu decreasing, while Mn decreases only in roots but not 

in leaves. Chlorophyll content decreases while carotenoid content increases, and 

photosynthetic efficiency is slightly affected, showing only a slight decrease with 1.0 mM 
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Sb. O2•- production increases slightly, while lipid peroxidation occurs only in roots, 

where most Sb accumulates. H2O2, •NO, ONOO-, RSNOs, and H2S significantly increase, 

altering the enzymatic antioxidant system. In roots, SOD and MDHAR activities 

decrease, while DHAR, GST, GSNOR, and L-DES increase, and APX, POX, and GR 

remain unaffected. In leaves, SOD, POX, GR, GSNOR, and L-DES activities increase, 

MDHAR and GST decrease, and APX remains unchanged. Components of the AsA-GSH 

cycle decrease. The high capacity of Dittrichia roots to accumulate Sb could explain the 

different behavior observed in the enzymatic antioxidant systems of the two organs. Sb 

seems to act by binding to thiol groups, which may alter free GSH content and the 

activities of SOD, GSNOR, and GST. CA-POX activity increases, possibly to lignify root 

cell walls, serving as a physical barrier for metalloid retention. Sb alters ROS balance, 

especially regarding H2O2. These alterations lead to an increase in •NO and H2S, which, 

along with H2O2, act on the antioxidant system to limit Sb-induced redox imbalance. The 

interaction between •NO, H2S, and H2O2 appears to be key in the response to Sb-induced 

stress. Despite accumulating a greater amount of Sb in its roots than Solanum 

lycopersicum, Dittrichia viscosa shows fewer physiological alterations and seems to have 

good potential as an Sb accumulator plant. 
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1.1. Antimonio, aspectos generales 

 

1.1.1. Características químicas y origen del Sb 

 

El antimonio (Sb) forma parte de un grupo de elementos denominados metaloides o 

semimetales que muestra un comportamiento geoquímico y características similares al 

Arsénico (As), al pertenecer al mismo subgrupo de la tabla periódica (Feng et al., 2009). 

El Sb pertenece al grupo 15 de la tabla periódica, con configuración electrónica de estado 

fundamental [Kr]4d10 5s2 5p3. Posee dos isótopos estables; el Sb121 (57,21% de 

abundancia) y el Sb123 (42,7% de abundancia). El Sb puede presentar varios estados de 

oxidación (+5, +3, 0, -3, y -5), pero generalmente se encuentra en estado +3 y +5. (Herath 

et al., 2017) con un número atómico de 51, un peso atómico de 122 y una densidad de 

6697 kg/m3 a 26 ºC (Anderson, 2012). 

 

El Sb tiene una abundancia promedio estimada de 0,2 mg kg-1 en la corteza terrestre 

(Smith & Huyck, 1999) y concentraciones < 0,3 a 8,4 mg kg-1 en los suelos 

(Crommentuijn et al., 2000). En plantas vasculares terrestres, los niveles de Sb oscilan 

entre 0,2 y 50 μg kg-1 (Baroni et al., 2000). El Sb se encuentra en el medio ambiente de 

forma natural, y antropogénica (Figura 1):  

 

 
 
Figura 1:  Fuentes de entrada de Sb en el suelo. El Sb entra en el suelo a través de fuentes geogénicas y 

actividades antropogénicas y, como resultado, provoca toxicidad por Sb en las plantas y, posteriormente, 

en los seres humanos al ingerir alimentos contaminados con Sb (Tang et al., 2023). 
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• Natural: Forma parte de rocas y minerales, como es el caso de la estibina (Sb2S3) 

y la jamesonita (Pb4FeSb6S14) (Anderson, 2012). También puede encontrarse 

como una impureza en otros minerales derivados de metales preciosos, de los 

cuales se libera a través de una lixiviación de sulfuro alcalino (Celep et al., 2011).  

 

El Sb también está presente en otros compartimentos del medio ambiente, debido 

a la meteorización de las rocas y minerales que lo contienen (He et al., 2019). 

Estos procesos son naturales y provocan que el Sb pase a formar parte de otras 

rocas, agua, y suelos en niveles de 0,15 a 2 mg/kg, < 1 mg/mL y 0,3 a 8,6 mg/kg, 

respectivamente (Pierart et al., 2015). Estas concentraciones se consideran bajas 

y no constituyen un problema grave de salud pública, ni para el entorno natural.  

 

La meteorización de la roca madre es la principal fuente natural de Sb en el suelo. 

No obstante, existen otras fuentes naturales de Sb, como son las erupciones 

volcánicas, los aerosoles marinos y los incendios forestales (Figura 1) (Sundar & 

Chakravarty, 2010). 

 

• Antropogénico: Existen diversas actividades humanas que provocan directa o 

indirectamente el incremento de la contaminación por Sb en el medio ambiente 

(Figura 1). El Sb es un elemento muy demandado por diversos sectores, lo que 

provoca que sea necesaria su extracción en minas, y su posterior tratamiento. Cada 

vez hay más pruebas de que las actividades humanas influyen mucho en la 

geoquímica ambiental del Sb (Shotyk et al., 2005). Su presencia y efectos 

contaminantes han ido aumentando considerablemente debido al crecimiento de 

la minería y de los procesos industriales que lo utilizan (García-Lorenzo et al., 

2015; Li et al., 2017; Okkenhaug et al., 2011; Wen et al., 2018). 

 

En 2020, la producción mundial de Sb se situó en 153000 t y el 14% de esta 

producción fue utilizada por el Servicio Geológico de Estados Unidos (2021). 

Cada día se libera al medio ambiente una gran cantidad de Sb debido a su uso 

sustancial en diversos productos (Hu et al., 2021) que está suponiendo una grave 

amenaza para el medio ambiente (He et al., 2019). 
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Las principales fuentes de contaminación antropogénica por Sb son las 

explotaciones mineras de este metaloide con residuos mal gestionados 

(Intrakamhaeng et al., 2020). Estos residuos se acaban dispersando por el entorno, 

contaminándolo con éste y otros elementos. Un residuo bastante común en este 

tipo de yacimientos es la estibina, la cual, debido a sus características lixivia 

fácilmente Sb (Wilson et al., 2004) habiéndose encontrado que la disolución de 

este mineral produce hasta 55 mg L-1 de Sb (Ashley et al., 2003). La concentración 

de Sb en suelos afectados por actividades mineras presenta valores medios que 

oscilan en el rango 225-2243 mg kg-1, habiéndose llegado a encontrar 

concentraciones de Sb superiores a 15100 mg kg-1 (Baroni et al., 2000; Murciego 

et al., 2007).  

 

La industria más importante en cuanto a la generación de residuos que contienen 

Sb es la metalurgia, concretamente la fundición. En esta industria se generan gran 

cantidad de residuos contaminantes, que acaban afectando a su entorno 

(Ainsworth et al., 1990b; Baroni et al., 2000; Filella et al., 2002; Ragaini et al., 

1977; Wilson et al., 2010). El Sb suele estar presente junto con el As en minerales 

de sulfuro. La extracción y fundición de estos minerales puede causar 

contaminación conjunta de As y Sb (Filella et al., 2002). Otra industria que emplea 

Sb es la industria electrónica, para la fabricación de baterías de plomo-ácido 

(Berndt & Nijhawan, 1976), para la fabricación de circuitos impresos y diodos, 

presentes en automóviles, ordenadores, móviles, etc. (Sundar & Chakravarty, 

2010). La industria farmacéutica para la producción de fármacos, y la industria 

química para la producción de pesticidas, abrasivos, lacas y pigmentos (Ahmad et 

al., 2014; Okkenhaug et al., 2016; Rajapaksha et al., 2015; Wang et al., 2011). La 

industria cerámica y del vidrio utiliza Sb para producir esmaltes cerámicos y 

decolorantes de vidrio. La industria plástica, para la producción de plásticos, como 

el tereftalato de polietileno (PET), así como materiales ignífugos (Chu et al., 2021; 

Dupont et al., 2016). La eliminación de fibras de residuos de PET liberó 1108 t de 

Sb en vertederos, mientras que los procesos químicos, de incineración y 

mecánicos liberaron 25, 284 y 794 t de Sb, respectivamente, en el medio ambiente 

(Chu et al., 2021). La industria textil, también hace uso del Sb para la fabricación 

de tejidos, suponiendo un peligro durante el proceso industrial para la salud de los 

trabajadores (Anderson, 2012; Shotyk et al., 2005; Sundar & Chakravarty, 2010). 
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Además, existe una preocupación emergente en la industria nuclear en todo el 

mundo debido a la presencia de isótopos radiactivos de Sb (Velmurugan et al., 

2011). El Sb tiene tres isótopos radiactivos, dos nucleidos activados (122Sb y 124Sb) 

y un producto de fisión (125Sb). La industria balística emplea aleaciones Pb-Sb en 

la fabricación de munición. La degradación de estas balas en los campos de tiro 

provoca la contaminación del suelo con Sb (Shtangeeva et al., 2011). Se ha 

documentado que se acumulan 12 t de Sb al año en el campo de tiro militar de 

Noruega (Mariussen et al., 2017). Por otra parte, el uso de aleaciones de Sb en 

diversos componentes de vehículos ha provocado un aumento significativo de las 

emisiones de Sb en el medio ambiente, medible de forma más evidente en zonas 

de mucho tráfico (Arditsoglou & Samara, 2005; Weckwerth, 2001). Los suelos 

próximos a las carreteras suelen presentar contaminación por Sb proveniente de 

las pastillas de freno, el utilizado en el vulcanizado de neumáticos y el procedente 

de los combustibles (Belzile et al., 2011; Filella et al., 2012, 2013a, 2013b). La 

quema de combustibles fósiles y la incineración de residuos son importantes 

fuentes antropogénicas de Sb (Pacyna & Pacyna, 2001; Qi et al., 2008). La 

incineración de residuos sólidos urbanos (RSU), de plásticos, o de los residuos 

industriales generados en la producción de otros metales, como el plomo y el 

cobre (Dupont et al., 2016).   

 

Debido a las similitudes geológicas e industriales entre diferentes países, cabe esperar que 

la presencia de Sb esté más extendida de lo que se cree, ya que no se ha descrito hasta 

ahora. Por lo tanto, la determinación de la exposición real de la población global requiere 

de mayor atención  (Okkenhaug et al., 2012; Telford et al., 2009). 
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1.1.2. Efectos adversos del Sb en el medio ambiente 

 

La existencia de niveles elevados de Sb en suelos, sedimentos, aguas 

superficiales/subterráneas y sistemas biológicos ha recibido una considerable atención en 

todo el mundo debido a sus consecuencias adversas en la cadena alimentaria, el agua 

potable y el agua de riego, así como en la productividad de los cultivos agrícolas (Ahmad 

et al., 2014). Varios estudios publicados hacen referencia a las altas concentraciones de 

Sb en suelos y vegetación, así como en mamíferos herbívoros e insectívoros en sitios 

alrededor de las fundiciones de Sb  (Ainsworth et al., 1990a, 1990b; De Gregori et al., 

2003; Wilson et al., 2004). 

 

La precipitación de Sb también induce su movilización en aguas subterráneas y 

superficiales, lo que disminuye la calidad del agua potable. Los cultivos acumulan una 

enorme cantidad de Sb que, puede entrar en la cadena alimentaria provocando diversos 

problemas de salud en los seres humanos (Mbadugha et al., 2020). 

 

Se considera que el nivel de Sb disminuye conforme aumenta la distancia a la que se 

encuentran las zonas mineras y de procesamiento (Macgregor et al., 2015). La 

contaminación de las aguas subterráneas con Sb es el resultado de diversas actividades, 

como la meteorización de los materiales básicos, la lixiviación, la deposición húmeda, la 

minería, la aplicación de plaguicidas y los efluentes industriales (Etim, 2017). 

 

En las aguas subterráneas, el Sb existe como Sb(III) y como Sb(V), las cuales pueden 

sufrir procesos de oxidación y reducción. La forma soluble del Sb se transfiere al agua, 

mientras que su forma menos soluble es absorbida por los fragmentos de arcilla (Etim, 

2017). Además, el Sb también se lixivia de los vertederos y de los lodos de depuradora, 

transportándose después a las aguas subterráneas y superficiales y causando graves 

problemas de salud en los seres humanos (Campos et al., 2019; Intrakamhaeng et al., 

2020). Otra posibilidad es que el Sb se lixivie en los sedimentos por acción microbiana, 

lo que también es una de las principales razones de la contaminación por Sb 

(Intrakamhaeng et al., 2020). 

 

El Sb y los compuestos que derivan de él están catalogados como contaminantes 

prioritarios por la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (USEPA) y la 
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Unión Europea (UE) (UE, 1998; USEPA, 1979). Sin embargo, existe una diferencia 

significativa entre los valores de referencia establecidos de Sb para agua, sedimentos y 

suelos a nivel mundial (Nishad & Bhaskarapillai, 2021). Estas directrices se han 

elaborado teniendo en cuenta diferentes factores; socioculturales, biológicos, políticos, 

científicos y geográficos (Bagherifam et al., 2019). La concentración máxima de Sb en el 

agua potable establecida por la USEPA y la Organización Mundial de la Salud (OMS) es 

de 6 y 20 ppb, respectivamente (He et al., 2012; Nishad et al., 2017). Sin embargo, China 

había establecido límites más estrictos: 5 ppb (He et al., 2012). A pesar de ello, ha sido 

en los últimos años cuando realmente ha surgido una importante preocupación por las 

concentraciones de Sb, debido a que han experimentado un importante ascenso en el 

medio ambiente. Este aumento en la contaminación se debe principalmente a actividades 

antropogénicas y al uso extensivo de compuestos de Sb (Brun et al., 2008; Shotyk et al., 

2005). 

 

 

Efectos en animales 

 

El Sb provoca graves problemas en todos los animales, aunque la mayoría de estudios se 

centran en los problemas ocasionados en humanos. El Sb favorece la genotoxicidad y la 

citotoxicidad, además de estar involucrado en la aparición de diversos tipos de cáncer 

(Bolan et al., 2022). La exposición al Sb por vía oral, dérmica o por inhalación causa 

graves efectos en los seres humanos (Bagherifam et al., 2019). El Sb altera la actividad 

enzimática y causa alteraciones a nivel cardiovascular, hepático, renal y respiratorio 

(Wang et al., 2018). La inhalación de Sb puede provocar cáncer de pulmón, anomalías en 

el desarrollo, enfermedades genotóxicas, neurológicas y reproductivas (Figura 2) (Atsdr, 

2019). Por otro lado, la contaminación por Sb suele ir acompañada de toxicidad por As, 

que provoca graves problemas de salud en los seres humanos (Nishad & Bhaskarapillai, 

2021). La toxicidad del Sb en los seres humanos depende en gran medida de la dosis, 

duración, vía de entrada, sexo, edad, rasgos genéticos y exposiciones ocupacionales 

(Cooper & Harrison, 2009). 
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Figura 2: Efectos de la toxicidad por Sb en humanos. 

 

Un grupo especialmente vulnerable es el constituido por los trabajadores de minas e 

industrias de Sb, que durante su jornada laboral están expuestos a este metaloide, lo cual 

conlleva un grave peligro para su salud (Belzile et al., 2011; Filella et al., 2012, 2013a, 

2013b). En China se han datado 114 minas de Sb, localizadas en las zonas de Guangxi, 

Guizhou, Yunnan y Hunan, todas ellas gravemente afectadas por la contaminación por 

Sb en agua, suelo, y plantas (He et al., 2012).  Se sospecha que la contaminación por Sb 

está causando problemas de salud en estas regiones, siendo la cirrosis hepática la principal 

causa de muerte en zonas de exposición prolongada, como es el sur de Guizhou (Cen et 

al., 2007). También se han realizado estudios en Hunan, donde se sitúa la mina de 

Xikuangshan, la mina de Sb más grande del mundo. En esta zona, se realizaron estudios 

midiendo los niveles de Sb en aire y agua, la hipótesis que se plantea es que los niveles 

elevados de Sb son la causa de la dermatitis y la neumoconiosis que, con frecuencia se 

da, en la población cercana (He & Yang, 1999). 

 

El consumo de alimentos contaminados con Sb es una de las principales razones de la 

entrada de Sb en el cuerpo humano (Pascaud et al., 2014). Para comprobar si el Sb estaba 

afectando directamente a la población se analizaron cabellos de los habitantes de las 

poblaciones expuestas al Sb, encontrándose concentraciones de 16 mg kg-1, lo cual podría 

deberse, en parte, al consumo de alimentos que habían acumulado Sb (Wu et al., 2011). 
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Hay diferentes cultivos que tienen la capacidad para acumular Sb, lo que supone una 

amenaza potencial para los seres humanos al consumirlos (Pierart et al., 2015). 

 

La ingesta diaria de Sb que los humanos pueden tolerar es de 360 µg, siendo 554 µg la 

cantidad que ingerían los residentes de estas zonas contaminadas. El arroz es la principal 

fuente de exposición a Sb, que representa el 33% de la ingesta total de Sb, seguida de 

verduras (hojas), agua potable y carne/aves de corral, que representan el 26%, 19% y el 

19%, respectivamente. Para reducir el riesgo para la salud de Sb, se debe controlar la 

acumulación de Sb en los cultivos. Por lo tanto, comprender los comportamientos de Sb 

en suelos, agua y plantas es crucial (Wu et al., 2011). 

 

 

Efectos en plantas 

 

El Sb no es un elemento esencial para las plantas, pero pueden absorberlo y transportarlo 

(Baroni et al., 2000). La capacidad de las plantas para absorber este metaloide depende 

de la forma en que se encuentre en el suelo y de su biodisponibilidad, así como de la 

especie vegetal (Natasha et al., 2019; Shtangeeva et al., 2013; Zhu et al., 2020b). Si la 

absorción de Sb es elevada, los problemas de toxicidad se traducen en reducción del 

crecimiento, absorción deficiente de otros elementos minerales, ralentización de la 

fotosíntesis, desarrollo de estrés oxidativo, etc. (Figura 3) (Chai et al., 2016; Espinosa-

Vellarino et al., 2020; Feng et al., 2020; Shtangeeva et al., 2014; Zhong et al., 2020). 

 

Los valores normales de Sb en plantas varían entre 0,0001-0,2 mg kg-1 (Alloway, 1995). 

En general, la exposición a concentraciones elevadas de Sb, por encima de 5-10 mg kg-1, 

resulta tóxica para las plantas comunes, (Kabata-Pendias & Pendias, 2010), aunque estas 

cifras pueden fluctuar, ya que, para algunas plantas, estas concentraciones podrían ser 

tolerables. Se han identificado plantas que pueden acumular cantidades extremadamente 

altas de Sb en sus tejidos (> 1000 mg kg-1) sin mostrar signos de toxicidad (Baroni et al., 

2000; Murciego et al., 2007; Okkenhaug et al., 2011). Generalmente, estas plantas son 

originarias de áreas mineras, por lo que están adaptadas a vivir en ambientes muy 

contaminados. La concentración de Sb en sus tejidos suele ser dependiente de la 

concentración de Sb soluble en el suelo (Tschan et al., 2009a, 2009b). 
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Figura 3: Efectos de la toxicidad por Sb en plantas. 

 

El principal problema que causa la toxicidad por Sb en plantas es la reducción de biomasa 

(Ortega et al., 2017). La acumulación de Sb puede provocar el aumento de especies 

reactivas del oxígeno (ROS), que causa estrés oxidativo, y un aumento de la peroxidación 

lipídica (Feng et al., 2009, 2011; Pan et al., 2011). El exceso de ROS está controlado por 

los sistemas de defensa enzimáticos y no enzimáticos.  

 

Los sistemas antioxidantes enzimáticos se componen de las enzimas superóxido 

dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), monodehidroascorbato reductasa 

(MDHAR), dehidroascorbado reductasa (DHAR), y glutatión reductasa (GR). Los 

sistemas antioxidantes no enzimáticos están formados por compuestos de bajo peso 

molecular, como el ascorbato (AsA), glutatión (GSH), compuestos fenólicos, 

carotenoides, y tocoferoles (Feng et al., 2013b). 

 

En relación con el proceso de fotosíntesis mencionado, la exposición al exceso de Sb 

puede afectar a la fotosíntesis, puesto que inhibe la síntesis de clorofila y disminuye la 

eficiencia fotosintética, como describen Pan et al. (2011) y Zhang et al. (2010) en 

Synechocystis sp. Además, la exposición al Sb puede alterar la absorción y distribución 

de elementos esenciales en las plantas, como indican Shtangeeva et al. (2011) donde el 

Sb provoca una reducción significativa en las concentraciones de calcio (Ca), potasio (K), 

sodio (Na) y cobre (Cu) en trigo. Del mismo modo, en arroz, el Sb disminuye las 

concentraciones de Ca, magnesio (Mg), K, hierro (Fe), manganeso (Mn), Cu y zinc (Zn). 
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Los niveles altos de Sb también disminuyen el contenido de sustancias, como la proteína 

soluble en la cáscara de arroz (Weiyou402) y el azúcar y el almidón solubles en la mostaza 

dulce (Feng et al., 2013c). 

 

 

1.1.3. Absorción de Sb en plantas 

 

Aunque el Sb no es un elemento esencial para las plantas, numerosos estudios han 

demostrado que las plantas que se encuentran en entornos contaminados por Sb pueden 

absorber una gran cantidad de este elemento (Ainsworth et al., 1991; Qi et al., 2011; 

Telford et al., 2009). Se comprobó cómo en las plantas de Raphanus sativus (rábano) que 

crecían cerca de una fundición de Sb contenían concentraciones de Sb de hasta 121,4 mg 

kg-1 de Sb en sus hojas (He, 2007). Baroni et al. (2000) encontraron que las plantas que 

crecían alrededor de fundiciones de Sb en Idaho contenían concentraciones de Sb de hasta 

900 mg kg-1. Los altos niveles de Sb en suelos (u otros medios de crecimiento) no 

necesariamente dan como resultado una acumulación significativa de Sb en los tejidos 

vegetales. La concentración de Sb en plantas depende de varios factores: 

 

• Biodisponibilidad de Sb en los suelos. El Sb se considera poco activo e inmóvil 

en los suelos (Flynn et al., 2003). La movilidad y la biodisponibilidad de Sb en 

los suelos se han estimado midiendo las fracciones de Sb que pueden extraerse 

con agua (Flynn et al., 2003; Murciego et al., 2007) o soluciones de electrolitos 

como Na2HPO4 (Nakamaru et al., 2006) o NH4NO3 (Hammel et al., 2000; 

Nakamaru et al., 2006). 

 

La concentración de metales o metaloides en las plantas se correlaciona 

positivamente con su solubilidad (Hammel et al., 2000; Song et al., 2004), y a su 

vez la solubilidad de estos elementos en los suelos se emplea para estimar 

biodisponibiliad (Singh et al., 2010). Para comprobar esto, Hammel et al. (2000), 

realizaron un experimento en el cual eligieron un suelo rico en Sb de manera 

natural. En este suelo, a pesar de tener unas elevadas concentraciones de Sb, sólo 

una pequeña fracción era soluble. Al realizar los análisis a las plantas localizadas 

en ese suelo, pudieron comprobar que apenas habían acumulado Sb en sus tejidos. 

Sin embargo, cuando se trataba de suelos contaminados artificialmente con 
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concentraciones relativamente altas de Sb soluble, las plantas acumulaban gran 

cantidad de Sb en sus hojas, hasta 400 mg kg-1.  

 

Teniendo en cuenta la capacidad de extracción se distinguen tres categorías de 

biodisponibilidad de Sb en suelos: fácilmente biodisponible (fracción soluble en 

agua capaz de intercambiar cationes), moderadamente biodisponible (fracción 

carbonatada, fracción de (oxihidr)óxidos de Fe/Mn y Sb ligado a 

sulfuros/orgánicos) y no biodisponible (fracción residual); concluyéndose que 

2,1-11,8% del Sb total en las muestras de suelo de campo era fácil y 

moderadamente biodisponible (He, 2007). Se encontró que la solubilidad de Sb 

en los suelos de cinco zonas mineras y de fundiciones cerradas en Reino Unido 

era muy baja, y las proporciones de Sb soluble en agua fueron en su mayoría 

inferiores al 1% (Flynn et al., 2003). 

 

• Especie de Sb. Las especies orgánicas de Sb son menos tóxicas que las 

inorgánicas, y dentro de estas últimas el Sb(III) es más tóxico que el Sb(V) 

(Wilson et al., 2010). En un estudio llevado a cabo por Shtangeeva et al. (2012) 

observaron que el centeno (Secale cereale L.) expuesto a SbCl5 acumulaba más 

Sb en los tejidos y semillas que el expuesto a SbCl3. Sin embargo, se observó el 

resultado opuesto en el trigo (Triticum aestivum L.) bajo las mismas condiciones, 

lo que sugiere que el efecto de la absorción de la especie de Sb varía en función 

de la especie vegetal.  Wan et al. (2013) también encontraron que Lolium perenne 

L. mostró una alta afinidad por Sb(III), mientras que Holcus lanatus L. tenía una 

alta afinidad por Sb(V).  

 

El agua del suelo puede influir en la fracción móvil de diferentes especies de Sb, 

lo que afecta la absorción de este metaloide en las plantas. Wan et al. (2013) 

realizaron una experiencia en la cual comprobaron que en suelos encharcados 

disminuye el potencial de oxidación-reducción, y en consecuencia provocaba una 

mayor reducción de Sb(V) a Sb(III), lo que provoca una mayor acumulación de 

Sb en los brotes de plantas de L. perenne. 

 

• Variaciones en las concentraciones de iones. En suelos contaminados con Sb se 

observó que la adición de fosfato (PO43-) movilizaba eficazmente el Sb (Spuller 
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et al., 2007). El fosfato provoca que el Sb se adhiera a las partículas del suelo, 

provocando que, al entrar en contacto con el agua, se solubilice, y pueda ser 

absorbido por las plantas (Xi et al., 2011). Cuando el Sb(V) se presenta unido a 

calcio (Ca), suele aparecer en forma de Ca[Sb(OH)6]2 que es bastante insoluble. 

Esto indica que el Ca afecta negativamente a la solubilidad del Sb, permaneciendo 

en el suelo, pero no estando disponible para la absorción por las plantas 

(Okkenhaug et al., 2011). Sin embargo, Evangelou et al. (2012) encontraron que 

las plantas que crecían en suelos calcáreos acumularon 1,5–2,6 veces más Sb que 

las que crecen en suelos débilmente ácidos. En ese estudio se propuso que el valor 

de pH (8,5) en los suelos calcáreos era el factor principal quien promueve la 

liberación de Sb de las partículas del suelo, lo que provoca un aumento en su 

movilidad en comparación con los suelos débilmente ácidos.  

 

Existen pocos datos sobre los mecanismos de absorción del Sb en plantas, siendo la mayor 

parte debidos a la comparación que se hace con el comportamiento de otros metaloides 

con los que guarda gran relación y similitud. El metaloide que más se asemeja al Sb es el 

As, perteneciendo al mismo grupo de la tabla periódica, junto al fósforo (P). Existen 

numerosos estudios sobre los mecanismos de absorción del As en plantas, y debido a las 

similitudes químicas que presenta con el Sb, se propone que el As y el Sb utilizan los 

mismos sistemas de absorción (Vidya et al., 2022).   

 

Se han descrito diferentes sistemas para la absorción de Sb en las células vegetal, todos 

basados en sus similitudes con el As, aunque existen resultados contradictorios en algunos 

casos. Se ha propuesto que su absorción puede realizarse a través de transportadores 

iónicos, de hexosas y de aquagliceroporinas y aquaporinas (Tschan et al., 2008). 

 

La entrada de Sb(V) del suelo a la raíz puede realizarse bien a través del simplasto 

mediante transportadores de baja selectividad, en los que los aniones Sb sustituyen a 

aniones como cloruro (Cl-) y nitrato (NO3-), o bien a través del apoplasto hasta la 

endodermis (Figura 4). Algunas experiencias indican que las plantas no utilizan la vía del 

P(V), que sí parece utilizar el As(V), para absorber Sb(V). Así, Tschan et al., (2008) 

observan que la adición de P(V) al medio en el que crecen Zea mays L. y Helianthus 

annuus L. no disminuye la absorción de Sb(V).  
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Figura 4: Mecanismos de absorción de Sb por las plantas. El Sb puede ser absorbido y transportado a través 

de los tejidos radiculares por vía apoplástica o simplástica. El Sb(III) se absorbe a través de las membranas 

celulares mediante aquaporinas (principalmente NIPs), mientras que el transporte de Sb(V) a través de las 

membranas aún no está claro (Vidya et al., 2022). 

 

Otra posible entrada del As y el Sb en las células es través de los transportadores de 

hexosas. Además, el As(V) se comporta como un análogo químico del fosfato inorgánico 

(Pi), siendo absorbido mediante los transportadores de fosfato (Ali et al., 2009; Wysocki 

& Tamás, 2010). Se comprobó cómo en ausencia de fosfato, la absorción de As aumenta, 

lo que parece indicar que comparten el mismo transportador (Lei et al., 2012). Sin 

embargo, el Sb(V) existe como anión [Sb(OH)6]
- y no compite con la absorción de fosfato 

(Brochu et al., 2003; Tschan et al., 2008). 

 

Las variaciones estructurales podrían ser las responsables de este diferente 

comportamiento. Así, mientras el Sb(V) tiene una estructura octaédrica, el P(V) y el 

As(V) tienen una estructura tetraédrica (Ngo et al., 2016; Pauling, 1933). No obstante, se 

ha descrito que el As(V) potencia la acumulacion de Sb en tejidos vegetales, sobre todo 

en las raíces de helechos hiperacumuladores de As como Pteris cretica L. y Pteris vittata 

L. (Feng et al., 2011; Müller et al., 2013). Según Müller et al. (2013), el As(V) altera la 

integridad y la permeabilidad de la membrana celular, lo que provoca un aumento de la 

absorción de Sb. No se ha determinado aún la vía de entrada de Sb(V) a las células. 
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A diferencia del Sb(V), el Sb(III) es una molécula neutra que se asemeja al As(III) en 

estructura y tamaño. Tanto el As(III) como el Sb(III) tienen propiedades de transporte 

similares y pueden entrar y salir de la célula por una vía pasiva o activa. Se ha observado 

competencia entre Sb(III) y As(III) en arroz (Oryza sativa L.) (Meharg & Jardine, 2003), 

lo que indica un mecanismo de absorción similar. En solución acuosa y a pH fisiológico, 

tanto el As(III) como el Sb(III) existen en las formas trihidroxiladas sin carga, As(OH)3 

y Sb(OH)3, muy similares estructuralmente al glicerol (Porquet & Filella, 2007; Ramírez-

Solís et al., 2004). Su absorción puede realizarse mediante las aquagliceroporinas, una 

familia ubicua de proteínas de membrana permeables al agua y al glicerol (Bhattacharjee 

et al., 2008; Bienert et al., 2008).  

 

Las aquaporinas vegetales responsables de la absorción de metaloides se clasifican en 

cuatro subfamilias correspondientes a distintas localizaciones subcelulares (Jian et al., 

2006; Ma & Yamaji, 2006; Maurel, 2007; Takano et al., 2006):  

 

1. SIP: pequeñas proteínas intrínsecas, localizadas en el retículo endoplásmico 

2. PIP: proteínas intrínsecas de membrana plasmática 

3. TIP: proteínas intrínsecas del tonoplasto 

4. NIP: proteínas intrínsecas de membrana similares a la Nodulina26, localizadas en 

el plasmalema y en membranas intracelulares. Parece que este tipo de aquaporina 

serían las responsables de la absorción de As(OH)3 y Sb(OH)3.  

 

Bienert et al. (2008) han demostrado que en O. sativa la OsNIP2;1 y en Arabidopsis 

thaliana L. (Heynh.) la AtNIP5;1 son permeables para los metaloides As(III) y Sb(III), 

ambos se localizan en la membrana plasmática de las células de la endodermis de A. 

thaliana (Takano et al., 2006), y en la endodermis y exodermis de O. sativa (Ma & 

Yamaji, 2006). Suponiendo estas capas celulares la frontera para el transporte 

apoplásmico. El primer transportador de Sb(III) identificado es la proteína facilitadora de 

la captación de glicerol (GlpF), perteneciente a la subfamilia de aquagliceroporinas 

(Bienert et al., 2008). Kamiya & Fujiwara (2009) descubrieron que NIP1;1 es el 

determinante de la tolerancia al Sb(III), y que el transporte de Sb(III) está mediado por él 

en A. thaliana. Estos trabajos demostraron que la mayoría de los transportadores de Sb 

en plantas pertenecen a NIPs y se expresan en las raíces (Azad et al., 2018). 
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1.1.4. Hiperacumulación de Sb en plantas 

 

Algunas plantas tienen la capacidad de crecer en entornos contaminados con metales o 

metaloides, y acumularlos en sus tejidos aéreos y/o raíces, siendo predominante su 

acumulación en la parte aérea. Estas plantas se conocen como plantas hiperacumuladoras. 

(Baker, 1981; Reeves & Baker, 2000). La principal diferencia entre las plantas comunes 

y las plantas hiperacumuladoras radica en la mayor capacidad enzimática para hacer 

frente al estrés oxidativo (Cao et al., 2004; Srivastava et al., 2005). Las enzimas 

antioxidantes tienen como objetivo eliminar el exceso de ROS manteniendo su 

concentración en niveles adecuados (Assche Van & Clijsters, 1990; Baker & Orlandi, 

1995; Foyer & Noctor, 2000). Entre estas enzimas se encuentra la SOD (Foyer & Noctor, 

2000; Thompson et al., 1987), peroxidasas (POX) y catalasas (CAT) (Foyer & Noctor, 

2000; Pereira et al., 2002). Aunque se han detectado altas concentraciones de Sb en los 

tejidos de varias plantas, los mecanismos de absorción, asimilación, toxicidad y 

desintoxicación de Sb en plantas aún son mucho menos claros que los de animales y 

humanos (Gebel, 1997). 

 

Los criterios, según Chaney et al., (1997) y Reeves & Baker (2000) para considerar a una 

planta como hiperacumuladora de Sb son: 

 

1. Debe ser capaz de absorber Sb. 

2. La concentración de Sb a la que debe estar expuesta debe ser > 1000 mg kg-1. 

3. No debe manifestar síntomas de toxicidad 

 

Se han identificado una serie de plantas que reúnen esas características; Achillea 

ageratum L. (1367 mg kg-1 en las hojas basales), Plantago lanceolata L. (1150 mg kg-1 

en las raíces) y Silene vulgaris (Moench) (1164 mg kg-1 en los brotes) (Baroni et al., 2000) 

P. cretica (6405 mg kg-1 en raíces), Pteris Fauriei (Hieron) (5112 mg kg-1 en raíces), 

Pteris ensiformis (Burm) (2635 mg kg-1en raíces), Humata tyermanii (Moore) (2360 mg 

kg-1 en raíces) (Feng et al., 2013a), Trifolium pratense L. (2151 mg Kg- 1 Sb en sus brotes) 

(Tschan et al., 2009a). Los helechos, como P. cretica tienen una alta tolerancia al Sb(III), 

relacionada con los sistemas de eliminación de ROS (Feng et al., 2009). Además, tiene la 

capacidad de acumular simultáneamente As y Sb debido a la compartimentalización del 

Sb en el citosol y su inmovilización en la pared celular (Feng et al., 2011). 
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1.2. Implicación de las especies reactivas del oxígeno, nitrógeno y azufre en la defensa 

frente al estrés en plantas 

 

El concepto estrés en plantas se relaciona con cualquier factor externo a la planta que sea 

capaz de inducir en ella alteraciones a nivel fisiológico, bioquímico y/o molecular, 

modificando su ciclo de vida normal (Chaki, 2007). 

 

La sensibilidad o tolerancia ante el estrés viene determinada por factores como la especie, 

el genotipo y el propio estado fisiológico de la planta. Los factores que provocan estrés 

pueden tener origen biótico o abiótico. Dentro de los factores bióticos encontramos la 

alelopatía (producción de compuestos bioquímicos que influyen en el crecimiento, 

supervivencia o reproducción de otros organismos), los virus, las bacterias y los hongos, 

los animales y los factores antropogénicos (producción industrial, empleo de pesticidas y 

herbicidas, compactación de los suelos por la agricultura, fuego o radiación iónica debido 

a los cables eléctricos). Entre los factores abióticos causante de estrés están la sequía, el 

encharcamiento, altas y bajas temperaturas, la salinidad, la luz extrema, el ozono, los 

metales pesados, metaloides, el pH del suelo y, efectos mecánicos (por ejemplo, la acción 

del viento). Todos estos estreses causan en las plantas alteraciones muy diversas que 

afectan tanto su crecimiento como a su productividad (Chaki, 2007). 

 

En las plantas, como consecuencia de los procesos fisiológicos normales y las 

condiciones de estrés, se producen diferentes especies reactivas en los distintos 

compartimentos celulares. Entre ellas se encuentran las especies reactivas de oxígeno 

(ROS), nitrógeno (RNS) y azufre (RSS) (Apel & Hirt, 2004; Corpas & Barroso, 2013; 

Gill & Tuteja, 2010; Hasanuzzaman et al., 2019).  

 

La presencia de metales pesados y/o metaloides en el medio de crecimiento a 

concentraciones tóxicas, supone un estrés para la planta. Este estrés promueve un gran 

aumento en la producción de ROS, RNS, y RSS, que conduce a una alteración del 

equilibrio redox celular (Chai et al., 2016; Corpas & Barroso, 2014b; Ortega et al., 2017; 

Santisree et al., 2019). Para hacer frente al daño causado por la alteración de este 

equilibrio redox y para eliminar el exceso de ROS, las plantas han desarrollado un sistema 

antioxidante con componentes enzimáticos y no enzimáticos (Ahsan et al., 2009; Gill & 

Tuteja, 2010; Mittler, 2002; Verma & Dubey, 2003; Zhang et al., 2007). 
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Las ROS y las RNS se producen en el apoplasto, el citoplasma, los cloroplastos, las 

mitocondrias y los peroxisomas (Apel & Hirt, 2004; Groß et al., 2013; Waszczak et al., 

2018). Las RSS se sintetizan en el citoplasma, en los cloroplastos y en las mitocondrias 

(Singh et al., 2020). 

 

 

1.2.1. Especies reactivas del oxígeno (ROS) 

 

1.2.1.1. Generalidades, tipos, y biosíntesis 

 

Las ROS son compuestos altamente reactivos que se producen como consecuencia de 

procesos metabólicos y como respuesta a diferentes estreses (Apel & Hirt, 2004; 

Halliwell & Gutteridge, 2015). 

 

El aumento de ROS constituye un marcador del estrés oxidativo que puede tener efectos 

perjudiciales en la célula, aunque las plantas tienen también el potencial de utilizar ROS 

para regular la detección y la señalización en estas condiciones de estrés (Demidchik, 

2015). 

 

Las células vegetales, al igual que en todos los organismos aerobios, necesitan O2 para la 

producción de energía (Apel & Hirt, 2004). En estos procesos la reducción del O2 a H2O 

es la fuente energía necesaria para el desarrollo y crecimiento de las plantas. La reducción 

completa del O2 hasta una molécula de H2O se realiza en cuatro etapas que requieren del 

aporte de 4 electrones, y esta reducción puede ocurrir en pasos univalentes, dando lugar 

a la aparición de ROS (Figura 5) (Hippeli et al., 1999). 

 

 

 
 

Figura 5: Interconversión de las ROS. A partir de Hippeli et al., 1999 y Halliwell & Gutteridge, 2015. 
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La producción de ROS como subproductos de procesos metabólicos como la respiración 

y la fotosíntesis es consecuencia de los procesos aeróbicos que ocurren en diferentes 

compartimentos celulares (Figura 6) (Waszczak et al., 2018). Cuando ocurre un aumento 

de estas ROS pueden provocar daños a nivel del DNA, proteínas, carbohidratos, lípidos 

y en último caso, pueden producir la muerte celular (Foyer & Noctor, 2005). Por ello, los 

mecanismos enzimáticos y no enzimáticos actúan de forma coordinada para mantener la 

homeostasis redox y evitar el estrés oxidativo. Las ROS se forman en diferentes 

compartimentos subcelulares como apoplasto, cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas. 

(Del Río, 2015; Mittler et al., 2004; Scandalios, 2005), tanto en condiciones normales 

como de exposición a estreses. 

 

En los cloroplastos, las ROS se generan en la fotorreducción de oxígeno (O2) hasta H2O 

mediante el transporte de electrones del fotosistema I, cuyo producto principal es el O2•- 

(anión superóxido), y en reacciones fotodinámicas que ocurren bajo condiciones que 

limitan la transferencia de electrones a través de los fotosistemas, como la alta intensidad 

luminosa y condiciones de baja concentración de dióxido de carbono (CO2) (Apel & Hirt, 

2004; Mittler et al., 2004). El O2•- también puede producirse mediante el escape de 

electrones al O2 desde las cadenas de transporte electrónico en los fotosistemas I y II 

(Sgherri et al., 1996). Finalmente, la disipación de energía durante la fotosíntesis produce 

la formación de un estado triplete de clorofila que puede generar singlete de oxígeno (1O2) 

mediante transferencia de energía al oxígeno en estado fundamental, y su producción 

aumenta durante el estrés lumínico excesivo (Apel & Hirt, 2004; Asada, 2006; Halliwell 

& Gutteridge, 2015). 

 

En mitocondrias, en la cadena de transporte electrónico se genera O2•- que puede dismutar 

a peróxido de hidrógeno (H2O2) por la SOD. En este orgánulo se producen ROS bajo 

condiciones nortmales de respiración, pero aumentan en condiciones de estrés 

(Czarnocka & Karpiński, 2018). Los peroxisomas producen ROS principalmente en el 

proceso de fotorrespiración y la oxidación de ácidos grasos, donde se produce H2O2. Las 

ROS producidas en estos orgánulos son esenciales para distintos procesos fisiológicos, 

pero también tienen un importante papel frente a diferentes estreses bióticos y abióticos 

(Czarnocka & Karpiński, 2018). Las ROS también se generan en el apoplasto, 

fundamentalmente por una familia de proteínas, las NADPH oxidasas del plasmalema, 
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que producen O2•-, utilizando NADPH como donador de electrones. El O2•- puede 

producir posteriormente H2O2 mediante dismutación enzimática por la SOD o no 

enzimática. Además, un miembro de esta familia, la NOX4 es una excepción, 

produciendo H2O2 directamente. En menor medida, también se producen ROS en el 

apoplasto, mediante la peroxidasa apoplástica, que además de eliminar H2O2, pueden 

generar ROS, o por xantina deshidrogenasa u oxalato oxidasa. Estas ROS producidas en 

el apoplasto median la respuesta a estreses (Novaković et al., 2018). 

 

 

 
 

Figura 6. Principales lugares de producción de ROS en las células vegetales y medios por los que se 

controlan sus niveles (Bose et al., 2014). 
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Las ROS son moléculas señalizadoras implicadas en varios procesos fisiológicos como 

son: el ciclo celular, la percepción y respuesta al estrés tanto biótico como abiótico, la 

regulación génica, la inducción de la muerte celular programada, así como la respuesta 

hipersensible y la senescencia (Apel & Hirt, 2004; Gill & Tuteja, 2010; Miller et al., 2008; 

Waszczak et al., 2018). En todos estos casos, para desempeñar esta faceta de transducción 

de señales en las plantas, es necesario que los niveles de ROS se puedan regular o 

mantener en niveles determinados. Por ejemplo, la señalización que se desencadena por 

interacción con microorganismos con los que las plantas establecen una relación de 

simbiosis, tales como la nodulación (bacterias, por ejemplo, Rhizobium sp.) y la 

micorrización (hongos, como Rhizophagus sp.). Las ROS son las encargadas de modular 

la respuesta, que inicialmente es un choque oxidativo muy rápido y brusco, pero que 

después, tras el reconocimiento se atenúa mediante los sistemas antioxidantes, 

permitiendo el establecimiento de la simbiosis (Espinosa et al., 2014). 

 

Las principales ROS son:  

  

• Singlete de oxígeno (1O2): Es el O2 en estado electrónico activado (Figura 5). Se 

origina en altas cantidades en el cloroplasto, por transferencia de energía de 

excitación desde un pigmento fotoactivado provocando la inversión del espín de 

uno de los electrones desapareados. Presenta una vida muy corta pudiendo 

inactivar tanto a proteínas de los fotosistemas como a las clorofilas. Puede actuar 

como iniciador de la peroxidación de lípidos causando daños en las membranas 

tilacoidales, provocar daños en el DNA, o estimular la formación de otras ROS y 

radicales hidroperoxilo e hipoclorito. (Foyer & Harbinson, 2019). 

 

• Anión superóxido (O2•-): Es el primer producto de reducción del O2 (Figura 5). 

Se produce mediante la enzima NADPH oxidasa de la membrana plasmática 

(RBOH-NOX) o por la acción de la xantina oxidasa en el peroxisoma y de la 

cadena de transporte de electrones dependiente de NADPH en la membrana del 

peroxisoma. Además, también es producido de forma continua en los tilacoides 

de los cloroplastos (Del Rio et al., 1992, 1996; López-Huertas et al., 1996). La 

familia de genes RBOH ha sido caracterizada en A. thaliana, donde se describen 

10 miembros (Figura 7) (Baxter et al., 2014; Chapman et al., 2019). 
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Figura 7: Estructura de la RBOH implicada en la formación de O2•- (Baxter et al., 2014). 

 

• Peróxido de hidrógeno (H2O2): Es el segundo producto de reducción del O2, 

obtenido a partir del O2•- (Figura 5). Es muy importante como molécula 

señalizadora, tanto en plantas como en animales, ya que es la ROS más estable, y 

puede difundir libremente por los compartimentos acuosos y las membranas 

inactivando algunas enzimas mediante la oxidación de sus grupos tiol. La 

producción de H2O2 se induce tras la exposición de plantas a varios estreses 

bióticos y abióticos (temperaturas extremas, radiación ultravioleta, ozono, 

deshidratación, heridas, patógenos, entre otros) (Guan et al., 2000; Mackerness et 

al., 2001; Orozco-Cardenas & Ryan, 1999; Pei et al., 2000; Prasad et al., 1994) y 

su síntesis tiene lugar durante la β-oxidación de ácidos grasos y en la reacción de 

la glicolato oxidasa en peroxisoma durante la fotorrespiración (Foyer & Noctor, 

2000). Enzimas como las oxalato oxidasas, las POX de la pared celular y la 

NADPH oxidasa del plasmalema pueden producir H2O2. POX y NADPH oxidasa 

son especialmente importantes en la respuesta a estrés (Berna & Bernier, 1999; 

Bolwell, 1999; Sagi & Fluhr, 2001). El H2O2 está implicado en la expresión de 

genes relacionados con las respuestas de defensa de la planta y reacciones 

hipersensibles (Desikan et al., 2000; Kovtun et al., 1999). También está 

involucrado en la biosíntesis de fitoalexina (Degousee et al., 1994), en el proceso 

de lignificación y en la transcripción de proteínas de defensa. Su acumulación es 

dañina para la planta, ya que conlleva daño oxidativo (Levine et al., 1994).  
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• Radical hidroxilo (HO·): Es el tercer producto de oxidación del O2 (Figura 5). Se 

forma en el cloroplasto por la adición de un electrón al H2O2, siendo la especie de 

oxígeno más reactiva y tóxica que se produce. El HO· reacciona con la mayoría 

de los compuestos presentes en los sistemas biológicos provocando daño 

oxidativo en proteínas y en ácidos nucleicos, además de la rotura de las cadenas 

de estos (Foyer & Noctor, 2005). 

 

 

1.2.1.2. Sistema antioxidante 

 

El término antioxidante hace referencia a compuestos químicos o sistemas enzimáticos 

que interactúan con radicales libres y son capaces de neutralizarlos o eliminarlos, lo que 

les impide causar daño en las células. Los sistemas antioxidantes pueden inducir cambios 

en el metabolismo y actuar regulando la expresión de determinadas proteínas, actuando 

tanto a nivel transcripcional como postranscripcional. A nivel subcelular esta maquinaria 

está presente en todos los orgánulos celulares en los que se forman ROS (Figura 8) 

(Chaudière & Ferrari-Iliou, 1999). 

 

 
 

Figura 8: Principales sistemas antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos en vegetales. APX, ascorbato 

peroxidasa; MDHAR: monodehidroascorbato reductasa; DHAR, dehidroascorbato reductasa; GR, 

glutatión reductasa; SOD: superóxido dismutasa; POX: peroxidasas; CAT, catalasa; GST: glutatión S-

transferasa; AsA: ascorbato; GSH: glutatión reducido. 
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Sistema antioxidante enzimático 

 

Formando parte del sistema antioxidante enzimático presente en las células vegetales se 

encuentran las siguientes enzimas SOD, CAT, POX, APX, MDHAR, DHAR, y GR 

(Figuras 8, 9, y 10) (Apel & Hirt, 2004; Bowler et al., 1992; Gill & Tuteja, 2010; 

Waszczak et al., 2018; Willekens et al., 1997) 

 

• Superóxido Dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)  

 

Fue descubierta en 1969 por McCord y Fridovich, y constituye una de las 

principales defensas antioxidantes enzimáticas en células procariotas y eucariotas, 

siendo las primeras en la defensa contra los efectos tóxicos del O2•- (Fridovich, 

1986; Halliwell & Gutteridge, 2015). Son metaloproteínas catalizadoras de la 

dismutación del O2•- para formar O2 y H2O2 en todos los organismos aerobios y 

algunos anaerobios (Hassan, 1989). La reacción que cataliza la SOD es: 

 

 
 

Se conocen tres familias en función del cofactor metálico que presenta la enzima 

en su sitio activo:  

 

o Cu/Zn-SOD: se encuentra generalmente en los cloroplastos  (Ogawa et al., 

1995) en el citosol (Bowler et al., 1994), peroxisomas, apoplasto, y núcleo 

(Corpas et al., 2006; Ogawa et al., 1996). Este tipo es predominante en plantas 

superiores. 

o Fe-SOD: se encuentran en cloroplastos (Bowler et al., 1994) y peroxisomas 

(Droillard & Paulin, 1990). 

o Mn-SOD: se encuentran en mitocondrias (Bowler et al., 1994) y peroxisomas 

(Corpas et al., 2006; Del Río et al., 2003; Sandalio et al., 1987). Este tipo de 

SOD fueron las únicas que mostraron ser esenciales para la vida aerobia 

(Carlioz & Touati, 1986). 
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En situaciones de estrés generado por diversos factores abióticos, el O2•- aumenta 

su concentración. La SOD, primera línea de defensa frente a los efectos tóxicos 

de la elevada producción de ROS, elimina este radical evitando la formación de 

otras especies de oxígeno más reactivas como el 1O2 o el HO•, cuyos mecanismos 

detoxificadores para eliminarlos aún no han sido totalmente esclarecidos. 

 

 

• Peroxidasa (POX; EC 1.11.1.7) 

 

En plantas, las peroxidasas vegetales son glicoproteínas que participan en el 

mecanismo de elongación celular, formación y diferenciación de la pared celular 

y en la defensa contra patógenos. En angiospermas constituyen grandes familias 

multigénicas (Passardi et al., 2004). Pueden clasificarse en 3 clases: clase I, son 

las intracelulares; clase II, liberadas por los hongos durante la interacción planta-

hongo; y la clase III, que son las secretadas a la pared celular, el apoplasto o la 

vacuola (Valério et al., 2004). Estas últimas son miembros de una gran familia 

multigénica con 138 miembros en O. sativa y 73 en A. thaliana (Passardi et al., 

2004; Valério et al., 2004). Están involucradas en muchos procesos debido a su 

versatilidad catalítica y al gran número de isoformas (pueden formar y degradar 

ROS). Están estructuralmente relacionadas con proteínas que contienen grupo 

hemo. La función clave de las peroxidasas vegetales es la oxidación de sustratos 

de naturaleza fenólica con el consumo de H2O2 produciendo radicales (R•) que 

podrían intervenir en procesos de polimerización. Catalizan la reacción: 
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• Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) 

 

Son hemoproteínas con estructura tetramérica, que previenen la difusión de H2O2 

a otros compartimentos celulares, constituyendo un mecanismo de defensa frente 

a distintos tipos de estrés (Scandalios, 2005; Willekens et al., 1997), siendo 

consideradas indispensables para la detoxificación de las ROS generadas en 

distintas situaciones de estrés abiótico, como estrés por metales pesados, 

salinidad, sequía o radiaciones ultravioletas. Se han identificado diferentes 

isoformas de esta enzima en plantas (Corpas et al., 1999; Eising et al., 1990; Havir 

et al., 1996). La actividad CAT se encuentra, sobre todo, en los peroxisomas, 

constituyendo un buen marcador de estos orgánulos (Corpas et al., 2006). 

También se ha descrito esta actividad, aunque en menor medida en el citosol y en 

las mitocondrias. Las CAT utilizan el H2O2 generado por la acción de la SOD en 

la dismutación del O2•-. Una de las moléculas de H2O2 se reduce a H2O, y la otra 

se oxida, formando O2 (Chance et al., 1979). 

 

 

 
 

 

La reacción de la CAT se ve favorecida cuando hay gran concentración de H2O2 

(Chance et al., 1979) . Además, son capaces de realizar reacciones peroxidásicas 

a pH básico actuando sobre algunos alcoholes, aldehídos y ácidos orgánicos como 

sustrato, en presencia de H2O2 (Halliwell & Gutteridge, 2015).  
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Figura 9: Esquema general de la producción y eliminación de ROS en plantas. Los O2•-

 se forman durante 

procesos en los que se producen altos flujos de electrones, como las cadenas de transporte de electrones 

mitocondriales y cloroplásticas, y como resultado de múltiples enzimas reacciones, y también en el 

apoplasto en respuesta a la llegada de factores externos inductores de estrés, “elicitores”. La producción de 

H2O2 ocurre por la dismutación enzimática y/o espontánea de los O2•-. Abreviaturas: AOX, oxidasa 

alternativa; APX, ascorbato peroxidasa; AsA, ascorbato; CAT, catalasa; DHA, dehidroascorbato; DHAR, 

dehidroascorbato reductasa; Fd, ferredoxina; FNR, ferredoxina NADP reductasa; GR, glutatión reductasa; 

MDHA, monodehidroascorbato; MDHAR, mono-dehidroascorbatoreductasa; PSI/II, fotosistema I/II; 

RBOH, homólogo de la NADPH oxidasa respiratoria; ROS, especies reactivas de oxígeno; SOD, 

superóxido dismutasa; XO, xantina oxidasa (Modificado de Waszczak et al., 2018). 
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• Enzimas del ciclo Ascorbato-Glutatión 

 

En las células vegetales, el H2O2 es eliminado mediante un mecanismo 

antioxidante, llamado ciclo del ascorbato-glutatión o ciclo de Foyer-Halliwell-

Asada (Figura 10), que implica sucesivas oxidaciones y reducciones del glutatión, 

ácido ascórbico y NADPH. En este ciclo intervienen APX, MDHAR, DHAR, y 

GR (Gill & Tuteja, 2010). 

 

 
Figura 10: Sistema de defensa antioxidante: Ciclo del Ascorbato-Glutatión o Ciclo de Foyer-

Halliwell-Asada (Señalado con recuadro). 

 

- Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)  

 

Es una proteína monomérica de tamaño molecular entre 30-40 KDa (Ishikawa 

et al., 1996; Tanaka et al., 1991). Se encuentra en diferentes compartimentos, 

como en los cloroplastos, tanto en el estroma (sAPX), como en los tilacoides 

(tAPX), en el citosol (cAPX), en mitocondrias (mitAPX), y en peroxisomas 

(pAPX) (Foyer et al., 1997; López-Huertas et al., 1999; Shigeoka et al., 

2002). Esta enzima tiene un cometido importante en la eliminación del H2O2 

de las plantas, llevando a cabo la primera reacción del ciclo AsA-GSH. 

Cataliza la transformación de H2O2 en H2O mediante la oxidación del AsA a 

MDHA, según la reacción:  
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La expresión de la APX se incrementa cuando es sometida a condiciones de 

altas concentraciones de H2O2, como son las inducidas por los diferentes tipos 

de estreses bióticos y abióticos, lo cual parece indicar que la producción de 

H2O2 regula en cierta forma la expresión de esta enzima (Dat et al., 2000; De 

Gara et al., 1997). 

 

Se ha descrito un papel regulador para el AsA en la actividad de la APX 

durante la diferenciación celular, y bajo condiciones experimentales de déficit 

o enriquecimiento de AsA (De Gara et al., 1997). Además, el control de la 

expresión de los genes que codifican las APX es sensible a diversos 

estímulos, como al estrés provocado por el déficit hídrico, la salinidad, las 

altas temperaturas, la congelación, el ataque por patógenos, el tratamiento con 

H2O2, y ácido abcísico (ABA) (Mittler et al., 1998; Teixeira et al., 2006; 

Yoshimura et al., 2000). También la expresión de las distintas isoformas 

puede variar de un tejido a otro (Teixeira et al., 2006).  

 

 

- Monodehidroascorbato reductasa (MDHAR; EC 1.6.5.4) 

 

La MDHAR reduce el MDHA a AsA utilizando NAD(P)H como donador de 

electrones (Asada, 2006). Contiene FAD (Flavín adenín dinucleótido) y es la 

única enzima cuyo sustrato es un radical orgánico. Además, tiene la capacidad 

de reducir los radicales fenoxilo (Sakihama et al., 2000). La reacción que 

cataliza es la siguiente: 

 

 
 

Se encuentra en los cloroplastos (Hossain & Asada, 1984b; Sano et al., 2005), 

en el citosol, en las mitocondrias (Jimenez et al., 1997; Mittova et al., 2003), 

en los glioxisomas (Bowditch & Donaldson, 1990), y en los peroxisomas 
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(Jimenez et al., 1997; Leterrier et al., 2005; López-Huertas et al., 1999; 

Mittova et al., 2003). Se ha comprobado que, en los cloroplastos la MDHAR 

puede tener dos funciones fisiológicas: la regeneración del AsA a partir del 

MDHA, y mediar en la fotorreducción del O2 a O2•- cuando el sustrato MDHA 

está ausente (Miyake et al., 1998). En los peroxisomas, está localizada en la 

matriz y en la membrana, y sufre cambios de expresión frente a determinados 

estreses medioambientales, lo cual indica su implicación en los procesos de 

defensa (Leterrier et al., 2005). 

 

 

- Dehidroascorbato reductasa (DHAR; EC 1.8.5.1) 

 

Es una proteína monomérica de unos 23 kDa (Hossain & Asada, 1984a). Es 

poco estable, lo cual ha dificultado su caracterización (Trümper & Follmann, 

1994), lo que, unido a su escasa afinidad de sustrato, hace pensar que no tiene 

un papel fundamental en el mantenimiento del AsA en su forma reducida. 

Cataliza la reducción divalente del DHA a AsA usando GSH como fuente de 

poder reductor (Hossain & Asada, 1984b; Villalba et al., 1996), según la 

siguiente reacción: 

 

 
 

 

- Glutatión reductasa (GR; EC 1.6.4.2)  

 

Es una flavoproteína dimérica con FAD en el centro activo de cada subunidad 

(Halliwell & Gutteridge, 2015). Se encuentra en el citosol y en los 

cloroplastos, y juega un papel importante en la protección de la planta frente 

a distintas situaciones de estrés.  
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Interviene en la regeneración de la forma reducida del glutatión, catalizando 

la conversión de GSSG a GSH, empleando NAD(P)H como donador de 

electrones, según la siguiente reacción: 

 

 
 

 

- Glutatión S-transferasa (GST; EC 2.5.1.18) 

 

Es una familia de enzimas que cataliza la conjugación de GSH con sustratos 

potencialmente xenobióticos (R-X), facilitando su detoxificación, según la 

siguiente reacción:  

 

 

 

 

Están involucradas en procesos de eliminación de sustancias tóxicas, y su 

actividad está vinculada al citocromo P450. Su expresión está codificada por 

una gran familia de genes, presentando diferentes isoformas en función de su 

localización subcelular: GST citosólica, mitocondrial y microsomal (Belford 

et al., 2004; Thatcher et al., 2007). 

 

También, se relaciona su actividad con procesos de estrés abiótico, biótico, 

procesos fisiológicos, como el crecimiento, desarrollo, metabolismo de 

fitohormonas, procesos de señalización celular, regulación de la homeostasis 

redox, transporte de metabolitos secundarios, y apoptosis. (Dalle-Donne et 

al., 2007; Dixon et al., 2005; Zaffagnini et al., 2012). 

 



 39 

Sistema antioxidante no enzimático 

 

Los sistemas antioxidantes no enzimáticos más relevantes están compuestos por 

vitaminas y micronutriendes, actuando generalmente a concentraciones elevadas (Sies & 

Stahl, 1995). Entre estos compuestos destacan el AsA y el GSH, compuestos fenólicos, 

carotenoides, y tocoferoles (Gill & Tuteja, 2010; Ortega et al., 2017). 

 

 

• Ascorbato 

 

El ascorbato, o L-ácido ascórbico (AsA, L-AA, L-treo-hexenon-1,4-lactona, o 

vitamina C) es uno de los compuestos antioxidantes más abundantes en las células 

y es uno de los responsables de evitar o controlar el daño causado por ROS en 

plantas. Suele estar más concentrado en hojas, si bien es cierto que los niveles de 

AsA dependen de la edad del organismo o tejido (Potters et al., 2002). Cuando la 

planta es joven y se encuentra en fase de crecimiento, los niveles de AsA son 

elevados, ya que su síntesis se produce de manera continua (De Gara et al., 2000; 

De Pinto et al., 1999, 2000). Sin embargo, a medida que la planta va envejeciendo, 

el contenido de AsA del apoplasto se ve disminuido sustancialmente (Takahama 

et al., 1999). El metabolismo del AsA está relacionado con la regulación del ciclo 

celular, debido a que la división celular necesita AsA, y éste promueve el progreso 

del ciclo celular (Potters et al., 2002), favoreciendo la transición a la fase S.  

 

Para que el AsA funcione correctamente, y sea capaz de eliminar el H2O2, es 

necesario que se encuentre en estado reducido. Es capaz de donar electrones en 

una serie de reacciones enzimáticas y no enzimáticas, eliminando directamente el 

O2•- y OH- formando la primera forma oxidada del AsA, el MDHA, que es un 

radical poco reactivo (Bielski et al., 1975), que posteriormente dará lugar a una 

molécula de AsA, y otra de DHA. La regeneración del AsA es vital para el 

mantenimiento de la homeostasis redox celular, ya que el DHA tiene una vida 

media corta, y desaparece si no se reduce nuevamente hasta AsA (Anjum et al., 

2014; Mittler, 2002). El sistema redox de AsA está formado por AsA, MDHA y 

DHA. El DHA puede ser reducido por GSH hasta AsA, interconectando este ciclo 

con el del otro compuesto antioxidante vital en las células, el GSH. 
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• Glutatión 

 

El Glutatión (GSH, g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) es un tripéptido de glutamato 

(glu), cisteína (cys) y glicina (gly) no proteico con grupo tiol. Es muy abundante 

en el citoplasma de las células, donde tiene gran importancia en la defensa 

antioxidante, participando en el ciclo AsA-GSH (Foyer, 2001; Noctor & Foyer, 

1998). Puede encontrarse en forma reducida (GSH) o en forma oxidada (GSSG), 

es decir, puede donar o aceptar electrones. Su oxidación provoca que dos 

moléculas de GSH se unan por un puente disulfuro, dando lugar al GSSG (Foyer 

& Noctor, 2011; Mittler, 2002; Noctor et al., 2012) 

 

El GSH es uno de los metabolitos de las plantas considerados clave en la defensa 

intracelular contra el daño oxidativo inducido por ROS, presentando una alta 

capacidad para donar electrones (Foyer & Noctor, 2011; Mittler, 2002; Noctor et 

al., 2012). La mayor parte del glutatión total de la célula se encuentra como GSH. 

Las células se protegen del estrés oxidativo y nitrosativo aumentando los niveles 

basales de GSH (Chatterjee et al., 2000). La subida o bajada en los niveles de GSH 

puede incrementar la susceptibilidad al estrés oxidativo y puede facilitar la 

señalización redox en procesos importantes como la interacción de 

incompatibilidad planta-patógeno o en la muerte celular programada (PCD) 

(Foyer & Noctor, 2005). 

 

La regeneración de la forma reducida, GSH, depende del consumo de NAD(P)H. 

También actúa como compuesto de transporte a larga distancia de azufre reducido, 

y está implicado en los procesos de transducción de señales (Puppo et al., 2005). 

 

La síntesis de GSH tiene lugar en el citosol y en el cloroplasto, y en ella 

intervienen dos enzimas: la g-glutamilcisteína sintasa (g-ECS), y glutatión sintasa 

(GS). En primer lugar, la g-ECS sintetiza g-glutamilcisteína a partir de glutamato, 

cisteína, y ATP; y, posteriormente, la GS cataliza la adición de una molécula de 

glicina al extremo C-terminal del dipéptido anterior, con la consiguiente 

formación de GSH. Se localiza en todos los compartimentos celulares, incluido el 

apoplasto y desempeña un papel central en diferentes procesos fisiológicos: 
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eliminando ROS, actuando como señalizador endocelular y también regulando la 

expresión de genes sensibles al estrés.  El GSH es el compuesto no proteico más 

abundante en las células eucariotas. El balance GSH/GSSG es un componente 

central en el mantenimiento del estado redox celular. El GSH es necesario para 

mantener el estado reducido normal de las células, a fin de contrarrestar los efectos 

inhibidores del estrés oxidativo inducido por ROS. GSH es capaz de eliminar la 

totalidad de especies de ROS y actúa también en el sistema de regeneración de 

AsA, mediante el ciclo AsA-GSH. En el ciclo AsA-GSH actúa como antioxidante, 

eliminando H2O2 intracelular, pero también puede reaccionar directamente con 
1O2 y OH·. Finalmente, el GSH es precursor de las fitoquelatinas, claves para el 

control de la concentración de metales pesados a nivel celular (Seregin & 

Kozhevnikova, 2023). 

 

 

• Compuestos fenólicos 

 

Los compuestos fenólicos tienen actividad antioxidante (Michalak, 2006). Así, los 

polifenoles pueden eliminar directamente ROS, y pueden inhibir la peroxidación 

lipídica de las membranas mediante la eliminación de radicales alcoxilos. Los 

compuestos fenólicos, especialmente los flavonoides (Gill & Tuteja, 2010), tienen 

una gran capacidad de modificar el empaquetamiento de los lípidos y disminuir la 

fluidez de las membranas (Arora et al., 2000). Estos cambios afectan a la 

capacidad de ROS para difundir a través de ellas, y de esta manera disminuyen las 

reacciones de peroxidación. Los flavonoides pueden eliminar directamente ROS 

debido a su capacidad de donar electrones o átomos de hidrógeno. Los flavonoides 

y fenilpropanoides son oxidados por peroxidasas (APX y POX), y de esa manera, 

eliminan el H2O2 por medio de sistema formado por compuestos 

fenólicos/AsA/POX (Jung et al., 2003; Winkel-Shirley, 2002).  

 

 

• Carotenoides 

 

Los carotenoides también se conocen como vitamina E. Son compuestos 

antioxidantes fenólicos que están presentes tanto en plantas como en animales. 
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Son compuestos liposolubles capaces de detoxificar diversas formas de ROS (Gill 

& Tuteja, 2010). Contienen una cadena de residuos de isopreno con numerosos 

dobles enlaces conjugados que permiten la captura de moléculas excitadas como 

ROS. Se forman en los cloroplastos y desempeñan funciones de protección del 

fotosistema. Actúan como inhibidores de la peroxidación lipídica, y se encuentran 

en los lípidos de membrana y en lipoproteínas de baja densidad, debido a su 

carácter hidrofóbico (Soll et al., 1985).  

 

 

• Tocoferoles 

 

Son antioxidantes solubles en lípidos capaces de actuar secuestrando ROS y 

radicales lipídicos altamente reactivos. Se les considera como antioxidantes de las 

biomembranas, a las que confieren estabilidad al evitar los daños por 

peroxidaciones lipídicas. Los tocoferoles se localizan en la membrana tilacoidal 

de las plantas (Gill & Tuteja, 2010). 

 

 

1.2.2. Especies reactivas del nitrógeno (RNS) 

 

1.2.2.1. Generalidades y tipos 

 

Las RNS constituyen un conjunto de radicales libres y no radicales, que derivan del óxido 

nítrico (•NO). Se producen en condiciones de estrés, dando lugar al estrés nitrosativo. 

Intervienen en la regulación de procesos fisiológicos (germinación, desarrollo, 

crecimiento, reproducción, senescencia), de interacción con microorganismos como la 

simbiosis leguminosa-Rhizobium, la respuesta a factores bióticos y el estrés nitrosativo 

(Chamizo-Ampudia et al., 2017; Fu et al., 2018)  

 

El •NO y sus derivados intervienen en las respuestas de las plantas a multitud de estreses 

abióticos como la salinidad, la alta intensidad luminosa, baja y alta temperatura, luz 

continua, oscuridad continua, daño mecánico (Corpas et al., 2008a; Corpas et al., 2009; 

Valderrama et al., 2007), sequía, y metales pesados (Domingos et al., 2015; Fu et al., 

2018; Yu et al., 2014). 
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Se considera que la planta sufre un estrés nitrosativo cuando hay una síntesis desregulada 

o sobreproducción de •NO y sus derivados que pueden tener consecuencias fisiológicas 

tóxicas (Corpas et al., 2007). El aumento en la nitración de la tirosina (tyr) de las proteínas 

podría ser un buen marcador para evaluar un proceso de estrés nitrosativo (Chaki et al., 

2011; Corpas et al., 2008a; Valderrama et al., 2007). 

 

Las principales RNS en plantas incluyen radicales libres como •NO, dióxido de nitrógeno 

(•NO2), y no radicales; como S-nitrosotioles (RSNOs), peroxinitrito (ONOO-), anión 

nitroxilo (NO-), catión nitrosonio (NO+), trióxido de dinitrógeno (N2O3), tetróxido de 

dinitrógeno (N2O4), y ácido nitroso (HNO2) (Figura 11 y 12A)  (Augusto et al., 2002; Del 

Río, 2015; Halliwell, 2006; Halliwell & Gutteridge, 2015; Khan et al., 2023). 

 

 

 
 

Figura 11:  Especies reactivas del nitrógeno (RNS). •NO, óxido nítrico; •NO2, dióxido de nitrógeno; N2O3, 

trióxido de dinitrógeno; GSNO, S-nitrosoglutatión; ONOO-, peroxinitrito; ONOOH, ácido peroxinitroso. 

(Modificado de Halliwell & Gutteridge, 2015). 
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Figura 12. (A) Tipos de RNS. (B) Rutas de síntesis de •NO y (C) lugar de producción del •NO 

(Khan et al., 2023). 

 

 

• Óxido nítrico (•NO) 

 

Es un gas inorgánico incoloro y muy lábil, de bajo peso molecular, con un electrón 

desapareado en su capa exterior, por lo que posee las características de un radical, 

y explica su elevada reactividad y su tendencia a unirse 

con hemoproteínas reducidas. El •NO es inestable en medio acuoso, mientras que 

en presencia de O2 se oxida a nitritos y nitratos, formas más estables. Es 

ligeramente soluble en H2O y algo más soluble en solventes orgánicos, tiene una 

vida media de menos de 6 segundos (Thomas et al., 2001). Puede encontrarse 

en tres formas convertibles entre sí: •NO, NO- y NO+ (Wojtaszek, 2000). 

 

En mamíferos, el •NO se genera a partir de la arginina (arg) por la enzima óxido 

nítrico sintasa (NOS). En plantas, el •NO se puede sintetizar por rutas enzimáticas 
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oxidativas o reductoras que se detallarán más adelante. Este proceso se desarrolla 

en cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas, citoplasma o apoplasto (Figura 12) 

(Khan et al., 2023). El •NO tiene funciones importantes en el crecimiento y 

desarrollo, germinación de semillas, crecimiento de las raíces primarias y 

laterales, floración, maduración de frutos, senescencia y estrés abiótico, además 

de ser una molécula señal en procesos intracelulares  (Besson-Bard et al., 2008; 

Lamattina et al., 2003; Neill et al., 2008). 

 

El •NO puede interactuar con diferentes biomoléculas causando cambios 

postraduccionales, como los que se citan a continuación. La S-nitrosación, que es 

la unión del •NO al grupo tiol de la cisteína, formando RSNO. La S-nitrosilación 

de metales, cuando el •NO reacciona con metales de transición. La nitración de 

tirosina mediada por el ONOO-, y la nitración de ácidos grasos insaturados 

formando ácidos nitrograsos (Figura 13) (Sun et al., 2021). Estos cambios 

postraduccionales pueden modificar la formación de un gran número de proteínas 

(Lindermayr & Durner, 2009; Wang et al., 2006). Especialmente importante es la 

S-nitrosilación GSH para formar el GSNO, ya que esta molécula puede funcionar 

como reserva móvil del •NO y puede regular el equilibrio entre GSNO y las 

proteínas nitrosiladas por un proceso de transnitrosilación (Barroso et al., 2006). 

 

 

• Peroxinitrito (ONOO-) 

 

Se produce por una reacción no enzimática entre el •NO y el 

anión superóxido (O2•-), y tiene un papel importante en procesos fisiológicos 

tanto en células animales como en plantas (Halliwell & Gutteridge, 2015; 

Vandelle & Delledonne, 2011). 

 

El ONOO- es un oxidante fuerte, actúa sobre los tioles de los residuos de cisteína 

que forman parte de las proteínas (Pacher et al., 2007), inhibiendo, la tirosina 

fosfatasa, que contiene tioles, antioxidantes enzimáticos y cisteín-proteasas. 

El ONOO-, como se indicó anteriormente, también modifica las proteínas 

mediante la nitración de la tirosina (Chaki et al., 2011; Corpas et al., 2009). 
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Figura 13. Modificaciones postraduccionales dependientes de •NO (Sun et al., 2021). 

 

 

• S-nitrosotioles (RSNOs) 

 

Los S-nitrosotioles (RSNOs) son producto de la interacción postraduccional del 
•NO con los grupos tiol (-SH) presentes en los residuos de cisteína de péptidos y 

proteínas (Figura 12) (Broniowska & Hogg, 2012; Jourd’heuil et al., 2005). 

Constituyen un mecanismo de señalización fisiológico esencial (Gow et al., 

2004), que ocurre a través de la nitrosación, altamente regulada (Wynia-Smith & 

Smith, 2017), no tienen carácter permanente y constituyen una etapa en la 

formación de enlaces disulfuro (Wolhuter & Eaton, 2017). 

 

La formación de RSNOs provoca la activación/inactivación de algunas vías 

biológicas mediante la supresión, la activación y la modulación alostérica de la 

función enzimática (Molina y Vedia et al., 1992), el inicio de la apoptosis (Hara 

et al., 2005), la promoción/supresión de la degradación proteosómica (Brüne & 

Zhou, 2007; Hara et al., 2005), y la regulación de la actividad de factores de 

transcripción (Hausladen et al., 1996; Matthews et al., 1996), así como 

alteraciones epigenéticas mediante metilación de DNA (Sen & Snyder, 2011) y 

acetilación de histonas (Nott et al., 2008). 
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Las funciones esenciales de señalización del RSNO son ubicuas en todos los 

reinos, habiéndose demostrado su participación en señalizaciones tan diversas 

como la transcripción bacteriana (Hausladen et al., 1996), la inmunología vegetal 

(Yu et al., 2012), la transmisión nerviosa en mamíferos (Fang et al., 2000) y las 

vías apoptóticas dependientes e independientes de las mitocondrias (Hara et al., 

2005; Kim & Tannenbaum, 2004). Se ha demostrado que la terminación del efecto 

RSNO por desnitrosación ocurre fácilmente in vivo (Beigi et al., 2012; Sengupta 

et al., 2007). A pesar del gran número de residuos de cisteína que existe en los 

compartimentos celulares, la S-nitrosilación es un proceso altamente selectivo 

(Iyer et al., 2014). 

 

La complejidad de la señalización por RSNO puede apreciarse considerando los 

efectos de la S-nitrosilación en las vías celulares. Esto es más evidente en los 

procesos de muerte celular, que pueden ser tanto activados como inactivados por 

el •NO a través de la S-nitrosilación (Iyer et al., 2014). 

 

El GSNO es producto de la nitrosación del GSH. Además, es el RSNO de bajo 

peso molecular más abundante en plantas, y constituye una reserva celular de •NO. 

El •NO es capaz de unirse a proteínas mediante los grupos tiol, formando proteína-

RSNO (Frungillo et al., 2014). La enzima implicada en la movilización de •NO 

desde la reserva del GSNO es la S-nitrosoglutatión reductasa (GSNOR).  

 

 

1.2.2.2. Biosíntesis y movilización de •NO 

 

Existen varias vías enzimáticas propuestas para la formación de •NO en plantas, unas 

reductoras y otras oxidativas (Figura 12B y 14). En cuanto a las rutas reductoras, 

destacan; Nitrato reductasa (NR), y Nitrito-NO reductasa (NiNOR). En las rutas 

oxidativas, destaca la NO sintasa (NOS) (Rockel et al., 2002; Tun et al., 2006). 
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Figura 14: Principales fuentes de •NO y los diferentes mecanismos implicados en su síntesis (Nabi et al., 

2019). 

 

 

• Nitrato reductasa (NR) 

 

Es una enzima clave en la asimilación de nitrógeno. Es un homodímero, donde 

cada monómero posee tres dominios de unión a grupos prostéticos, que tienen 

función en la transferencia electrónica: FAD (dinucleótido de adenina y flavina), 

Hemo y MoCo (Pterina complejo de molibdeno) (Campbell, 1999). La enzima 

NR se localiza en el citosol, y genera •NO tras catalizar la reducción de nitrato 

(NO3-) a nitrito (NO2-), y de NO2- a •NO, empleando NAD(P)H como donador de 

electrones (Yamasaki, 2000). 

 

 
 

Es la principal enzima para la síntesis de •NO en condiciones normales de O2. 

Interviene en procesos de desarrollo, movimientos estomáticos y estrés biótico y 

abiótico (Astier et al., 2018; Chamizo-Ampudia et al., 2017; Yu et al., 2014). 

with various signaling components in order to maintain steady ROS
concentrations (Vranova et al., 2002).

Nitric oxide (NO) is a redox, gaseous, highly reactive nitrogen
species (RNS) produced in living cells under normal as well as under
conditions of biotic and abiotic stress. When the concentration of ROS
becomes toxic to a plant, NO may act as a detoxifier and minimize any
detrimental effects (Lipton et al., 1993). NO also has a role in re-
spiratory function, namely electron transport pathways in mitochon-
dria, where it modulates ROS thereby activating defense mechanisms
through enhanced antioxidant production in plants exposed to various
abiotic stresses (Zottini et al., 2002). Additionally, exogenous supply of
NO leads to activation of antioxidant enzymes, especially superoxide
dismutase, and restricts superoxide anion and lipid O2 and organic ra-
dicals (R) (Shi et al., 2007). However, NO was also shown to be an
endogenous modulator of several plant hormones, in addition to in-
hibiting the induced programmed cell death and aiding in stomatal
function in several plant species such as Arabidopsis, wheat, and pea
(Bright et al., 2006; Leshem and Haramaty, 1996; Mata, 2001). NO
provokes a wide range of physiological responses in plants, including
germination, development, flowering, senescence, and abiotic stress.
Moreover, NO possesses several additional properties favorable to ac-
tivity as a signaling messenger during unfavorable or multiple stress
conditions such as the presence of free radical, small size redox mole-
cules, neutral, and easily diffusible through a cell membrane, all these
make it a very significant agent to act as a dynamic molecule
(Domingos et al., 2015). NO is known to interact directly or indirectly
with a wide range of targets, leading to altered gene expression and
protein function and thereby affecting the phenotypic response. NO-
mediated stress responses and the underlying mechanisms have been

extensively studied by several scientists (Spoel and Loake, 2011; Yu
et al., 2012), though with variable results due to the use of different
approaches (Ahmad et al., 2016; Begara-Morales et al., 2014; Manai
et al., 2014). Variations in endogenous NO levels and or exogenous NO
application has shown to regulate abiotic stress resistance suggesting
that this approach may contribute in enhancing crop production under
stress conditions (Ahmad et al., 2018; Farooq et al., 2009; Siddiqui
et al., 2011). However, a greater understanding is needed of the mo-
lecular mechanisms through which NO directly or indirectly mitigates
the adverse effects of abiotic stress. In this article, we review and dis-
cuss the role of NO with regard to exogenous application and en-
dogenous synthesis in increasing plant stress tolerance related specifi-
cally to drought, salt, and heavy metal stress. In addition, we assess NO-
mediated post-translational modifications in plants.

1.1. Source and synthesis of NO in plants

In plants, NO is known as a multifunctional bioactive molecule and
plays an important role as a regulator of plant physiology, disease re-
sistance, and stress tolerance (Wang et al., 2010a). Endogenous NO
synthesis can occur in stressed organs or cells and NO diffuses intra- as
well as intercellularly (Fröhlich and Durner, 2011). In plants, NO
synthesis was first reported decades ago in legumes, i.e., soybean, by
synthetic inhibitor herbicides as well as under dark anaerobic condi-
tions (Klepper, 1991, 1979; Nishimura, 1986). Although, several stu-
dies reported NO synthesis in plants, the exact enzymatic source of NO
is yet to be fully elucidated. Rather, the scientific community now
agrees on several oxidative and reductive routes discovered for NO
synthesis in plants. Determining the exact mechanism of NO synthesis

Fig. 1. Schematic diagram showing the major sources of NO and the different mechanisms involved in NO synthesis. (1) Plasma membrane: NO synthesis occurs via
nitrate reductase (NR)-based nitrate or nitrite substrate (PM-NR/NiNOR) reduction to NO through reduction pathways, and acidic pH converts NO−2 to NO and O2.
(2) Chloroplast: NO synthesis occurs both by reduction and oxidation reactions; NR-based reduction produces NO, NOSLE activity (Nitric oxide synthase-like
enzyme)-based NO synthesis occurs using L-arginine as a substrate in the presence of NADPH. However, the pathways are not known in plants. (3) Mitochondria:
reduction and oxidation reactions produce NO via complexes I to IV, using NR-based nitrite as a substrate (Mit-NiOR) and in an NADPH-dependent process, L-
arginine is converted to L-citrulline through NOSLE activity to produce NO. (4) Peroxisomes: reduction of NO2ˉ by XOR in an NADPH-dependent reaction, oxidation
of L-arg/ctir through NOSLE activity in an NADPH-dependent reaction using Ca2+/Calmodulin as substrates. (5) Apoplast: root-specific NO release; a different
mechanism of apoplastic nitrate substrate reduction leads to NO production (Bethke, 2004). (6) Cytoplasm: NO synthesis occurs by both reduction and oxidation
reactions; NO−3 is reduced to NO−2 in an NADPH-dependent manner, polyamine and hydroxylamine are also oxidized to produce NO but the exact molecular
mechanisms are unknown. NO may also be produced by an unknown source from GSH to NO to GSNO via a glutathione-based pathway (modified from Sahay and
Gupta, 2017).
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• Nitrito NO-reductasa (NiNOR) 

 

Se ha identificado una NR unida a la membrana plasmática (PM-NR) específica 

de la raíz y una Nitrito NO-reductasa (NiNOR) que participan en la producción 

de •NO bajo condiciones de hipoxia o anoxia. El NO2- formado por la NR pasa a 
•NO en el apoplasto de las células, no utilizando NAD(P)H como donante de 

electrones. Esta actividad se ha estudiado en Nicotiana tabacum L., observándose 

producción de •NO a partir de NO2- en raíces, pero no en hojas. En estudios 

realizados in vitro, NiNOR utiliza el citocromo c como donante de electrones, 

pero aún no ha sido clonado y completamente identificado (Moreau et al., 2010; 

Stöhr & Stremlau, 2006; Stöhr & Ullrich, 2002; Wilson et al., 2008). 

 

 
 

Su actividad depende de una baja presión de O2 y funcionaría junto con una NR 

apoplástica unida a una membrana que proporcionaría NO2- a partir de 

NO3- (Stöhr & Stremlau, 2006; Stöhr & Ullrich, 2002). Es posible que el sistema 

NR:NiNOR unido a la membrana plasmática esté involucrado en la detección de 

la disponibilidad de nitratos en el suelo (Meyer & Stöhr, 2002). Además, 

recientemente se han descrito evidencias de que NiNOR interviene en la 

producción de •NO durante la interacción raíz-hongos micorrízicos (Moche et al., 

2010). 

 

 

• Óxido nítrico sintasa (NOS) 

 

La primera NOS del reino vegetal se identificó en Ostreococcus tauri, un alga 

verde. Esta enzima presenta homología de secuencia con la NOS humana, y 

contiene sitios de unión para FAD, FMN (flavín mononucleótido) y CaM 

(calmodulina), así como para L-arg, además de un sitio de unión a NADPH. Esta 

enzima produce •NO a partir de L-arg, de manera similar a las NOS animales, 
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habiéndose demostrado su papel en la respuesta al estrés en O. tauri (Foresi et al., 

2010). 

 

Mediante análisis genómicos en más de 1300 plantas, se han identificado las 

secuencias que contienen las características de NOS en animales y los sitios de 

unión de los cofactores. Sin embargo, no se han encontrado homólogos de la 

secuencia de NOS en ninguno de los más de 1000 transcriptomas de plantas 

terrestres estudiados (Jeandroz et al., 2016). Estos resultados, junto con su falta de 

purificación, indican que las NOS canónicas probablemente no existan en 

embriófitos, habiéndose perdido en las plantas terrestres (Jeandroz et al., 2016; 

Santolini et al., 2017).  

 

La ausencia de NOS canónico en las plantas terrestres cuestiona la existencia de 

la actividad de NOS en las plantas. De hecho, varios estudios sugirieron la 

existencia de una ruta oxidativa para la producción de •NO, la llamada actividad 

similar a la NOS. Se ha descrito la existencia de una actividad similar a la NOS 

en varias plantas, como maíz, guisantes, tabaco y altramuz (Astier et al., 2018). 

Sin embargo, estos resultados han sido cuestionados por la metodología que fue 

empleada, similar en todos los casos. Posteriormente, esta actividad se confirmó 

en plantas utilizando otras técnicas que miden directamente la producción de •NO 

(Astier et al., 2018). Se concluyó que esta actividad depende de la presencia de 

arginina y NADPH, y de varios cofactores de NOS. Se ha propuesto su 

localización en los cloroplastos o en los peroxisomas, pero aún no se ha obtenido 

una información clara con respecto a la actividad enzimática. Más importante aún, 

aún quedan por identificar las enzimas correspondientes (Barroso et al., 1999; 

Corpas & Barroso, 2014a; Jasid et al., 2006). 
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• S-Nitrosoglutatión reductasa (GSNOR) 

 

Se trata de una enzima alcohol deshidrogenasa de tipo III, conservada en 

procariotas y eucariotas. Es la encargada de promover la movilización del •NO. 

Cataliza la reducción dependiente de NADH de GSNO a GSSG y NH3, regulando 

el nivel de GSNO y, en consecuencia, la homeostasis celular del RSNO (Leterrier 

et al., 2011; Sakamoto et al., 2002). Esta actividad es necesaria para el desarrollo 

normal en condiciones óptimas de crecimiento (Kubienová et al., 2013; U. Lee et 

al., 2008; Xu et al., 2013). 

 

 

1.2.3. Especies reactivas del azufre (RSS) 

 

1.2.3.1. Generalidades y tipos 

 

Las especies reactivas del azufre (RSS) son compuestos redox capaces de reducir u oxidar 

biomoléculas en condiciones fisiológicas (Giles & Jacob, 2002). Estas RSS se producen 

también en condiciones de estrés oxidativo e interaccionan con proteínas celulares, 

provocando que la fisiología celular se vea alterada (Gruhlke, 2019). Se consideran 

especies reactivas de segunda generación ya que mediante la interacción con ROS los 

átomos de azufre unidos a moléculas celulares se oxidan.  

 

Hay una gran variedad de estados de oxidación del azufre, desde -2 a +6, dando lugar a 

las diferentes especies reactivas (Figura 15) entre las que encontramos radicales como el 

radical tiilo (R-S), sulfinilo (R-S-O) y sulfoxilo (R-S=O) y no radicales como el tiol (R-

SH). A partir del mismo se forman diversas RSS como tiolato (R=S-), ácido sulfénico (R-

S-OH), ácido sulfínico (RSO(OH)) y ácido sulfónico (H-S(=O)2-OH) conteniendo todos 

ellos un único átomo de azufre. Por el contrario, contienen dos átomos de azufre el 

disulfuro (S22-), el tiosulfinato (RS(=O)-SR) o disulfuro-S-monóxido, el tiosulfonato (R-

SO2-SR) o disulfuro-S-dióxido, el disulfuro-trióxido (R-SO2-(O=)-SR) y la disulfona (R-

SO2- SO2-R) (Gruhlke, 2019). 

 

En células que no están en condiciones de estrés, la mayoría del azufre libre se encuentra 

en estado reducido, en forma de tioles, aunque también puede encontrarse formando 
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puentes disulfuro, en estado (más) oxidado (Gruhlke, 2019). Las RSS pueden ser 

generadas desde el sulfuro de hidrógeno (H2S), que es un transmisor gaseoso que, a altas 

concentraciones, se considera perjudicial para el crecimiento y desarrollo de las plantas. 

Sin embargo, a bajas concentraciones, desarrolla funciones beneficiosas  (Li, 2013). El 

H2S está involucrado en procesos fisiológicos, como la germinación de semillas, 

crecimiento, organogénesis, conductancia estomática y senescencia. Además, es posible 

su aplicación exógena, favoreciendo procesos metabólicos y antioxidantes en plantas 

sometidas a estrés (Hancock, 2019; Huang et al., 2021b; Liu et al., 2024). Esta molécula 

interacciona con las fitohormonas; auxinas, ácido abcísico, etileno, giberelinas, etc., 

participando en transducción de señales de moléculas como el •NO, CO, H2O2, etc. (Arif 

et al., 2021). 

 

 
 
Figura 15. Estados de oxidación del azufre de las RSS más relevantes (Lau & Pluth, 2019). 
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1.2.3.2. Biosíntesis de H2S 

 

La biosíntesis de H2S en la planta ocurre por la vía de asimilación de sulfato (SO42-). La 

principal forma de obtener azufre por las plantas es mediante la absorción de SO42- del 

suelo a través de las raíces, aunque también pueden absorber H2S atmosférico a través de 

las hojas (Liu et al., 2021; Saito, 2004). Una vez en el interior de la planta, el SO42- puede 

ser almacenado en las vacuolas de las células de las raíces y hojas, o bien ser asimilado 

en el cloroplasto. La cantidad de SO42- que se almacena o se asimila está controlada por 

las concentraciones de cisteína y GSH (Bolchi et al., 1999). En la figura 16 se muestra la 

absorción del SO42- y su utilización en la célula vegetal hasta la formación de H2S, 

indicando la compartimentalización. 

 

 
Figura 16: Esquema de la absorción de SO42 y H2S procedente del suelo y la atmósfera, y la biosíntesis de 

H2S por parte de la planta (Liu et al., 2021) 
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El SO42- se activa mediante la ATP-sulfurilasa (ATPS; EC 2.7.7.4), obteniéndose 

adenosina 5´-fosfato (APS). Posteriormente se reduce a SO32- gracias a la actividad de la 

APS-reductasa (APR; EC 1.8.99.2) con GSH como molécula reductora (Figura 17). A 

partir del SO32- se puede obtener H2S por diferentes sistemas enzimáticos. 

 

 

• Sulfito reductasa (SiR; EC 1.8.7.1) 

 

Es una hemoproteína formada por 2-4 subunidades de 70 kDa idénticas, y cada 

una de ellas contiene un grupo sirohemo y un centro Fe/S como grupo prostético 

(Kruegert & Siegel, 1982). Sólo existe una isoforma de SiR en casi todos los 

organismos fotosintéticos (Khan et al., 2010), se expresa de forma constitutiva 

(Bork et al., 1998) y su secuencia peptídica está muy conservada entre todas las 

plantas (Bermúdez, 2011). Se encuentra en el interior de los cloroplastos (Li et 

al., 2024; Nakayama et al., 2000). 

 

Cataliza la reducción de SO32- para dar lugar a H2S, mediante la transferencia de 

6 electrones procedentes de la Fd. En raíces, el donador de electrones es el 

NADPH, puesto que la fuente principal de Fd es la fotosíntesis (Leustek et al., 

2000; Nakayama et al., 2000). 

 

 
 

 

• O-acetilserin(tiol)liasa (OASTL; EC 2.5.1.47)  

 

Esta enzima también conocida como cisteína sintasa (CS; EC 4.2.99.8), aunque 

esta nomenclatura está prácticamente en desuso. Es un homodímero de 60-70 KDa 

que requiere piridoxal 5’-fosfato (PLP) como cofactor para su actividad catalítica 

(Saito, 2004). Las proteínas de esta familia poseen dominios conservados, 

involucrados en la unión al PLP, en la unión al sustrato O-acetil serina (OAS), en 

la incorporación del H2S y en la interacción con serina acetil transferasa (SAT).  
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Las isoformas OASTL mayoritarias son OAS-A1, OAS-B y OAS-C, implicadas 

en la biosíntesis de cisteína a partir de OAS y H2S (Bonner et al., 2005). Se 

encuentran en el citosol, cloroplastos, y mitocondrias. Recientes estudios indican 

que, aunque su función principal es la síntesis de L-cys, a partir de H2S, también 

puede catalizar la reacción inversa (Arif et al., 2021; Li et al., 2024). 

 

 
 

 

• β-Cianoalanina sintasa (CAS-C1; EC 4.4.1.9) 

 

Se localiza en las mitocondrias y se caracteriza por poseer actividad β-

cianoalanina sintasa (CAS) (Hatzfeld et al., 2000; Li et al., 2024; Yamaguchi et 

al., 2000). Cataliza la conversión de cisteína (L-cys) y cianuro (CN-), que es un 

inhibidor de la respiración mitocondrial, en H2S y β-cianoalanina. El H2S 

producido en esta reacción es utilizado como sustrato para la formación de cisteína 

por la OAS-C en mitocondrias. Así, se genera un ciclo donde la OAS-C sintetiza 

L-cys, que es usada a su vez por la CAS-C1 para destoxificar el CN- y en cuya 

reacción se forma H2S, que cierra el ciclo incorporándose a la ruta de síntesis de 

cisteína por OAS-C (Álvarez, et al., 2012c; Arif et al., 2021). 
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• Cluster de proteínas nitrogenasas Fe-S (NifS-like proteins) 

 

Es un grupo de proteínas con actividad cisteína desulfurasa. Catalizan la 

conversión de cisteína en alanina (ala), y H2S, empleando PLP como cofactor 

(Zheng et al., 1993). Se encuentran en mitocondrias, cloroplastos y citosol. 

Proporcionan azufre para la biosíntesis de las agrupaciones sulfo-férricas de 

algunas proteínas y para la formación de biotina, tiamina y el cofactor de 

molibdeno  (Heidenreich et al., 2005; Kushnir et al., 2001; León et al., 2002; 

Pilon-Smits et al., 2002). 

 

 
 

• L-cisteína desulfhidrasa (L-DES; EC 4.4.1.1) 

 

DES1 es una L-DES localizada en el citosol. Cataliza la desulfuración de la 

cisteína, liberando H2S, piruvato (pyr) y NH4+ (Álvarez et al., 2010). Se ha 

demostrado que es esencial para mantener la homeostasis de cisteína, así como 

para modular la concentración de H2S en el citosol, importante en procesos de 

señalización celular (Álvarez, et al., 2012a, 2012b; Romero et al., 2013). La 

acción coordinada de OAS-A1 y DES1 en el citosol es esencial para mantener una 

baja concentración de cisteína en la célula, ya que a elevadas concentraciones 

puede ser tóxica, debido a su alto poder reductor (Romero et al., 2014). 

 

 
En condiciones alcalinas en el estroma del cloroplasto, las plantas transportan 

espontáneamente HS- (una forma disociada de H2S) al citoplasma (citosol). Con 
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PLP como cofactor, la L/D-cisteína es catalizada por la L/D-DES para producir 

piruvato, NH4+ y H2S en el citoplasma, los cloroplastos y las mitocondrias (Yang 

et al., 2022). 

 

 

• D-cisteína desulfhidrasa (D-DES; EC 4.4.1.15) 

 

Se encuentra en el citoplasma y las mitocondrias. Tiene funciones similares a la 

L-DES, pero diferentes propiedades fisiológicas. Está codificada por el gen DCD1 

que aumenta su expresión y, en consecuencia, incrementa el contenido de H2S, al 

sufrir estrés por metales pesados y salinidad (da-Silva et al., 2018). La 

degradación de la cisteína en diferentes compartimentos subcelulares requiere la 

participación de PLP, que produce H2S, NH4+ y piruvato en una proporción de 

1:1:1. El papel fisiólogico de la D-cys y de la actividad D-DES están todavía por 

clarificar (Papenbrock et al., 2007). 

 

 
 

• Anhidrasa carbónica (CA; EC 4.2.1.1) 

 

Cataliza la hidrólisis de sulfuro de carbonilo (COS) para producir CO2 y H2S. Las 

plantas absorben COS del aire y logran un uso eficiente de la asimilación de azufre 

a través de CA, que también puede ser una fuente de H2S endógeno en la planta 

(Bloem et al., 2011; Li et al., 2024; Yamasaki & Cohen, 2016). 
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Figura 17: Enzimas implicadas en la formación del sulfuro de hidrógeno (H2S). La enzima ATP sulfurilasa 

(ATPS) activa el ión sulfato (SO42-) absorbido por las raíces, dando lugar a adenosina 5´-fosfosulfato (APS), 

con consumo de ATP, y liberación de PPi. La enzima APS-reductasa (APR) emplea GSH para reducir el 

APS a sulfito (SO32-), que a su vez es reducido a H2S por la sulfito reductasa (SiR), gracias a la ferredoxina 

(Fd). La D-cisteína desulfhidrasa (D-DES) cataliza la síntesis de H2S a partir de la hidrólisis de D-cisteína 

(D-cys), amonio (NH4+) y piruvato (pyr). La anhidrasa carbónica (CA) cataliza la hidrólisis del sulfuro de 

carbonilo (COS), produciendo H2S, y liberando CO2. La enzima serina acetil transferasa (SAT) consume 

Acetil coenzima A (A. CoA), para catalizar la conversión de serina (ser) en CoA, y O-Acetil serina (OAS), 

que, junto con el H2S, será empleado por la O-Acetil serina(tiol)liasa (OASTL), liberando acetato y L-

cisteína (L-cys). La OASTL puede catalizar también la síntesis de H2S a partir de L-cys. Esa L-cys será 

utilizada por la ß-cianoalanina sintasa (CAS-C1), clúster de proteínas nitrogenasas Fe-S (Nifs), y L-cisteína 

desulfhidrasa (L-DES) para producir H2S. La enzima CAS-C1 emplea L-cys y cianuro (CN-) para producir 

ß-cianoalanina y H2S. Las Nifs transforman la L-cys en Ala, liberando como producto de reacción H2S. Por 

último, la L-DES, provoca la desulfuración de la L-cys, mediante hidrólisis, produciendo H2S, NH4+ y pyr. 

 

 

1.2.4. Interacción entre ROS, RNS y RSS en el estrés por metales y metaloides 

 

Las plantas han desarrollado estrategias únicas para responder al estrés abiótico mediante 

adaptación de sus sistemas metabólicos con el objetivo de mantener la homeostasis 

celular (Apel & Hirt, 2004; Gill & Tuteja, 2010). Como consecuencia, diversos estreses 

ambientales activan vías de señalización de la célula y respuestas celulares, como son 

ROS (Miller et al., 2008; Mittler, 2002; Mittler et al., 2004). El estrés oxidativo sucede 

debido a una acumulación excesiva de ROS bajo varias condiciones de estrés abiótico y 

puede provocar daño oxidativo, lo que conduce a la muerte celular (Tanou et al., 2009). 
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El exceso de ROS puede provocar alteraciones a nivel postraduccional como son 

sulfonilación, carbonilación, glutationilación y nitrosación (Choudhury et al., 2017). La 

sulfonilación, uno de los principales mecanismos que regula la actividad de muchas 

enzimas y factores de transcripción (TF) en las plantas, es la oxidación de los grupos 

sulfhidrilo. Esta oxidación es inducida principalmente por H2O2, que genera ácido 

sulfénico (R-SOH) que puede conducir a la formación de enlaces disulfuro (S–S) entre 

los residuos de cisteína que, a su vez, derivan en cambios conformacionales que alteran 

la actividad proteína/enzima. La "recuperación" de una proteína de este estado oxidado 

está mediada principalmente por tiorredoxinas (TRX; EC 1.8.1.9), peroxirredoxina (PRX, 

EC 1.11.1.15) y el sistema GSH, que responden al estrés y regulan la homeostasis redox. 

Las cadenas laterales que contienen ácido sulfénico son altamente reactivas y pueden 

formar enlaces covalentes con tioles de bajo peso molecular, como el GSH que da lugar 

a la S-glutationilación. Esta modificación puede actuar como un regulador redox de las 

cascadas de transducción de señales y las vías metabólicas  (Fratelli et al., 2004). La S-

glutationilación puede ser de importancia fisiológica para amortiguar el sistema 

GSSG/GSH, además de tener funciones reguladoras (Schafer & Buettner, 2001; 

Simplicio et al., 1998). La carbonilación es la oxidación de residuos, como arg, histidina 

(his), lisina (lys), prolina (pro) y treonina (Thr), y es otra forma de oxidación de proteínas. 

La carbonilación de proteínas también puede estar mediada por reacciones indirectas de 

productos de lipoperoxidación, productos directos de ROS (Tola et al., 2021). La S-

nitrosilación, la unión covalente de •NO a los grupos tiol de cisteína, es otra modificación 

postraduccional que puede regular la función de algunas proteínas durante el estrés. La 

S-nitrosilación también induce cambios en algunos TF, que afectan su unión al DNA, así 

como también inactivan la RBOH  (Tavares et al., 2014; Yun et al., 2011). Las ROS 

también pueden actuar como moléculas señalizadoras, las cuales pueden interaccionar 

con otras vías de señalización, afectando varios procesos fisiológicos de la planta (Mittler 

et al., 2004; Tola et al., 2021). 

 

El desequilibrio bajo condiciones adversas en la producción y eliminación de RNS lleva 

a un estrés nitrosativo, muy interrelacionado con ROS a través del ONOO- y del GSNO 

(Figura 18) (Corpas et al., 2011; Corpas & Barroso, 2013; Sahay & Gupta, 2017; Wang 

et al., 2013). Las plantas utilizan ROS y RNS como moléculas también de transducción 

de la señal durante procesos fisiológicos y celulares fundamentales (Blokhina & 

Fagerstedt, 2010). La relación entre ROS y RNS es muy estrecha, lo que hace pensar en 
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la producción de un estrés nitro-oxidativo más que en un estrés oxidativo o un 

estrés nitrosativo (Corpas & Barroso, 2013). Recientemente, Kohli et al., (2019) han 

propuesto un modelo de interacción entre el H2O2 y el •NO en plantas. Además de la 

formación de ONOO-, el •NO actúa modulando la actividad de enzimas antioxidantes 

responsables del control de ROS, como la APX, CAT, DHAR, etc. El aumento de •NO, 

puede reaccionar con ROS y grupos tiol, regulando con ello la expresión de genes de 

defensa implicados en la eliminación de ROS, y restableciendo el equilibrio redox  

(Correa-Aragunde et al., 2015; Qiao et al., 2014; Rizwan et al., 2018). Además, el 

aumento de la producción de ROS y RNS y su interacción podrían actuar sobre los 

sistemas antioxidantes implicados en la respuesta a los metales pesados, potenciando su 

actividad y la expresión de genes implicados en estos sistemas de defensa antioxidante 

(Sahay & Gupta, 2017). 

 

 
Figura 18: Interacción entre ROS y RNS en respuesta a estreses bióticos y abióticos en células vegetales, 

que podrían tener asociado un extreés nitro-oxidativo (Corpas & Barroso, 2013). 

 

En cuanto a la interacción RNS y RSS, aunque el •NO es un radical libre y el H2S es un 

ácido débil, ambas son moléculas lipofílicas que pueden difundir a través de las 

membranas celulares y reaccionar con los grupos tiol (-SH). Debido a esto, pueden 

provocar nitrosación y persulfidación de residuos cisteína de las proteínas. Este proceso 

depende de reacción previa con H2O2 (Figuras 18 y 19). Se considera que el grupo tiol de 

los residuos de cisteína son interruptores redox que no solo regulan las enzimas 

susceptibles, sino que también son sensores biológicos efectivos del estado nitrooxidativo 

celular (Klomsiri et al., 2011; Spadaro et al., 2010).  
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Los residuos cisteína de las proteínas contienen grupos tiol (-SH) que pueden ser 

modificados por la unión covalente de •NO dando lugar a la nitrosación de proteínas 

(Figura 20). Esta unión depende de factores como la presencia de metales pesados y 

grupos tiol y AsA. Este proceso de nitrosilación afecta a la funcionalidad de las proteínas 

(Begara-Morales et al., 2014, 2015; Corpas et al., 2019b). En el caso de la persulfidación 

de proteínas la reacción se produce con el H2S, formándose cys-SSH. Las enzimas 

antioxidantes son dianas de estas reacciones, habiéndose observado cómo la actividad de 

la APX se ve activada por la nitrosilación y persulfidación, mientras que, por el contrario, 

la CAT es inhibida por estas modificaciones (Begara-Morales et al., 2014; Yang et al., 

2015), lo que evidencia el control del sistema antioxidante por RNS y RSS. Evidenciando 

de esta forma la actuación de RNS y RSS para aumentar la capacidad de tolerancia al 

estrés en la planta. También a otras enzimas como la RBOH, la S-nitrosoglutatión 

reductasa (GSNOR) y la L-DES sufren estas modificaciones (Figura 21) (Corpas et al., 

2023). 

 

 
 
Figura 19: Participación del H2O2 en la persulfidación inducida por H2S bajo estrés oxidativo. (A) El H2S 

no puede reducir directamente los residuos de cisteína (-SH); logra la persulfidación reaccionando 

directamente con los enlaces disulfuro (-S-S) de la cisteína. (B) El estrés oxidativo induce la producción de 

H2O2, que a su vez oxida a -SH, a -SOH, y el H2S puede reaccionar directamente con -SOH para sufrir 

perfulfatación. Sin embargo, un aumento sostenido en la concentración de H2O2 continuará oxidando -SOH 

a -SO2H (sulfenilación), e incluso provocará una mayor oxidación irreversible a -SO3H (sulfonación) 

(Modificado de Liu et al., 2024). 
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Figura 20: Esquema de modificaciones postraduccionales (PTMs) mediadas por •NO, de proteínas 

involucradas en vías de señalización, y algunos ejemplos de objetivos identificados en células vegetales 

(Prakash et al., 2019). 

 

El estado de oxidación de las proteínas es crucial para su funcionalidad. Así, un 

incremento en ROS/RNS hace que el estado de oxidación de los S de las cisteínas cambie 

desde la forma tiol (-2) hasta la forma ácido sulfónico (+4), pasando previamente por la 

forma de ácido sulfénico (0), pasando de un estado reversibe a irreversible (Corpas et al., 

2019a) (Figura 21). La interacción entre •NO y O2•- produciendo ONOO- también actúa 

modulando la actividad de proteínas mediante la nitración (Corpas et al., 2021; Prakash 

et al., 2019) (Figura 20). Estas alteraciones en el estado de oxidación, funcionalidad, de 

las proteínas evidencia la interacción entre ROS, RNS y RSS. La interacción entre estos 

tres grupos de radicales libres parece ser clave en los procesos de resistencia a los estreses, 

por lo que su comprensión puede ayudar a un mejor manejo de estos procesos en plantas. 

Si bien es cierto que la interconexión de estas especies reactivas a nivel del peroxisoma 

ha sido descrita y establecida (Corpas et al., 2019a; Corpas & Barroso, 2015). 

 

Aunque la capacidad reductora del H2S podría contrarrestar directamente la capacidad 

oxidante de •NO y O2•- , la acción antioxidante directa del H2S en condiciones fisiológicas 

no parece particularmente relevante. Esto se deriva de la volatilidad y reactividad del H2S, 

lo que lo convierte en una especie química de vida corta en las células, con HS- y otras 

RSS más abundantes. Por lo tanto, la acción antioxidante del H2S es indirecta, a través de 

las interacciones entre RSS, RNS y ROS (Giles et al., 2017; Li & Lancaster, 2013). 
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Figura 21. Diferentes estados de oxidación del S en proteínas. En condiciones normales de aumento de 

contenido de ROS/RNS, los estados de oxidación del S en los residuos de cisteína pueden cambiar de tiol 

(-2) a ácido sulfónico (+4). Este proceso es reversible hasta el ácido sulfénico (0), pero si el contenido de 

ROS/RNS continua aumentando, provocando una mayor oxidación, el proceso puede volverse irreversible 

(Corpas et al., 2019a). 

 

Se ha demostrado que se produce interacciones entre RSS, RNS y ROS; (Figura 22) 

principalmente entre las moléculas de señalización •NO, O2•− y H2S (Zhou et al., 2022). 

De esta manera, el H2O2 induce la síntesis de •NO que, en a su vez, causa la del H2S. En 

A. thaliana tratadas con H2O2 se observa cómo se produce un aumento del •NO; lo que 

provoca el incremento de las actividades CAT, APX y GR, para controlar y eliminar el 

exceso de H2O2, reduciendo así el riesgo de daño oxidativo (Wu et al., 2015). Se ha 

demostrado cómo el aumento del H2S endógeno mediante la aplicación de NaHS aumenta 

la actividad y la expresión génica de la CAT, SOD y POX, reduciendo el daño oxidativo 

inducido por el estrés osmótico (Zhao et al., 2020), toxicidad del Cd (Zhang et al., 2015) 

o estrés Cr (Ahmad et al., 2020). 
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Figura 22: Modelo simplificado de la acción interactiva de ROS, RNS y RSS (RONSS) en las respuestas 

de las plantas durante eventos de desarrollo o desafíos ambientales que inducen estrés (Medrano-Macías et 

al., 2022). 

 

El H2S afecta a la producción, la percepción y la señalización de ROS y RNS  (Hancock 

& Whiteman, 2016), además de ser una parte esencial del metabolismo del azufre y 

aumentando los niveles de GSH (Calderwood & Kopriva, 2014; De Kok et al., 1985). La 

alta relación de GSH respecto a GSSG es crítica para la eliminación de ROS, ya que son 

una parte integral del ciclo de AsA-GSH. El GSH es uno de los principales antioxidantes, 

fundamental para regular los niveles y la señalización de H2O2 en las células (Hancock & 

Whiteman, 2016). El GSH influye en la actividad de las proteínas a través de la S-

glutationación con grupos de tiol (Hancock & Whiteman, 2016; Sun et al., 2013). Los 

H2S también influyen en los niveles de AsA que nuevamente participan activamente en 

la eliminación de ROS y, por lo tanto, se considera un protector a niveles bajos  (Shan et 

al., 2011). 

 

Además, las ROS y RNS también se ven directamente afectados por H2S. Las especies 

de •NO y O2•- producen ONOO-, que genera nuevas señales en las células cuando 

reaccionan con H2S (Carballal et al., 2011). El H2S tiene la capacidad de reaccionar con 

los HO·, H2O2 para producir varios intermediarios, lo que reduce los niveles de ROS 

(Barroso et al., 2006; Li & Lancaster, 2013). Hay evidencias que demuestran cómo el 
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ONOO- y •NO tienen la capacidad de reaccionar con GSH, produciendo GSNO. Este 

compuesto también sirve como reserva y donante de •NO. La enzima GSNOR reduce los 

niveles de •NO en plantas sometidas a estrés abiótico, mediante la conversión de GSNO 

a GSSG y NH3, reduciéndose el GSSG a GSH (Barroso et al., 2006; Lee et al., 2008; 

Leterrier et al., 2012). La formación de GSH permite un más eficaz funcionamiento del 

ciclo de AsA-GSH (Fatma et al., 2016). 

 

La mayor acumulación de GSH inducida por H2S altera el equilibrio redox de la célula, 

lo que en consecuencia puede aumentar la tolerancia de las plantas al estrés ambiental 

(Noctor et al., 2012). El H2S aumenta la producción de •NO, que posteriormente regula 

la retroalimentación de la biosíntesis de H2S (Figura 23). El aumento de ROS puede 

desencadenar la acumulación de H2S y •NO, lo que puede inducir la actividad de las 

enzimas implicadas en su síntesis. Tanto el H2S como el •NO podrían reducir el estrés 

oxidativo al inhibir la producción de ROS, promoviendo las defensas antioxidantes para 

eliminar el exceso de ROS e incrementando su producción (Huang et al., 2021a). 

 

 
Figura 23: Interacción H2S, •NO, y ROS en su metabolismo, y la respuesta al daño oxidativo. El aumento 

de las ROS en respuesta al estrés podría desencadenar la acumulación de H2S y •NO al promover la 

actividad de las enzimas implicadas en su biosíntesis. Tanto el H2S como el •NO, además de promover 

mutuamente su producción, podrían reducir el estrés oxidativo al inhibir la producción de ROS, activando 

las defensas antioxidantes para eliminar el exceso de ROS (Huang et al., 2021b). 
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La interacción entre ROS, •NO y H2S se ha demostrado en diferentes plantas y ante 

diferentes estreses (Huang et al., 2021b; Liu et al., 2021). Así, la interacción entre el H2S 

y el •NO en respuesta al estrés por metales pesados (Jia et al., 2020; Li et al., 2012) permite 

la eliminación eficaz de ROS, con restablecimiento del equilibrio redox. Se ha 

demostrado cómo el H2S tiene un efecto estimulante de la respuesta del sistema 

antioxidante (Kushwaha & Singh, 2020b) y sobre la expresión génica de sus componentes 

(Pandey & Gautam, 2020). Además, esta interacción puede modificar las proteínas 

mediante persulfidación y S-nitrosación (Luo et al., 2020), alterando su actividad. Juntos, 

el •NO y el H2S controlan los componentes del ciclo AsA-GSH y los niveles de ROS, 

especialmente de H2O2 (Da Silva et al., 2017). La relación entre H2S y GSH es 

especialmente importante (Keyster et al., 2020). El GSH muestra una gran afinidad para 

unirse a metales pesados y metaloides, además de formar fitoquelatinas que pueden actuar 

secuestrando estos elementos. Se ha demostrado en diferentes especies vegetales y para 

el estrés inducido por diversos metales pesados (Jia et al., 2020; Kaya et al., 2020a; 

Mostofa et al., 2015) que la interacción entre H2S y GSH reduce la producción de ROS a 

través de la inducción del sistema antioxidante.  

 

 

1.3. Plantas de estudio 

 

Las plantas que se han utilizado como objeto de estudio han sido Solanum lycopersicum 

L. (tomate) y Dittrichia viscosa L. (olivarda). S. lycopersicum es recurrentemente 

empleada como planta modelo en gran cantidad de estudios fisiológicos, bioquímicos y 

moleculares. D. viscosa ha sido estudiada por su gran capacidad de absorción y 

acumulación de metales pesados y metaloides. 

 

El tomate pertenece a la familia Solanaceae. Es una planta herbácea, originaria de la 

región Andina (Peralta & Spooner, 2006). Su domesticación comenzó antes de ser 

introducida en Europa en el siglo XV, intensificándose los siglos posteriores (Bai & 

Lindhout, 2007). En la actualidad, según la Organización de las Naciones Unidas para la 

Agricultura y la Alimentación (FAO), es la segunda hortaliza más cultivada en el mundo, 

por lo que es una especie de cultivo de gran interés agroeconómico. 
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El sistema radicular es robusto, con una longitud de 1,2 a 1,8 m, raíz pivotante y muchas 

raíces secundarias y adventicias. Los tallos son ligeramente angulosos, semileñosos, de 

grosor mediano (≈ 4 cm en la base) y con tricomas simples y glandulares. Sobre ellos se 

disponen hojas de tamaño medio a grande (10 a 50 cm), alternas, pecioladas, 

imparipinnadas con 7-9 foliolos divididos y con numerosos tricomas simples y 

glandulares (Esquinas Alcázar & Nuez Viñals, 1995). En los tallos, usualmente cada tres 

hojas, más o menos, se presentan flores agrupadas en una inflorescencia cimosa que 

semeja a un racimo. Cada racimo usualmente tiene entre 4 a 12 flores, aunque esta 

característica puede variar entre las distintas variedades.  

 

Las flores son hipóginas y regulares, con 5 o más sépalos verdes que siguen creciendo 

una vez cuajado el fruto, y con 5 o más pétalos de color amarillo intenso que se alternan 

con los pétalos. Las anteras de los estambres forman un cono que rodea y cubre el estilo 

y estigma del ovario que está formado por dos o más carpelos. En el momento de antesis, 

el polen de las anteras pasa al estigma y mediante el proceso de autofecundación lleva a 

la fertilización de los óvulos y a la formación de semillas. Desde la polinización hasta la 

maduración transcurren entre 6-10 semanas.  

 

El interés económico y la expansión del cultivo del tomate deriva tanto por las 

características organolépticas, como de las propiedades nutritivas que presenta su fruto, 

rico en vitaminas y antioxidantes como licopeno, β-caroteno y ácido ascórbico (Rosales 

et al., 2006). 

 

La planta de tomate ha sido utilizada como planta de experimentación en numerosos 

estudios relativos a respuesta a estreses, tanto bióticos como abióticos, siendo también 

utilizada en estudios de maduración. Pero, además, el tomate presenta una serie de 

características que la hacen una planta “modelo” para la realización de estudios 

fisiológicos y moleculares. Entre estas características se encuentra la relativa facilidad 

con que puede ser transformado con Agrobacterium tumefaciens  (Cortina & Culiáñez-

Macià, 2005; Qiu et al., 2007), su capacidad para ser injertado en diferentes 

combinaciones con otras plantas (Rivero et al., 2003; Ruiz et al., 2005), y poseer un 

genoma relativamente pequeño (950 Mpb) que ha sido secuenciado completamente 

(Consortium tomato, 2012).  
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Dittrichia viscosa L. Greuter es un arbusto ruderal perenne (Parolin et al., 2014), 

clasificada como nanofanerófita (Conesa et al., 2011) que pertenece a la familia 

Asteraceae (=Compositae), siendo comúnmente llamada “Olivarda”. Es una planta 

robusta, perenne, de base leñosa, glandulosa-pegajosa, y de olor fuerte, alcanzando hasta 

1,5 m de altura. 

 

Las raíces pueden ser bastante grandes, incluso en plantas pequeñas, y la relación entre la 

biomasa subterránea y aérea es de 0,24 (Stavrianakou et al., 2006). Presenta tallos 

erguidos, con bifurcación que comienza en la parte baja del tallo. Las ramas son 

numerosas, extendidas y con ángulos irregulares. Puede alacandar 1,50 m de altura, y 

presenta un dosel muy denso. Presenta gran cantidad de pelos glandulares. Las hojas son 

alternas, oblongo-lanceoladas o lineares, aserradas y, a veces, dentadas o enteras. Las 

hojas basales son linear-oblongas, acuminadas y con dientes espaciados en el borde, las 

hojas superiores carecen de peciolo y abrazan al tallo. Alcanzan un tamaño promedio de 

7 x 1,8 cm y el grosor de 197 μm (Stavrianakou et al., 2006). Los capítulos florales son 

amarillos, numerosos y están agrupados en un racimo compuesto, presentando 

inflorescencias largas, con corola de 2 cm de diámetro. Las flores del disco (centrales) 

son tubulares de un color amarillo-anaranjado y las de la parte externa son liguladas (flor 

de las compuestas con los pétalos de la corola soldados en forma de lengüeta), de color 

amarillo. Los capítulos se sitúan en la parte superior del tallo. El fruto es de tipo aquenio 

(fruto seco de una sola semilla) con vilano amarillo (conjunto de pelos o escamas situados 

en el extremo del fruto de algunas compuestas). Se distribuye por todo el Mediterráneo 

excepto Chipre. Habita en cunetas, terrenos baldíos, colinas pedregosas, lechos de 

torrentes y zonas de suelo alterado  (Parolin et al., 2014). 

 

Presenta una alta capacidad de crecer en suelos pobres, degradados y con altas 

concentraciones de metales pesados, y sometidos a actividades antrópicas invasivas como 

la minería y la industria  (Conesa et al., 2011). Se ha descrito cómo es capaz de colonizar 

espontáneamente suelos pobres en nutrientes y contaminados por contaminantes 

orgánicos e inorgánicos. Es capaz de absorber y translocar Cd, Cu, Fe, Ni, Pb y Zn, los 

cuales absorbe del suelo y transporta muy eficazmente hasta los brotes (Barbafieri et al., 

2011; Jiménez et al., 2011). Murciego et al. (2007) describen la presencia de D. viscosa 

y su capacidad de acumular de Sb en suelos degradados y contaminados por lodos con 

este metaloide de origen minero. Resultados similares, aunque con fuertes variaciones 
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entre los diferentes individuos y localizaciones obtienen Pérez-Sirvent et al. (2012).  

Garrido et al. (2021) describen cómo en D. viscosa, en suelos de una zona minera de Sb, 

acumula grandes cantidades de este metaloide sin sufrir daños oxidativos severos. 

Presenta un alto factor de transferencia para varios elementos minerales (Conesa et al., 

2011; Nogales & Benítez, 2006), por lo que parece ser apta para la fitoestabilización 

(Nogales & Benítez, 2006). Por otro lado, Jiménez et al. (2011) indican su potencial uso 

como fitoestabilizador en ambientes contaminados para estabilizar las escombreras y 

evitar la dispersión de contaminantes por lixiviación o dispersión aérea (Hashimoto et al., 

2008). 
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2. Objetivos 
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral es dilucidar los efectos que la toxicidad por Sb 

tiene sobre parámetros fisiológicos y moleculares de dos especies: Solanum 

lycopersicum, como planta “modelo” y Dittrichia viscosa como potencial planta 

“fitorremediadora”. 

 

De este objetivo general, surgen una serie de objetivos particulares: 

 

1. Respuesta fisiológica de S. lycopersicum a la toxicidad de Sb, alteraciones en el 

crecimiento, actividad fotosintética y acumulación de elementos minerales, así 

como la implicación de las ROS y RNS y del sistema antioxidante en la respuesta 

de defensa. 

 

2. Respuesta a nivel molecular de S. lycopersicum a la toxicidad de Sb, alteraciones 

en el patrón de expresión de genes implicados en la respuesta antioxidante de 

defensa. 

 

3. Evaluación de D. viscosa como planta bioacumuladora de Sb. Implicación de 

ROS, •NO y H2S, y del sistema antioxidante en respuesta a la toxicidad de Sb. 
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3. Material y Métodos 
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Material vegetal, condiciones de crecimiento y tratamientos 

 

Semillas de S. lycopersicum, cv Tres Cantos (Batlle) o D. viscosa (Semillas Silvestres 

S.L.) se esterilizan superficialmente durante 15 min en una solución de hipoclorito de 

sodio (NaClO) al 10% (40 g L-1), se lavan 3 veces con H2O destilada estéril y, se someten 

a imbibición en H2O destilada estéril, con agitación y aireación durante 2 h a temperatura 

ambiente. Después, las semillas se germinan en recipientes de plástico (30 cm x 20 cm x 

10 cm) sobre un sustrato de perlita esterilizada humedecida con solución nutritiva basal 

formado por KNO3 4 mM, Ca(NO3)2·4H2O 3 mM, MgSO4·7H2O 2 mM, KH2PO4· 6 mM, 

NaH2PO4·2H2O 1 mM, ZnSO4·7H2O 10 µM, MnCl2·4H2O 2 µM, CuSO4·5H2O 0,25 

µM, Na2MoO4·2H2O 0,1 µM, H3BO3 10 µM y NaFeIII-EDTA 20 µM, pH 5,8, a 27 ºC, 

en oscuridad durante 3 días/10 días, para S. lycopersicum y D. viscosa, respectivamente. 

Después de la germinación, las plántulas se cultivan durante 5 días/10 días a 27 ºC con 

85% de humedad relativa (HR%) y bajo iluminación constante con una intensidad de 350 

μmol m-2 s-1. 

 

Las plantas se cultivan hidropónicamente en la solución nutritiva basal anteriormente 

descrita en contenedores de polipropileno negro (30 cm x 20 cm x 10 cm; 4 plantas por 

contenedor) (Figura 24). Se cultivan durante 7 días/10 días, en las mismas condiciones 

ambientales que las empleadas en la etapa de germinación (excepto la HR%, que es del 

50%). Para los tratamientos, el Sb se añade en forma de KSb(OH)6: 0,0 (control), Sb 0,5 

mM y Sb 1,0 mM. En todos los tratamientos el pH se ajusta a un valor de 5,8. El medio 

de cultivo se airea continuamente, renovándose cada 4 días. Las plantas son expuestas al 

Sb durante 14 días/17 días. 

 

Se separan las raíces de la parte aérea de cada una de las plantas y se pesan para obtener 

el peso fresco (PF), posteriormente se lavan con H2O destilada, se secan sobre papel de 

filtro. Parte de este material se seca en una estufa de aire forzado a 70 ºC durante 72 h 

para obtener el peso seco (PS) y determinar, posteriormente el contenido en Sb y otros 

elementos minerales; el resto se utiliza para la realización de los análisis microscópicos, 

bioquímicos y moleculares, algunos de estos análisis se realizan directamente en fresco, 

otros en el material almacenado a -80 °C. 
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Figura 24. Sistema de cultivo hidropónico establecido para el cultivo de plántulas sometidas a diferentes 

tratamientos de Sb. 

 

 

Determinación del contenido de Sb y otros elementos minerales 

 

Para determinar las concentraciones de Sb y otros elementos minerales en raíces y parte 

aérea, las muestras como se indica en el apartado anterior, se mantienen en una estufa a 

70 °C durante 72 h, triturándose en un mortero cerámico, siendo posteriormente 

sometidas a una digestión oxidante ácida con HNO3 (65%) y H2O2 (30%), en un horno 

microondas Start D de alta presión de la marca Milestone. Se utiliza un programa de 

digestión en un rango de potencias y temperaturas, con una duración total de 1h 50 min 

(5 min a 500 W y 100 °C, 15 min a 700 W y 170 °C, 5 min a 900 W y 200 °C, 15 min a 

900 W y 200 °C, y finalmente se dejan enfriar 1 h 10 min). El contenido mineral se 

determina mediante espectrometría de masas de plasma acoplado inductivamente (ICP-

MS). El contenido de Sb y resto de elementos minerales se determina en un laboratorio 

certificado UNE-EN ISO/IEC 17025 utilizando un equipo Agilent ICP-MS, modelo 

NexION 300, Perkin Elmer, de acuerdo con (Lehotai et al., 2012). El control de calidad 

de los ensayos se realiza mediante calibraciones frente a estándares comerciales 

certificados, llevándose también a cabo controles de deriva para garantizar la fiabilidad 

de los análisis. 

 

El factor de bioacumulación (FB) se calcula a partir de la relación entre la concentración 

del elemento en las raíces o en la parte aérea y la presente en la solución de cultivo. El 

factor de translocación (FT) se calcula a partir de la relación entre la concentración del 

elemento en la parte aérea y en las raíces. 
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Determinación del contenido hídrico relativo (CHR %) 

 

Para determinar el contenido hídrico relativo (CHR %) de las hojas se toma el material 

fresco de acuerdo con el método descrito por (Smart & Bingham, 1974). Se recolectan 

discos de hojas procedentes de los diferentes tratamientos, determinándose el PF de cada 

uno de ellos. Posteriormente se sumergen en H2O destilada durante 1 h, se secan 

superficialmente con papel de filtro y se pesan para obtener el peso turgente (PT). 

Finalmente, se secan en una estufa (J.P. Selecta Conterm) a 70 ºC durante 24 h, pesándose 

para obtener el PS. El CHR % se calculó: 

 

CHR	% = 	 (PF − PS)(PT − PS)	 · 100 

 

 

Determinación del área foliar 

 

Se realizan fotografías de todas las hojas de cada una de las plantas con una cámara DXM 

1200C (Nikon® Corp., Japón). Cada fotografía se analiza con el software gratuito Fiji 

Image J (Wayne Rasband, NIH, USA). Al menos, se utilizan 15 plantas, con tres 

repeticiones por tratamiento. El área total se calcula utilizando las herramientas de 

polígono y medida en todas las hojas de cada planta. 

 

 

Determinación del contenido de proteínas, aminoácidos solubles totales y prolina 

 

El material vegetal almacenado a -80 ºC (raíces y hojas) de los tratamientos control y con 

Sb se homogeneiza (0,2 g mL-1) en tampón fosfato (PBS) 50 mM, pH 7,0, filtrándose a 

través de muselina y centrifugándose a 12360 g durante 15 min. El sobrenadante se utiliza 

para los ensayos de cuantificación de proteínas y aminoácidos solubles. Para la 

determinación de proteínas se utiliza el método de Bradford (1976) expresándose los 

resultados como mg g-1 PF frente a una curva estándar de seroalbúmina bovina. Para la 

determinación de aminoácidos se utiliza el método de Yemm et al. (1955) con el reactivo 

de ninhidrina y los resultados se expresan en mg g-1 PF frente a una curva patrón de 

glicina. 
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El contenido de prolina se determina según el método de Bates et al. (1973). Se 

homogenizan 0,5 g/1,0 g de raíces/hojas en 2,5 mL de ácido sulfosalicílico al 3%, se 

filtran y centrifugan a 10000 g durante 10 min, posteriormente, 500 μL del sobrenadante 

se añaden a una mezcla de los mismos volúmenes de ácido acético glacial y ninhidrina. 

La mezcla resultante se incuba a 100 ºC durante 1 h, colocándose después en hielo para 

detener la reacción. A cada tubo de reacción se le añaden 1,5 mL de tolueno, agitándose 

durante 20 s y, tras 5 min de reposo, se mide la A520, expresandose el resultado como μg 

de prolina g-1 PF. 

 

 

Determinación del contenido de pigmentos fotosintéticos y de la eficiencia 

fotosintética 

 

Se toman discos de hojas adultas (0,125 g) y se incuban en 10 mL metanol durante 24 h 

en oscuridad y a temperatura ambiente. Los contenidos de clorofila a, clorofila b y 

carotenoides se determinan espectrofotométricamente midiendo la A666, A653 y A470. Los 

contenidos totales de clorofila y carotenoides se calculan de acuerdo con  Wellburn 

(1994), expresándose como µg g-1 PF. 

 

La determinación de los parámetros fotosintéticos se realiza en la zona media de hojas 

superiores y completamente expandidas, al final de cada tratamiento, siendo previamente 

adaptadas a la oscuridad durante 10 min, midiéndose después la fluorescencia mínima 

(F0), la fluorescencia máxima (FM) y la eficiencia fotosintética máxima (FV/FM) con un 

fluorómetro portátil (Chlorophyll Fluorometer, OS-30p, Opti-Sciences). Se calculan 

también la fluorescencia variable (FV) y las constantes de velocidad de desactivación 

fotoquímica y no fotoquímica de las moléculas excitadas de clorofila (FV/F0). 

 

 

Determinación de la peroxidación lipídica, producción de O2•− y contenido de H2O2, 

•NO y H2S 

 

La peroxidación de los lípidos de membrana se determina espectrofotométricamente a 

partir de la formación de malondialdehído (MDA) formado a partir de ácido 2-

tiobarbitúrico (TBA). Para ello, se homogenizan raíces/hojas (almacenadas a -80 ºC) en 
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TBA 0,25% y ácido tricloroacético (TCA) 10%, se incuban a 95 ºC durante 30 min, 

filtrándose y centrifugándose a 8800 g durante 10 min. La cantidad de MDA se determina 

a partir de A532–A600 (ε = 155 mM-1 cm-1), expresandose el resultado como μmol MDA 

g-1 PF (Fu & Huang, 2001) 

 

La producción de O2•− se cuantifica a partir de la formación de adrenocromo. Se 

homogenizan raíces y hojas almacenadas a -80 ºC, (0,5 g mL-1) a 4 ºC en 1 mL de PBS 

50 mM (pH 6,0), EDTA 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,5 mM, β-

mercaptoetanol 1 mM, polivinil polipirrolidona (PVPP) al 1%. El homogeneizado se filtra 

y centrifuga a 39000 g durante 30 min a 4 ºC, utilizándose el sobrenadante. La producción 

de O2•− se mide a partir de la oxidación de epinefrina a adrenocromo a A480 (ε = 4,02 mM-

1 cm-1) en un medio de reacción que contiene epinefrina 1 mM, tampón acetato 25 mM 

(pH 5,0) y el extracto enzimático (Garrido et al., 2012; Misra & Fridovich, 1972). 

 

El contenido de H2O2 se determina de acuerdo con (Alexieva et al., 2001). Se 

homogenizan raíces/hojas frescas (0,5 g) en frío con 5 mL de TCA al 0,1% (p:v). El 

homogeneizado se centrifuga a 12000 g durante 15 min a 4 ºC. Se añaden 500 µL del 

sobrenadante a 500 µL de PBS 10 mM (pH 7,0) y 1 mL de KI 1 M. Se determina la A390 

y el contenido de H2O2 se calcula a partir de una curva estándar. 

 

El •NO se determina de acuerdo con el método descrito por Zhou et al. (2005). Así, se 

homogenizan raíces/hojas frescas (0,5 g) en 3 mL de tampón de ácido acético glacial 50 

mM (pH 3,6) que contiene acetato de zinc al 4%. El homogeneizado se centrifuga durante 

15 min a 11500 g y 4 ºC, y el sobrenadante se toma y se neutraliza añadiendo 100 mg de 

carbón vegetal. Después de agitar y filtrar, el filtrado se lixivia y recoge, mezclándose 1 

mL con 1 mL de reactivo de Griess. Tras incubr la mezcla 30 min, se mide la absorbancia 

a A540. El contenido de •NO se estima a partir de una curva de calibración de nitrito de 

sodio como estándar, expresándose el contenido en nmol g-1 PF. 

 

Para la determinación del contenido de H2S, raíces/hojas frecas (1 g) se trituran en 

nitrógeno líquido, extrayéndose con 1 mL de PBS 50 mM (pH 6,8), EDTA 0,1 M y ácido 

ascórbico 0,2 M, centrifugándose a 14000 g, 15 min a 4 ºC. Posteriormente, se mezclan 

400 μL del sobrenadante en 200 μL de acetato de zinc al 1% y 200 μL de HCl 1 N, y se 

incuba 30 min. Después se añaden a 100 µL de dimetil-p-fenilendiamina 5 mM disueltos 
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en HCl 7 mM y 100 µL de sulfato férrico de amonio 50 mM en HCl 200 mM. Tras 15 

min de incubación a temperatura ambiente, se mide A670 (Zhang et al., 2008). El 

contenido de H2S se calcula a partir de la curva patrón de Na2S y se expresa como nmol 

g-1 PF. 

 

 

Determinación de actividades enzimáticas 

 

La mayor parte de las actividades enzimáticas (SOD, POX, CA-POX, APX, DHAR, GR 

y GSNOR) se realizan en un extracto realizado homogeneizando raíces u hojas 

almacenadas a -80 ºC (0,5 g mL-1) a 4 ºC en PBS 50 mM (pH 6,0), PMSF 0,5 mM, β-

mercaptoetanol 1 mM, PVPP al 1%. El homogeneizado se filtra y centrifuga a 39000 g 

durante 30 min a 4 ºC, el sobrenadante se utiliza para los ensayos enzimáticos. Para la 

determinación de la actividad MDHAR, el material almacenado a -80 ºC se homogeneiza 

a 4 ºC en PBS (0,5 g mL-1) 50 mM (pH 7,8) y PVPP al 2%, filtrándose y centrifugándose 

a 20000 g durante 15 min a 4 ºC, finamente el sobrenadante se utiliza para las medidas 

de actividad. La actividad GST se determina en un homogenizado de material fresco en 

un tampón Tris-HCl 250 mM (pH 7,8) (0,15 g mL-1 y 0,5 g mL-1 para hojas y raíces, 

respectivamente), se filtra y y centrifuga a 39000 g durante 30 min a 4 ºC, el sobrenadante 

se utiliza para el ensayo enzimático. La actividad L-DES se determina en un extracto 

enzimático obtenido a partir de 1 g de raíces/hojas (almacenadas a -80 °C) molidas en un 

mortero con nitrógeno líquido y se homogeneiza en 1 mL de Tris-HCl 20 mM (pH 8,0), 

centrifugándose a 15000 g durante 15 min a 4 ºC. Para la actividad polifenoloxidasa 

(PPO; EC 1.14.18.1), se obtiene un extracto enzimático del material vegetal almacenado 

a -80 °C (0,2 g) que se homogeniza a 4 ºC en 1 mL de PBS 50 mM (pH 6,5) y 1% de 

PVPP, filtrándose y centrifugándose a 20000 g durante 130 min a 4 ºC, y el sobrenadante 

obtenido se utiliza para medir esta actividad. El contenido de proteínas se determina 

mediante el método de Bradford (1976) 

 

La actividad SOD se determina en un medio que contiene PBS 50 mM, pH 7,8, EDTA 

0,1 mM, riboflavina 1,3 μM, metionina 13 mM y tetrazolio 4-nitro azul (NBT) 63 μM y 

el extracto enzimático (Beauchamp & Fridovich, 1971), La actividad se cuantifica 

mediante el porcentaje de inhibición de la reducción del NBT (A560) por la presencia de 

SOD, expresándose el resultado como U SOD min-1 mg-1 proteína, definiéndose una 
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unidad de SOD como la cantidad de enzima necesaria para provocar un 50% de inhibición 

de la reacción. 

 

La actividad POX se determina midiendo los cambios de A590 (ε = 47,6 mM-1cm-1) (Ngo 

& Lenhoff, 1980) en un medio que contiene ácido 3-dimetilaminobenzoico (DMAB) 3,3 

mM, 3-metil- 2-benzotiazolinona hidrazona clorhidrato (MBTH) 66,6 μM en PBS 50 mM 

(pH 6,0) y el extracto enzimático, y expresado como nmol DMAB-MBTH min-1 mg-1 

proteína. 

 

La actividad coniferil-alcohol peroxidasa (CA-POX) se determina midiendo la 

disminución de A265 en un medio de reacción compuesto por CA 0,1 mM en tampón 

acetato 25 mM (pH 5,0) (ε = 7,5 mM-1 cm-1) y el extracto enzimático. Una unidad de CA-

POX se define como la cantidad de enzima necesaria para provocar la oxidación de 1 

nmol de CA min-1 a 25 ºC, pH 5,0. (Kotaniemi et al., 2005) 

 

La actividad APX se determina siguiendo la disminución de A290 durante 3 min (ε = 2,8 

mM-1 cm-1) en PBS 0,1 M (pH 7,5), AsA 0,5 mM, H2O2 0,2 mM, y el extracto enzimático 

(Rao et al., 1996), expresando el resultado como μmol de AsA min-1 mg-1 proteína. 

 

La actividad DHAR se determina a partir de la oxidación de DHA midiéndose a A265 (ε 

= 14 mM-1 cm-1) (De Gara et al., 2003) en un medio que contiene PBS 0,1 M (pH 6,5), 

EDTA 0,5 mM, GSH 2,5 mM, DHA 0,5 mM y el extracto enzimático. La actividad de 

DHAR se expresa como nmol de AsA min-1 mg-1 proteína. 

 

La actividad MDHAR se determina a partir de la oxidación de NADH a A340 (ε = 6,22 

mM-1 cm-1) (Hossain et al., 1984) en un medio que contiene tampón Tris-HCl 50 mM (pH 

7,8), AsA 10 mM, NADPH 0,2 mM, 0,5 unidades de ascorbato oxidasa y el extracto 

enzimático, expresando el resultado como μmol NADH min-1 mg-1 proteína. 

 

La actividad GR se determina a A340 a partir de la oxidación de NADPH (ε = 6,22 mM-1 

cm-1) (De Gara et al., 2003) en un medio que contiene PBS 0,1 M (pH 7,5), EDTA 0,5 

mM, GSSG 0,5 mM, NADPH 0,2 mM y el extracto enzimático, expresándose el resultado 

como nmol NADPH min-1 mg-1 proteína. 
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La actividad GSNOR se determina espectrofotométricamente a A340 a partir de la 

oxidación de NADH (Sakamoto et al., 2002) en un medio de reacción que contiene Tris-

HCl 20 mM (pH 8,0), EDTA 0,5 mM, NADH 0,2 mM, GSNO 400 μM y el extracto 

enzimático. La actividad GSNOR se expresa como nmol NADH min-1 mg-1 proteína. 

 

La actividad GST se determina a A340 durante 6 min en un medio de reacción que contiene 

PBS 0,1 M (pH 7,0), GSH 0,2 mM, 1-cloro, 2,4-dinitrobenceno (CDNB) 0,1 mM (ε = 9,6 

mM-1 cm-1) y el extracto enzimático, expresándose como nmol CDNB min-1 mg-1 proteína 

(Hossain et al., 2009). 

 

La actividad L-DES se determina, de acuerdo con el método descrito por 

Riemenschneider et al. (2005). en 1 mL de ditiotreitol 2,5 mM, L-cys 0,8 mM, Tris-HCl 

100 mM (pH 9,0) y 0,1 mL de extracto enzimático, iniciándose la reacción por la adición 

de L-cys, y tras una incubación de 15 min a 37 ºC, la reacción se para por la adición de 

100 μL de FeCl3 30 mM en HCl 1,2 N y 100 μL de diclorhidrato de N,N-dimetil-p-

fenilendiamina 20 mM en HCl 7,2 N. La formación de azul de metileno se determina a 

A670 y la actividad enzimática se estimó a partir de una curva de calibración, utilizando 

Na2S como patrón estándar, expresándose como nmol H2S min-1 mg-1 proteína. 

 

Finalmente, la actividad PPO se determina con los cambios en A390 a 30 ºC en un medio 

que contiene el extracto enzimático, PBS 100 mM, Tritón X-100, y ácido cafeico  

(Thipyapong et al., 1995), expresando el resultado como U PPO mg-1 proteína. 

 

 

Determinación de los componentes del ciclo AsA-GSH 

 

Para determinar el contenido de AsA, DHA, GSH y GSSG, se homogenizan raíces/hojas 

almacenadas a -80 ºC (1 g mL−1) en ácido metafosfórico al 5% en un mortero de 

porcelana. El homogeneizado se filtra y centrifuga a 16000 g, 20 min a 4 ºC. La 

determinación del AsA total y GSH total se realizan de acuerdo con De Pinto et al. (1999). 

Así, el AsA total se determina en un medio de reacción que contiene el extracto, PBS 150 

mM (pH 7,4) y EDTA 5 mM, incubándose 15 min en la oscuridad. Después, se añade 

NEM (N-etilmaleimida) al 0,5%, TCA al 10%, ácido ortofosfórico al 44%, dipiridilo al 

4% y FeCl3 110 mM, incubándose a 40 ºC durante 40 min, también en oscuridad. La 
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reacción se detiene con hielo y se determina la A525. Para medir la cantidad de AsA, se 

añade DTT 10 mM (DL-ditiotreitol) al medio de reacción antes de la incubación en 

oscuridad, y para determinar el AsA total se añadien 100 µL de H2O. La concentración 

de DHA se estima a partir de la diferencia entre el AsA total (AsA + DHA) y AsA. 

 

El GSH se determina añadiendo 0,4 µL de extracto a 0,6 µL de PBS 0,5 mM (pH 7,5) 

(De Pinto et al., 1999). El medio de reacción contiene el extracto, NADPH 0,3 mM, PBS 

150 mM (pH 7,4), EDTA 5 mM y ácido 5,5'-ditiobis[2-nitrobenzoico] (DTNB) 0,6 mM 

agitándose y dejándose reposar durante 4 min, tras los que se añaden 2 U GR mL-1 y se 

mide la variación de A412 durante 1 min. Para determinar el contenido de GSSG, la mezcla 

se incuba durante 1 h en oscuridad con 2-vinilpiridina (20 μL) para eliminar el GSH y, 

para determinar el contenido total de glutatión, se agregan 20 μL de H2O. La cantidad de 

GSH se obtiene como la diferencia entre el contenido total (GSH + GSSG) y la cantidad 

de GSSG. 

 

 

Determinación del contenido fenólico 

 

Los fenoles, flavonoides y fenilpropanoides glicósidos (PPGs) se extraen mediante la 

homogenización de raíces/hojas almacenadas a -80 ºC en una mezcla de metanol, 

cloroformo y NaCl al 1% (1:1:0.5), filtrándose y centrifugándose a 3200 g durante 10 

min.  

 

Los fenoles totales se determinan a A765 en un medio de reacción que contiene 0,5 mL 

del sobrenadante, 1,5 mL de Na2CO3 al 2%, 0,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 

2,75 mL de H2O destilada  (Singleton et al., 1985), expresándose el resultado como μg de 

ácido caféico g-1 PF a partir de una curva patrón. 

 

El contenido total de flavonoides se mide de acuerdo con el método de Kim et al. (2003). 

A 0,5 mL de un alícuota del extracto previamente obtenido, se añaden 0,15 mL de NaNO2 

al 5% y 2 mL de H2O destilada, incubándose 5 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente se añaden 0,15 mL de AlCl3.6H2O al 10% y 1 mL de NaOH 1 M, 

agitándose e incubándose durante 15 min a temperatura ambiente, midiéndose la A415. El 

resultado calculándose a partir de una curva patrón como μg de rutin g-1 PF.  
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Finalmente, los PPGs se determinan añadiendo 1 mL del sobrenadante a un medio de 

reacción que contiene 2 mL de HCl 0,5 M, 2 mL de NaNO3 al 10% y Na2MoO4.2H2O al 

10%, y 10 mL de H2O destilada, tras 10 min de incubación se mide la A525 (Gálvez et al., 

2005), expresándose el resultado como μg verbascósido g-1 PF a partir de la 

correspondiente curva patrón. 

 

 

Visualización y determinación de ROS, RNS y H2S 

 

Las raíces (20 mm) de las plantas control y tratadas con Sb se incuban 30 min en la 

oscuridad a 37 ºC con 2´,7´-diclorofluoresceína diacetato (DCF-DA) 25 μM (sonda de 

H2O2) o dihidroetidio (DHE) 10 μM (sonda de O2•–) en 10 Tris-HCl mM, pH 7,4, 

lavándose tres veces durante 15 min con el mismo tampón sin las sondas (Valderrama et 

al., 2007). 

 

Para determinar •NO y ONOO-, las raíces se incuban 60 min en la oscuridad a 25 ºC con 

Diaminofluoresceína diacetato (DAF-2DA) 10 μM (sonda de •NO) o 3′-(p-aminofenill) 

fluoresceína (APF) 10 μM (para de ONOO-) en Tris HCl 10 mM, pH 7,4. Después se 

lavan tres veces durante 15 min cada vez con el mismo tampón  (Valderrama et al., 2007). 

 

Para detectar RSNO, las muestras de raíces intactas se incubaron 60 min en la oscuridad 

a 25 ºC con NEM 10 mM, lavándose tres veces (15 min cada vez) con Tris-HCl 10 mM, 

pH 7,4. Posteriormente se incuban en Alexa-Fluor 488-Hg 10 μM (sonda de RSNO) 

durante 60 min en oscuridad a 25 ºC (Corpas et al., 2008b). Finalmente, se lavan con el 

mismo tampón tres veces (15 min cada vez).  

 

Para detectar H2S, las raíces se incuban 40 min en 7-azido-4-metilcumarina (AzMC) 100 

μM en PBS 10 mM (pH 7,4) en la oscuridad y a temperatura ambiente (Liu et al., 2017), 

lavándose tres veces con el mismo tampón (15 min cada vez).  

 

En todos los casos, las raíces enteras (no fijadas) se colocan en un portaobjetos y se 

examinan bajo microscopía de fluorescencia (microscopio Axioplan-Zeiss). En cada 

caso, λexc y λem se ajustan a la sonda respectiva. 
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Se utilizan, al menos, cinco raíces para cada uno de los tratamientos, con tres repeticiones 

independientes. Las imágenes se procesan y analizan utilizando el programa ImageJ, 

expresándose la intensidad de la fluorescencia en unidades arbitrarias de fluorescencia 

(UAF). 

 

Las cantidades de ROS y RNS también se determinan espectrofluorométricamente. 

Brevemente, se trituran muestras de 1 g de raíces de cada tratamiento en nitrógeno líquido 

y se homogenizan en 5 ml de EDTA 1 mM, DTT 2 mM, PMSF 1 mM, Triton X-100 al 

0,2% y Tris-HCl 50 mM, pH 7,4 y en oscuridad. Posteriormente se centrifuga a 17000 g 

durante 30 min a 4 ºC, desechándose el precipitado. Para cada muestra, el medio de 

reacción contiene 100 μL de extracto crudo (sobrenadante) y 900 μL de Tris-HCl 10 mM, 

pH 7,2 ssin (blanco) o con la sonda fluorescente respectiva (DCF-DA 25 μM, DHE 10 

μM, DAF-10 μM). 2DA, APF 10 μM o Alexa-Fluor 488-Hg 10 μM). Como controles 

negativos se utilizan los respectivos eliminadores de la especie reactiva diana. La mezcla 

de reacción se incuba a 37 ºC durante 1 h midiéndose la fluorescencia en un 

espectrofluorímetro (Eppendorf®, Alemania). En cada caso, λexc y λem se ajustan a cada 

sonda  (Airaki et al., 2012; Corpas et al., 2008b; Gaupels et al., 2011; Signorelli et al., 

2016; Valderrama et al., 2007). La fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias de 

fluorescencia (UAF) μg-1 de proteína. 

 

 

Extracción de RNA y transformación de cDNA 

 

Se recolectan raíces y hojas de plantas cultivadas en las diferentes condiciones 

experimentales (control, 0,5 mM Sb y Sb 1,0 mM Sb). A nivel de hojas, este análisis se 

realiza en primer lugar en muestras foliares de verticilos más basales, por tanto, más 

maduros a tiempo final (14 días después de estar sometido al estrés abiótico; t3). También 

se toman muestras foliares de verticilos más apicales, más jóvenes, a 1, 7 y 14 días de 

exposición a la toxicidad por Sb (t1, t2 y t3, respectivamente). El material vegetal se 

congela en nitrógeno líquido y el RNA se extrae y purifica en el kit Spectrum Plant Total 

RNA (Sigma-Aldrich®, Milwaukee, EE. UU.) y RNase-Free DNase (Qiagen® 

(Alemania) Nº 79254). La cantidad y calidad del RNA en la solución resultante se 

determina utilizando un biofotómetro Eppendorf D30 (Eppendorf®, Alemania). La 

integridad del RNA extraído se evalúa mediante electroforesis en gel con tampón TBE 
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1x InvitrogenTM, Massachusetts, EE. UU.) y con GelStarTM (LonzaRockland Inc., 

Maine, EE. UU.) como agente intercalante, cargando 2,5 µL de RNA de cada muestra en 

10 µL de H2O libre de RNasa (InvitrogenTM, Massachusetts, EE.UU.) y 2 µL de tampón 

de carga (InvitrogenTM, Massachusetts, EE.UU.). Los resultados se visualizan en un 

transiluminador Azure Imaging System C200 (Azure Biosystems® Inc., California, EE. 

UU.). Posteriormente, muestras de 1-2 µg del RNA purificado se somenten a la acción de 

la transcripción inversa con el kit de transcripción inversa de cDNA de alta capacidad de 

Applied Biosystems® (California, EE. UU.), realizándose la reacción en un 

termociclador (Eppendorf, Hauppauge, NY, EE. UU.) con una primera etapa a 25 ˚C 

durante 10 min, seguida de una segunda etapa a 37 ˚C durante 120 min, y una tercera 

etapa final a 85 ˚C durante 5 min, obteniéndose finalmente el cDNA monocatenario. 

 

 

PCR y qRT-PCR 

 

En primer lugar, se realiza una PCR (Reacción en cadena de la polimerasa) utilizando la 

versión Taq Hot Start Premix de Takara Bio Inc. (Shiga, Japón) con los cebadores que se 

muestran en la Tabla 1, para verificar que cada par de cebadores no producen 

amplificaciones no específicas. El protocolo para la realización de la PCR desarrollada 

consiste en la activación de la polimerasa a 95 ºC durante 5 min; un ciclo térmico con 3 

pasos: 95 ºC durante 30 s, 57 ºC durante 30 s, alargamiento 72 ºC durante 30 s y 40 ciclos; 

y una extensión final a 72 ºC durante 10 min. Los productos de la PCR se revelan en 

agarosa al 1% mediante electroforesis en gel con tampón TBE 1x InvitrogenTM, 

Massachusetts, EE. UU.) y con GelStarTM (LonzaRockland Inc., Maine, EE. UU.) como 

agente intercalante. Los resultados se visualizan en un transiluminador Azure Imaging 

System C200 (Azure Biosystems® Inc., California, EEUU). 
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Tabla 1. Cebadores empleados para la síntesis de cDNA de S. lycopersicum. Se indican los nombres de los 

genes, su identifiación (ID), su secuencia en sentido (5´® 3´), y su tamaño (pb) 

 

 
 

La amplificación en tiempo real se monitoriza con SYBR Green (Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, EE. UU.) en un instrumento de detección y amplificación 

QuantStudio 1 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific R, Massachusetts, EE. 

UU.). Cada gen diana se empareja con dos genes de referencia diferentes: actina 

[Solyc04g011500.2.1] y β-tubulina [Solyc04g081490.2.1]). Ambos se utilizan como 

genes de mantenimiento ya que en estudios relacionados con el estrés abiótico (Løvdal & 

Lillo, 2009) se recomiendan para normalizar la expresión genética de los genes diana. La 

expresión de cada gen diana en relación con la expresión del gen de referencia se calcula 

utilizando el método 2-ΔΔCt. 

 

 

Análisis bioinformático 

 

Se analizan las secuencias codificantes y peptídicas de las enzimas GR y GST (Tabla 2). 

Las secuencias se obtuvieron en las bases de datos GRAMENE (www.gramene.org) y 

Solgenomics (https://solgenomics.net/) (Fernandez-Pozo et al., 2015). El análisis consiste 

en un alineamiento global de la secuencia codificante de nucleótidos y la secuencia de 

https://solgenomics.net/
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aminoácidos utilizando el software Geneious Prime 2023 (Geneious Biologics 2023 

(https://www.geneious.com/biopharma)). Para estos alineamientos se utiliza la matriz 

Blosum90 (BLOcks of amino acid Substitution Matrix; con una identidad máxima del 

90%) con "free end gaps", y la distancia genética se calcula con el modelo de Jukes-

Cantor (Ortega et al., 2019). Los dominios, motivos y residuos conservados de proteínas 

se identifican y se asignan a las proteínas deducidas. El análisis filogenético se realiza 

utilizando el modelo Jukes-Cantor y Neighbor-Joining como modelo estadístico (Saitou 

& Nei, 1987). La interacción de las proteínas diana se predice utilizando la base de datos 

STRING versión 11.0 (https://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2019)  

 

 

Análisis estadístico 

 

Para los valores de longitud, peso, contenido mineral, actividades enzimáticas, 

compuestos antioxidantes se realiza el U-test de Mann-Whitney, siendo los valores 

representados las medias y desviación típica de, al menos 10 réplicas, obtenidas de tres 

experimentos independientes. Para los valores obtenidos del área foliar se realiza una 

prueba t de Student para análisis estadístico con Microsoft Excel (Microsoft® Corp., 

Alburquerque, EE.UU.). Las diferencias significativas se presentan como *p < 0,05 y **p 

< 0,01. Los datos presentados son las medias y desviación típica de, al menos 15 réplicas 

obtenidas de tres experimentos independientes. 

 

A todos los valores obtenidos en los estudios moleculares se les realiza una prueba de 

Shapiro-Wilk para determinar si los datos muestran una distribución normal. La prueba 

ANOVA unidireccional o la prueba de Kruskal-Wallis se realizan con RStudio versión 

4.3.2 (RStudio, Inc., Boston, Massachusets, EE. UU.). En ambos casos, estas pruebas se 

utilizan para determinar la significación estadística (las diferencias significativas se 

presentan como *p < 0,05 y **p < 0,01). Los datos presentados son las medias y error 

típico de, al menos 15 réplicas obtenidas de tres experimentos independientes. 

 

 

 

 

 

https://string-db.org/
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4. Resultados y Discusión 
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4.1. Respuesta fisiológica de 

Solanum lycopersicum a la 

toxicidad de Sb 
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4.1.1. Resultados 

 

Efecto del Sb sobre el crecimiento, área foliar, peroxidación lipídica, contenido en 

prolina y contenido hídrico relativo de plantas de tomate 

 

En las plantas de tomate cultivadas durante 14 días en presencia de 0,5 mM Sb y 1,0 mM 

Sb, se observa una significativa reducción en la longitud de las raíces, respecto del control 

(Tabla 3, Figura 25). Esta disminución para ambas concentraciones de Sb es del 12%, 

mientras que la longitud de la parte aérea apenas se ve afectada. En cuanto al PF, se 

observa una disminución en las raíces de un 25% en ambas concentraciones. Este efecto 

es mayor en la parte aérea, sobre todo con 1,0 mM Sb con una reducción del 35%, 

mientras que con 0,5 mM Sb es del 27%. El Sb induce la alteración en la relación 

PFRaíces/PFParte aérea con valores más altos que los grupos control. Este resultado indica una 

mayor afectación en la parte aérea en respuesta a la toxicidad por Sb. En cuanto al PS, la 

disminución en las raíces es del 20% y del 25% en la parte aérea, sin diferencias entre 

ambas concentraciones. No se produce alteración en la relación de PSRaíces/PSParte aérea. El 

fenotipo de las plantas sometidas a toxicidad por Sb (Figura 25A,B) muestra clorosis y 

lesiones necróticas en las hojas, mientras que en las raíces se observa junto al menor 

desarrollo la aparición de tonalidades parduzcas, especialmente en 1,0 mM Sb. También 

se observa una fuerte alteración del área foliar (Figura 26), con descensos del 37% y 63% 

para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente. 

 

La peroxidación lipídica, determinada por la cantidad de MDA detectada en las raíces, 

muestra el desarrollo de un daño oxidativo inducido por el cultivo en el medio con Sb. 

Así, se produce un incremento en los niveles de MDA del 8% y 29% cuando el medio de 

cultivo contiene 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb respectivamente, en comparación con los 

valores control. Sin embargo, en las hojas el efecto sobre la peroxidación lipídica es 

menor, sin alteración para 0,5 mM Sb y con tan sólo un 9% de incremento de MDA en 

presencia de 1,0 mM Sb (Tabla 4). Esta respuesta es la contraria a la observada para el 

contenido en prolina. Como puede verse en la Tabla 4, el contenido en prolina no se ve 

alterado en las raíces de forma significativa, pero sí en las hojas, observándose un 

incremento de este osmolito que puede llegar a ser un 50% superior (0,5 mM Sb) respecto 

al control. El CHR % disminuye, del 93% al 84% (descenso del 10% valor control) y 

75% (descenso del 20% valor control) para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb respectivamente. 
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Figura 25. (A) Plantas enteras de tomate y (B) hojas procedentes de plantas control y tratadas con 0,5 mM 

Sb y 1,0 mM Sb (14 días de tratamiento con Sb). 
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Figura 26. Índice de área foliar en plantas control y tratadas con 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb. Los datos son 

medias de, al menos cuatro experimentos independientes ±SD. Letras diferentes indican diferencias 

significativas. 
 

Efecto del Sb en la acumulación de Sb y otros elementos minerales 

 

En la Tabla 5 se muestra que el incremento en la cantidad de Sb en el medio de cultivo 

provoca un significativo y fuerte aumento en la absorción y acumulación de este 

elemento, tanto en raíces como en la parte aérea. Cuanto mayor es la cantidad de Sb 

presente en el medio, mayor es la absorción y el transporte hasta la parte aérea. En ambas 

concentraciones se observa cómo la capacidad de acumulación es mucho mayor es raíces. 

Los valores del FB obtenidos muestran claramente la gran capacidad de absorción y 

acumulación de Sb, tanto en la aérea como radicular, sobre todo con 0,5 mM Sb. La 

absorción muestra una tendencia a la saturación, tal y como se pone de manifiesto 

observando los valores del FB. En cuanto a los valores de FT, se observa que aumentan 

de forma proporcional a la concentración de Sb, (0,03 y 0,42 para 0,5 mM Sb y 1,0 mM 

Sb, respectivamente). 

 

La presencia de Sb en el medio, y su absorción por los tejidos altera también la absorción 

y acumulación de otros elementos minerales esenciales. En la Tabla 6 se muestran las 

concentraciones de Fe, Mg, Mn, Cu y Zn, en parte aérea y radicular.  El contenido en Fe, 

Mn y Mg disminuye drásticamente en las raíces por valor de 80%, 35% y 37%, 

respectivamente, en 1,0 mM Sb. Por el contrario, el contenido en Cu y Zn de las raíces se 

incrementa significativamente hasta el 82% y 26%, respectivamente, en 1,0 mM Sb. El 

contenido en la parte aérea de Fe y Mg disminuye, no viéndose alterado el contenido en 

Mn y Zn. Por el contrario, el Cu incrementa su contenido (x2) en ambos tejidos.  
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Efecto del Sb sobre el contenido en pigmentos fotosintéticos y la eficiencia 

fotosintética 

 

El contenido en clorofila a y clorofila b disminuye en las hojas procedentes de las plantas 

cultivadas con Sb, tanto más cuanto mayor es la concentración de Sb del medio (Tabla 

7). El contenido total en clorofilas desciende un 32% en 0,5 mM Sb y un 40% con 1,0 

mM Sb. Se observa una disminución tanto de clorofila a como de b, aunque en esta última, 

la disminución es mayor. Este cambio se traduce en un aumento en la relación clorofila 

a/b, que pasa de 1,98 a 2,27 y 2,35 para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente. Los 

niveles de carotenoides no se alteran en presencia de 0,5 mM Sb y se incrementan un 20% 

por la presencia de 1,0 mM Sb en el medio. En consecuencia, la relación 

carotenoides/clorofilas también se incrementa (FV/FM). En cuanto a la eficiencia 

fotosintética (EF), el cultivo en Sb provoca una disminución de este parámetro de 

aproximadamente el 24%. Todos estos resultados muestran una alteración del sistema 

fotosintético debido al Sb. 

 

 

Efecto del Sb sobre las actividades oxidantes y antioxidantes 

 

La producción de O2•- se ve fuertemente incrementada en las raíces bajo condiciones de 

toxicidad por Sb (Figura 27A), llegando a un aumento del 72,9% por el cultivo en 0,5 

mM Sb, respecto del control. Sin embargo, en las hojas la producción de O2•- no es 

significativamente diferente al control. 

 

La actividad SOD se ve incrementada tanto en raíces como en hojas por el tratamiento 

con Sb (Figura 27B). Las plantas cultivadas con 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb muestra un 

aumento del 29,9% y 40% para la actividad SOD en las raíces, mientras que estos 

aumentos en hojas son del 74,8% y 58,2%, comparados con los valores que se obtienen 

en raíces y hojas control.  

 

La actividad POX (Figura 27C) se ve influenciada sólo por el tratamiento con 0,5 mM Sb 

en las raíces, donse se observa un aumento del 65,5%. No se observa alteración alguna a 

nivel de la actividad POX en hojas. 
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En cuanto a las enzimas relacionadas con el ciclo AsA-GSH, la actividad APX (Figura 

27D) los resultados muestran cómo en raíces sólo se produce un aumento de esta actividad 

en las raíces obtenidas de plantas crecidas en 1,0 mM Sb, con un aumento del 27%. Con 

0,5 mM Sb, no se observan diferencias significativas en la actividad APX respecto a las 

plantas control. Por el contrario, en las hojas se producen aumentos en la actividad APX 

tanto en las sometidas a 0,5 mM Sb (12,6%) como a 1,0 mM Sb (49,7%). La actividad 

DHAR (Figura 27E) disminuye en las raíces por el tratamiento con Sb, con valores que 

descienden un 22% y 34,3%, para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente, respecto de 

los grupos control. No se ve afectada la actividad DHAR a nivel de las hojas por Sb. En 

cuanto a la GR (Figura 27F), en raíces se observa un ligero incremento (12%), aunque 

significativo de su actividad en ambos tratamientos de Sb. En las hojas la actividad GR 

muestra una ligera, aunque significativa disminución por los tratamientos con Sb. En 

cuanto a la actividad GSNOR (Figura 27G) no se producen cambios en su actividad en 

raíces, pero en hojas esta actividad muestra un aumento de casi el 50 %, para 1,0 mM Sb. 

 

Se ha determinado el contenido en fenoles totales, flavonoides y PPGs, que pueden 

considerarse incluidos dentro del sistema antioxidante no enzimático. Este contenido no 

se ve alterado por los tratamientos con Sb ni en raíces ni en hojas (Figura 28A-C), sólo el 

contenido total de flavonoides en hojas sometidas a 0,5 mM Sb muestran un descenso 

significativo de su contenido. En cuanto a la actividad PPO, enzima relacionada con el 

metabolismo fenólico (Figura 28D), se observa cómo en las raíces el Sb no afecta a esta 

actividad, pero en hojas se produce un incremento dependiente de la concentración de Sb. 
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Figura 27. Efecto de Sb sobre la producción de O2. (A) y sobre las actividades de SOD (B), POX (C), APX 

(D), DHAR (E), GR (F) y GSNOR (G), en raíces (blanco) y hojas (gris) de tomate. Los datos proceden de 

10 experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado (letras diferentes indican diferencias 

significativas a p < 0,05, prueba U de Mann-Whitney). 
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Figura 28. Efecto del Sb sobre el contenido total de fenoles (A), flavonoides (B) y PPGs (C) y actividad 

PPO (D) en raíces (blanco) y hojas (gris) de tomate. Los datos provienen de 10 experimentos 

independientes, cada uno llevado a cabo por triplicado (diferentes letras indican diferencias significativas 

a P < 0.05, prueba U de Mann-Whitney). 

 

Algunos de los sistemas antioxidantes no enzimáticos más importantes en las células, son 

el AsA y el GSH. El tratamiento con 0,5 mM Sb provoca una disminución en el contenido 

de AsA en las raíces, aunque el tratamiento con 1,0 mM no altera este contenido (Tabla 

8). Por el contrario, en las hojas ambos tratamientos de Sb producen un aumento en el 

contenido de AsA. Un comportamiento contrario tiene el contenido en DHA, que aumenta 

en raíces bajo 1,0 mM Sb sin que se vea alterado en 0,5 mM Sb, disminuyendo en hojas 

para las dos concentraciones utilizadas. Estas alteraciones provocan que el contenido total 

de AsA+DHA disminuya tanto en raíces como en hojas para 0,5 mM Sb y aumente para 

1,0 mM Sb. El cociente AsA/DHA, se considera un sensor del estrés oxidativo, 

observándose una disminución de esta relación en raíces y un aumento en hojas, 

dependiente en ambos casos del aumento de contenido en Sb. Estos cambios únicamente 

son significativos en la concentración más alta de Sb.  

 

El nivel de GSH (Tabla 8) disminuye en raíces, mientras que aumenta en hojas, mostrando 

nuevamente un comportamiento diferente en 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb. En raíces, el GSH 
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disminuye un 33% para 0,5 mM Sb y un 27% para 1,0 mM Sb. En hojas aumenta un 24%, 

con 1,0 mM Sb, sin verse modificado de forma significativa con 0,5 mM Sb. En cuanto 

al contenido de GSSG en respuesta al tratamiento con Sb, en raíces disminuye con 0,5 

mM Sb (44%), y con 1,0 mM Sb (30%), sin que haya alteraciones significativas en hojas. 

Estas alteraciones a nivel del contenido en GSH y GSSG hacen que el contenido total de 

ambos no se vea alterado en hojas, pero sí en raíces. En raíces se produce un descenso en 

ambos tratamientos, siendo más acusado en el caso de 0,5 mM Sb. La relación 

GSH/GSSG en raíces aumenta para 0,5 mM Sb, pasando de 0,316 a 0,385, aunque este 

aumento no es significativo, para la concentración mayor, no hay cambio alguno respecto 

al grupo control. En hojas, esta la relación disminuye para la menor concentración de Sb, 

(aunque no significativamente) y aumenta de forma significativa para 1,0 mM Sb. 

 

El crecimiento de las raíces bajo toxicidad de 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb durante 14 días 

induce un aumento en la cantidad de O2•- , H2O2, •NO y ONOO- en raíces intactas. Estas 

especies reactivas se han determinado a partir de las imágenes de fluorescencia de las 

raíces incubadas con los fluorocromos DCF-DA, DAF-2DA y APF, respectivamente, 

realizando su cuantificación mediante la intensidad de píxel de estas imágenes. También 

se ha determinado la fluorescencia emitida en extractos obtenidos a partir de raíces 

incubadas previamente con los fluorocromos anteriormente citados (Figura 29A-J). Este 

incremento en el caso de la acumulación de O2•-, •NO y ONOO- sólo es 

significativamente diferente para 1,0 mM Sb, pero no para 0,5 mM Sb (Figura 29A,B,E-

H). En el caso del contenido en H2O2 (Figura 29C,D) sí hay un fuerte incremento para 

ambas concentraciones de Sb. En cuanto a la producción de RSNOs se observa un leve 

aumento en respuesta al Sb.  

 

En la zona de elongación (ZE), especialmente en las raíces sometidas a 1,0 mM Sb, se 

observa una clara alteración en el tamaño y disposición de las células (Figura 29K). Estas 

alteraciones consisten en una desorganización de esta zona, lo que lleva a una menor 

elongación celular, observándose células mucho más cortas que las observadas en las 

raíces control en esta misma zona, y produciéndose la desorganización de las columnas 

de células, lo que provoca el engrosamiento anormal de la ZE. 
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Tabla 8. Efecto de Sb en el contenido de AsA, DHA y Ascorbato total (AsA + DHA), la relación AsA/DHA, 

el contenido de GSH, GSSG y glutatión total (GSH + GSSG) y la relación GSH/GSSG, en raíces y hojas 

de plantas de tomate. Los datos proceden de 10 experimentos independientes, cada uno realizado por 

triplicado (letras distintas indican diferencias significativas a p < 0,05, prueba U de Mann-Whitney). 
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Figura 29. Detección de la producción de O2•-, H2O2, •NO, ONOO- y RSNOs en sección longitudinal de 

las raíces (A, C, E, G, I), y los niveles medios de intensidad de fluorescencia cuantificados en unidades 

arbitrarias (B, D, F, H, J), respectivamente. Se ensayaron al menos 5 raíces para cada condición 

experimental y se analizaron 5 repeticiones independientes. Barra: 200 μm.  

 

En la Figura 30 se muestran los valores de ROS y RNS obtenidos mediante 

espectrofluorometría, utilizando las mismas sondas que en las imágenes de microscopía 

de fluorescencia para su detección. Se observa cómo la toxicidad de Sb provoca un 

aumento significativo tanto en ROS como en RNS, coincidiendo con las estimaciones 
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realizadas a partir de las imágenes de fluorescencia. Así, O2•- (Figura 30A) aumenta (x1,5 

veces) bajo toxicidad de Sb 1,0 mM, mientras que H2O2 (Figura 30B) aumenta tanto para 

0,5 mM Sb como para 1,0 mM Sb. Tanto el •NO como el ONOO- aumentan 

considerablemente con respecto al control (Figuras 30C,D), presentando el ONOO- 

valores muy altos para ambas concentraciones de Sb. Por el contrario, los RSNOs (Figura 

30E) no sufren ningún cambio, siendo los valores muy similares a los controles. Este 

comportamiento de los RSNOs podría ser debido a la capacidad del Sb para interactuar 

con grupos tiol, impidiendo la unión del •NO, lo que podría explicar el marcado aumento 

en la cantidad de •NO detectado bajo la toxicidad del Sb (x3 con respecto a los valores de 

control). 

 

 
 

Figura 30. Detección mediante fluorometría del contenido en O2•-(A), H2O2 (B), •NO (C), ONOO- (D), y 

RSNOs (E) en raíces de tomate. La fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) 

μg-1 proteína. Se ha utilizado, al menos 5 raíces para cada tratamiento, con 5 repeticiones independientes.  
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4.1.2. Discusión 

 

Las plantas de S. lycopersicum muestran claramente efectos de la toxicidad inducida por 

Sb. El PF y el PS tanto de la parte radicular como de la parte aérea, se reduce en las plantas 

sometidas a toxicidad de Sb, con pesos muy similares para ambas concentraciones. El 

crecimiento de la parte radicular se ve afectado, aunque en menor medida que el de la 

parte aérea. Las raíces presentan una mayor acumulación de Sb, con valores muy 

superiores a los de la parte aérea. Este efecto del Sb sobre el crecimiento en tomate es 

similar al observado en otras plantas (Bech et al., 2012; Cai et al., 2016; Chai et al., 2017; 

Ortega et al., 2017; Pan et al., 2011; Shtangeeva et al., 2011; Zhou et al., 2018). Sin 

embargo, Peško et al. (2016), en S. lycopersicum, describen un comportamiento diferente, 

con aumento en el PS en las concentraciones bajas mientras que las más altas producen 

una reducción del PS tanto en los tallos como en las raíces. En otros casos, las alteraciones 

del crecimiento son leves (Feng et al., 2011) o inexistentes, como describen Tschan et al. 

(2008) en Z. mays y H. annuus, aunque las concentraciones utilizadas por estos autores 

son muy inferiores a las del presente estudio. En la ZE se observan alteraciones en el 

tamaño y la organización celular que podrían deberse al efecto tóxico del Sb a través de 

su interacción con el GSH. Se ha demostrado claramente la participación del GSH en la 

regulación de los niveles de auxina en los ápices de las raíces y en la alteración del centro 

quiescente (Koprivova et al., 2010). Así, cualquier alteración en el contenido de GSH se 

traduce en una alteración en el desarrollo de estos meristemos radiculares. Vernoux et al. 

(2000) demuestran cómo los mutantes de Arabidopsis que presentan un contenido muy 

reducido de GSH muestran una disminución drástica en el meristemo de la raíz. La 

capacidad de Sb para unirse a grupos -SH (Ortega et al., 2017; Sun et al., 2000) para 

formar fitoquelatinas de Sb (GS-Sb) similares a las GS-Cd observadas para el Cd 

(Mendoza‐Cózatl et al., 2008) como sistema de desintoxicación de Sb pueden actuar 

reduciendo drásticamente la cantidad de GSH y alterar el desarrollo de las raíces. 

 

En estas plantas los valores del FB obtenidos muestran una clara acumulación de Sb en 

las raíces (182,3 y 109,6 para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente), valores muy 

superiores a los niveles de Sb detectados en la parte aérea (5,46 y 4,74 para 0,5 mM Sb y 

1,0 mM Sb, respectivamente). Los valores del FT también son bajos (0,029 y 0,042 para 

0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente), lo que indica la baja capacidad de 

translocación del Sb en las plantas de tomate. Estos valores de FT son muy inferiores a 
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los descritos en otras plantas sometidas a estrés por Sb (Zhou et al., 2018). Además, se ha 

evidenciado que existe una fuerte dependencia de los FT para el Sb tanto de la especie de 

planta como de la concentración de Sb del suelo (Pan et al., 2011). Los FT observados 

son mayores en plantas capaces de soportar altas concentraciones de Sb (Pérez-Sirvent et 

al., 2012; Zhou et al., 2018). 

 

La toxicidad del Sb también altera la absorción y el transporte de otros elementos 

minerales. Así, a medida que aumenta la cantidad de Sb en el medio, la absorción y 

acumulación de Fe y Mg disminuyen tanto en la parte radicular como en la aérea, mientras 

que el Mn sólo disminuye en la radicular. El contenido de Cu, sin embargo, aumenta por 

debajo de 1,0 mM Sb, y el Zn es el elemento que presenta menos afectada su absorción 

ya que sólo muestra un aumento en las raíces. Estos cambios reflejan la interacción entre 

estos elementos y Sb a nivel de absorción y transporte. Estos resultados concuerdan 

parcialmente con los observados en otros trabajos. Así, bajo toxicidad de Sb, (Feng et al., 

2013c) describen una disminución en el contenido de Mg, Fe, Mn, Cu y Zn. En un estudio 

anterior con plantas de H. annuus (Ortega et al., 2017), observan un aumento en el 

contenido de Mg y Cu, mientras que Fe y Zn disminuyen. Por otro lado, y en respuesta a 

la toxicidad de Zn, Feigl et al. (2015) describen un aumento en el contenido de Cu y 

descensos en los contenidos de Fe y Mn. 

 

El contenido total de clorofilas disminuye, debido al descenso tanto en el contenido de 

clorofila a como de clorofila b, siendo el descenso de la clorofila b mayor. Esta 

disminución puede estar relacionada, como el resto de alteraciones ya descritas, con la 

interacción entre Sb y los grupos -SH. Esta interacción afecta a la funcionalidad de los 

sistemas enzimáticos implicados en la biosíntesis de las clorofilas y a la estabilidad de los 

propios cloroplastos (Zhou et al., 2018). Estos resultados coinciden con los observados 

por Pan et al. (2011) en Z. mays y por Xue et al. (2015) en Miscanthus sinensis, quienes 

atribuyen estos descensos en el contenido en clorofilas a un efecto del Sb sobre su 

biosíntesis. También la alteración en el contenido de cationes como el Mg, que se reduce 

casi a la mitad en la parte aérea, puede afectar al contenido total de clorofilas. Por otro 

lado, el aumento de la relación clorofila a/clorofila b es interesante ya que refleja cambios 

en la funcionalidad de los tilacoides, modificando su estado de apresamiento (Anderson 

& Aro, 1994). Además, estos cambios en el grado de apresamiento tilacoidal alteran la 

fluidez de sus membranas y con ello reducen la transferencia de electrones (Chow, 1999) 
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y pueden provocar fotoinhibición (Zhou et al., 2018). Como consecuencia de estas 

alteraciones inducidas por la toxicidad de Sb, la eficiencia fotosintética disminuye 

drásticamente (24%), posiblemente debido al efecto del Sb sobre PSII al alterar la 

apresión y fluidez de las membranas de los tilacoides (Pan et al., 2011; Zhou et al., 2018). 

Por el contrario, tanto el contenido de carotenoides como la relación 

carotenoides/clorofilas aumentan. Esta respuesta coincide con las observaciones de (Chai 

et al., 2017), quienes reflejan la acción de los carotenoides como antioxidantes y 

fotoprotectores frente a estreses abióticos. Sin embargo, no coinciden con los resultados 

de (Zhou et al., 2018), quienes describen descensos en el contenido de carotenoides y en 

la relación carotenoides/clorofilas en respuesta a la toxicidad de Sb en Acorus calamus, 

si bien en este caso la planta utilizada es descrita como hiperacumuladora de Sb. 

 

El contenido total de compuestos fenólicos se mantiene inalterado tanto en raíces como 

en hojas, lo que contrasta con la respuesta del H. annuus frente a los mismos niveles de 

toxicidad por Sb (Ortega et al., 2017) en los que aumenta el contenido de compuestos 

fenólicos, especialmente flavonoides. Rajabpoor et al. (2019) también observan en Salvia 

spinosa grandes aumentos en el contenido total de fenoles y flavonoides, aumentos que 

podrían haber estado involucrados en la defensa y tolerancia a Sb. Sólo la actividad de la 

PPO en hojas bajo toxicidad de 1,0 mM Sb parece aumentar, como también lo hizo para 

esta misma concentración de Sb en H. annuus (Ortega et al., 2017). Este resultado 

indicaría la no intervención de estos compuestos en la maquinaria de defensa antioxidante 

frente al estrés inducido por Sb. 

 

No hay alteración en los niveles de peroxidación lipídica en hojas, y sólo un ligero 

aumento en raíces. Estos resultados sugieren que la participación del sistema antioxidante 

parece prevenir daños a nivel de la peroxidación de las membranas en las hojas, pero no 

son suficientes para prevenir dichos daños en las raíces, donde la concentración de Sb es 

mucho mayor. Estos resultados coinciden con los descritos por Feng et al. (2011) y 

Corrales et al. (2014) quienes señalan la baja incidencia del Sb en la peroxidación lipídica. 

Otros estudios en diferentes especies muestran un claro aumento de la peroxidación 

lipídica inducida por Sb, evidenciando daños en las membranas y desequilibrios en la 

homeostasis redox (Chai et al., 2016, 2017; Ortega et al., 2017; Paoli et al., 2013; Xue et 

al., 2015).  
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La toxicidad de Sb induce un aumento en el contenido de prolina de las hojas (Rajabpoor 

et al., 2019; Xue et al., 2015). El aumento producido en el contenido de este osmolito en 

las hojas puede estar relacionado con la necesidad de contrarrestar la disminución del 

potencial de soluto debido a la alteración del CHR % inducido por Sb. El estrés hídrico 

causado por la reducción de CHR % puede conducir a una mayor síntesis de prolina como 

sistema de osmoprotección, previniendo la deshidratación y la inactivación de proteínas 

(Verbruggen & Hermans, 2008). Este aumento en las hojas también podría actuar 

eliminando directamente el OH- (Signorelli et al., 2014), contribuyendo así a mantener la 

estabilidad de las membranas (Hayat et al., 2012). También se ha descrito la participación 

de la prolina en la inducción de enzimas antioxidantes, sin participar en la eliminación de 

O2•-, •NO o ONOO- (Signorelli et al., 2016). Contrastando con nuestros resultados, en Z. 

mays bajo estrés por Sb, se produce un marcado aumento en el contenido de prolina en 

las raíces (Vaculíková et al., 2014). 

 

El Sb induce un aumento en la producción de O2•- en las raíces del tomate, pero no en las 

hojas. Este efecto es similar al observado H. annuus (Ortega et al., 2017), aunque en este 

caso el aumento de O2•- se produce tanto en raíces como en hojas. Otros investigadores 

también describen aumentos en la producción de O2•- bajo la toxicidad de metales 

pesados. Así, Feigl et al. (2015) observan un aumento similar de O2•- en respuesta a la 

toxicidad del Zn en Brassica napus, pero no en Brassica juncea. Srivastava et al. (2014) 

describen un aumento similar en raíces y hojas de O. sativa sometido a toxicidad por Cd. 

Los incrementos en el contenido de •NO y ONOO- observado en las raíces son muy 

similares a los descritos para la toxicidad del Zn (Feigl et al., 2015). El aumento del 

contenido de ONOO- puede explicar el moderado aumento del contenido de NO y O2•-  

(Feigl et al., 2015). Sin embargo, el contenido de RSNOs se mantiene inalterado, aunque 

en condiciones de estrés biótico se sabe que aumenta (Chaki et al., 2009). Además, la 

determinación espectrofluorométrica de ROS y RNS muestra que ambos grupos de 

especies reactivas aumentan bajo la toxicidad de Sb, lo que podría ser indicativo de que 

se ha producido un estrés nitrooxidativo (Corpas & Barroso, 2013). Los aumentos en el 

contenido de •NO y ONOO- que se observan bajo toxicidad de Sb contrastan con los 

resultados de Rodríguez-Ruiz et al. (2019) para plantas de Pisum sativum sometidas a 

toxicidad de As, donde se observan fuertes disminuciones de estas especies reactivas en 

raíces, aunque en hojas se produce un aumento del contenido de •NO, mientras que el 
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contenido de ONOO- no sufre cambios. El aumento de O2•- está de acuerdo con el 

aumento en la actividad SOD, especialmente bajo toxicidad de 1,0 mM Sb, lo que refleja 

la inducción del sistema antioxidante. (Feng et al., 2020) observan un efecto similar sobre 

el aumento de la actividad de SOD en O. sativa bajo estrés causado por diferentes formas 

de Sb. Estos aumentos en la actividad de SOD pueden explicar la baja incidencia de 

toxicidad de Sb en la peroxidación lipídica de las membranas. Respecto a la actividad 

POX, aumenta en raíces, pero no en hojas. El aumento en las actividades SOD, POX y 

APX reflejan la participación de la maquinaria antioxidante en la respuesta a la toxicidad 

de Sb (Benhamdi et al., 2014; Feng et al., 2009, 2020; Ortega et al., 2017; Vaculíková et 

al., 2014) y de otros metales pesados (Feigl et al., 2015; Rodríguez-Ruiz et al., 2019; 

Srivastava et al., 2014). Otras actividades como la DHAR y GR no se alteran 

significativamente por la toxicidad de Sb en las hojas, pero sí en las raíces, así, la actividad 

DHAR se inhibe mientras que la GR aumenta ligeramente. Estos resultados coinciden 

con los obtenidos por Rodríguez-Ruiz et al. (2019) y Singh et al. (2015) quienes observan 

aumentos en la actividad GR y la inhibición de la actividad de DHAR. Por el contrario, 

Feng et al. (2009) describen la inhibición de la actividad de GR como un efecto de Sb. La 

presencia de Sb induce un aumento tanto del contenido de •NO, ONOO- y RSNOs, 

mientras que la actividad GSNOR no se altera en raíces y aumenta en hojas, con 

descensos del GSH en raíces, pero no en hojas. Nuevamente observamos cómo la 

respuesta al Sb depende en gran parte del órgano de la planta y muestran una alta 

variabilidad. Estos resultados en hojas coinciden con los obtenidos por Leterrier et al. 

(2011) en A. thaliana sometidas a estrés de As, que describen aumento de •NO y de 

actividad GSNOR en plántulas, a la vez que observan un descenso en el contenido de 

GSH. El Sb en H. annuus y S. lycopersicum (Ortega et al., 2017, Ma et al., 2019) también 

induce aumentos en el contenido de •NO y ONOO- y de la actividad GSNOR, aunque 

estos efectos activadores varían según el órgano. Por el contrario, son discrepantes con 

los obtenidos en P. sativum sometidos a toxicidad de As, en los que la actividad GSNOR 

está inhibida y no se producen aumentos de •NO y ONOO- (Rodríguez-Ruiz et al., 2019). 

Los aumentos en el contenido de •NO, ONOO- y RSNOs, y los cambios en la actividad 

de GSNOR son evidencias de la participación de •NO en esta respuesta y su interacción 

con O2•-, H2O2 y GSH. 
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Por otro lado, el contenido de los componentes del ciclo AsA-GSH se modifica en 

respuesta a la toxicidad de Sb. En raíces se produce un aumento del contenido de AsA y 

DHA, aunque este último lo hace en mayor proporción, provocando una disminución de 

AsA/DHA. En hojas AsA/DHA aumenta a medida que disminuye el contenido de DHA. 

En raíces, el GSH y el GSSG disminuyen, mientras que en hojas, el GSH aumenta y el 

GSSG permanece sin alteración. La relación GSH/GSSG sólo se modifica en las hojas, 

en las que aumenta. El efecto de Sb sobre AsA y GSH coincide en parte con los resultados 

obtenidos en respuesta a la toxicidad de Cd (Srivastava et al., 2014) y As (Singh et al., 

2015). Las raíces son el órgano más afectado por la toxicidad del Sb. Los resultados 

muestran un desequilibrio entre los componentes del ciclo AsA-GSH. Mientras que el 

contenido total Ascorbato (AsA+DHA) aumenta en raíces, el contenido total en glutatión 

(GSH+GSSG) disminuye, con un claro desequilibrio en el ciclo y con alteración de las 

actividades enzimáticas relacionadas con el mismo. Estos resultados coinciden con los 

descritos por (Rodríguez-Ruiz et al., 2019) para el efecto de la toxicidad del As en plantas 

de P. sativum cultivadas hidropónicamente. La toxicidad de As provoca un aumento en 

las actividades APX y GR tanto en raíces como en hojas, mientras que las actividades 

DHAR y MDHAR disminuyeron en raíces, pero no se vieron afectadas en hojas; y, en 

ambos órganos, el contenido de GSH y GSSG disminuye, permaneciendo el contenido de 

AsA sin cambios, con un marcado aumento de fitoquelatinas. En este trabajo, en plantas 

de tomate se observa que la toxicidad de Sb induce aumentos tanto en la actividad 

antioxidante como en el contenido de GSH y GSSG en raíces, con un comportamiento 

similar al descrito para el As. En raíces con altas cantidades de Sb acumulado se produce 

un aumento de la actividad de GR y disminución de la actividad DHAR, lo que favorece 

la disponibilidad de GSH para la formación de quelatos con Sb (Noctor et al., 2012). La 

formación de estos quelatos de Sb es un mecanismo de protección contra la toxicidad de 

este metaloide y contra la de otros metales pesados (Hossain et al., 2012; Natasha et al., 

2019; Yadav, 2010). La capacidad del Sb para formar complejos con los grupos -SH 

(Foyer & Noctor, 2005; Sun et al., 2000) podría ser la causa del desequilibrio observado 

en los componentes antioxidantes, así como de los efectos que sobre el crecimiento 

presenta. 
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En conclusión, las plantas de tomate sometidas a toxicidad por Sb (Figura 31) muestran 

una gran capacidad para acumular este elemento, especialmente en sus raíces, lo que 

produce una alteración del crecimiento, cambios en la capacidad de absorber otros 

elementos minerales como Fe y Mg, y disminución del contenido de clorofilas y 

eficiencia fotosintética. La toxicidad de Sb induce aumentos en la producción de ROS y 

RNS, y en las actividades de SOD, POX, APX y GR, pero no de DHAR en las raíces, 

limitando el transporte a las partes aéreas, con alteración de la homeostasis redox. 

Nuestros resultados sugieren que los efectos inducidos por la toxicidad del Sb pueden 

deberse a la capacidad de este metaloide para interactuar con los grupos -SH, incluidos 

los grupos tiol del GSH. El contenido de GSH también interviene en el mantenimiento de 

los niveles de auxina en las raíces y centro quiescente, por lo que se altera el desarrollo 

radicular. 
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Figura 31. Esquema general de los efectos de la toxicidad de Sb sobre los parámetros de crecimiento, 

pigmentos y eficiencia fotosintética, acumulación de elementos minerales y Sb, producción de ROS y RNS, 

actividades antioxidantes, compuestos fenólicos, y componentes del ciclo AsA-GSH en plantas de S. 

lycopersicum. 
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4.2. Respuesta molecular de 

Solanum lycopersicum a la 

toxicidad de Sb 
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4.2.1. Resultados 

 

Análisis de los niveles de expresión de genes que codifican para las enzimas APX, 

GR_chl, GST y SOD en órganos foliares jóvenes y maduros 

 

Se ha estudiado la expresión de genes codificantes de enzimas implicadas en el ciclo AsA-

GSH y en la conjugación de GSH con xenobióticos, como metales y metaloides pesados 

en respuesta a la toxicidad por Sb.  

 

En hojas del verticilo basal (maduro) (Figura 32A) se observa que la expresión de la SOD, 

así como de la GR_chl se incrementa a medida que aumenta la concentración del 

metaloide, excepto para GR_chl, que a 0,5 mM Sb su expresión es inferior a la medida 

en las plantas control, sin estrés. Por otra parte, la expresión de la APX y de GST es 

superior a los valores obtenidos en las plantas control, si bien es cierto, que, en ambos 

casos, el patrón de expresión más alto se obtiene en las plantas sometidas a toxicidad por 

0,5 mM Sb. Estos resultados son opuestos a los obtenidos en hojas de verticilos jóvenes 

(apicales) (Figura 32B). En estos casos, la expresión de la APX, GR_chl, GST y SOD es 

siempre inferior o igual a los valores obtenidos en plantas control. Las hojas procedentes 

de plantas sometidas a toxicidad de 0,5 mM Sb se presentan valores de expresión 

inferiores a los de las plantas control. Sin embargo, en hojas sometidas a 1,0 mM Sb sólo 

se observan valores significativamente inferiores al control para la SOD. En las hojas 

adultas, los patrones de expresión son más uniformes que en las jóvenes, como muestra 

la desviación típica (SD). 

 

       

Figura	32.	Efecto	del	Sb	en	 los	niveles	de	expresión	de	 los	genes	APX,	GR_cyt,	GST	y	SOD	en	hojas	
maduras	(A)	y	 jóvenes	(B)	de	plantas	de	tomate.	Los	valores	que	se	 indican	son	 las	medias,	y	 las	
barras	 de	 error	 muestran	 la	 desviación	 típica	 (SD).	 Las	 diferencias	 con	 el	 grupo	 control	 son	
significativas	*p	<	0,05	y	**	p	<	0,01	(Krustal-Wallis	t-test)	

A B 
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Análisis	 de	 los	 niveles	 de	 expresión	 de	 genes	 que	 codifican	 enzimas	
implicadas	en	el	ciclo	AsA-GSH	
 

Como muestra la Figura 33A, tanto en t2 como t3, se observa una mayor expresión de 

APX en raíces que en las hojas, en comparación con sus respectivos controles. En t2 y t3, 

la toxicidad inducida por 0,5 mM Sb muestra diferencias frente a las plantas control, con 

mayor expresión a nivel foliar y menor a nivel radicular.  

 

En cuanto a la expresión de DHAR (Figura 33B), se observa cómo su nivel más alto se 

produce en t3 en las raíces. Sin embargo, este patrón de expresión difiere en las hojas, 

excepto en las plantas tratadas con 0,5 mM Sb en t3. En t1, las hojas 0,5 mM Sb muestran 

una reducción en su nivel de expresión en comparación con el control. Por el contrario, 

el comportamiento en t3 es el opuesto: con una mayor expresión en las plantas sometidas 

a toxicidad por Sb. 

 

 

 
 

Figura 33. Efecto del Sb en los niveles de expresión de los genes APX, DHAR, GR_cyt, y GR_chl en raíces 

y hojas de plantas de tomate. Los valores que se indican son las medias, y las barras de error muestran la 

desviación típica (SD). Las diferencias con el grupo control son significativas *p < 0,05 y ** p < 0,01 

(Krustal-Wallis t-test) 
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En relación con laexpresión de GR (Figura 33CD), las dos isoformas que se han estudiado 

GR_cyt y GR_chl, muestran en t3, como las raíces tratadas con Sb tienen, en general, un 

mayor nivel de expresión que las raíces del grupo control. No obstante, sólo se encuentran 

diferencias significativas en el tratamiento con 0,5 mM Sb para el gen GR_cyt. Por el 

contrario, en hojas, en t3, existe un patrón de expresión opuesto en el tratamiento en 0,5 

mM Sb para GR_chl. Es interesante destacar cómo se observa una reducción en los 

niveles de expresión de la isoforma GR_chl en t2 en ambos órganos y para ambas 

concentraciones de Sb (0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb). 

 

 

Análisis de los niveles de expresión de los genes SOD y GST 

 

El nivel de expresión de SOD (Figura 34A) en t2 y t3 es mayor en raíces que en hojas en 

relación a sus controles, al igual que sucede con la expresión de APX (Figuras 33A). La 

expresión de SOD en t2 y t3 en el tratamiento con 0,5 mM Sb disminuye en hojas, pero 

aumenta en raíces. En plantas tratadas con 1,0 mM Sb se observa un descenso en hojas y 

un incremento significativo en t3. En t2 el comportamiento es similar, aunque no se 

determinaron diferencias significativas. 

 

Por lo que respecta a la expresión de las isoformas GST estudiadas (Figura 34B,C) se 

observaron diferencias en raíces y hojas tras el crecimiento durante 24 horas de 

exposición al estrés por Sb (t1. La expresión de GST y GST TCHQD (GST-

Tetraclorohidroquinona deshalogenasa) en hojas aumenta para ambas concentraciones de 

Sb, mientras que en raíces disminuye. En todos los casos la expresión es superior en hojas 

que en raíces. En t2, se observa un aumento en la expresión de las dos isoformas, excepto 

de GST TCHQD en 0,5 mM Sb. Por el contrario, en raíces no hay alteración, excepto para 

GST TCHQD, que disminuye en 1,0 mM Sb. En t3, la isoforma GST TCHQD presenta 

niveles de expresión más bajos en las hojas de las plantas tratadas con 0,5 mM Sb y 1,0 

mM Sb y en las raíces con 1,0 mM Sb en comparación con los valores de expresión en 

las plantas control. Además, el patrón de expresión de esta isoforma de GST en raíces de 

plantas bajo toxicidad de 1,0 mM Sb, es destacable que presenta un patrón basal de 

expresión en todos los puntos temporales (Figura 34B,C) 
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Figura 34. Efecto del Sb en los niveles de expresión génica de SOD, GST, y GST TCHQD en raíces, y hojas 

de plantas de tomate. Los valores que se indican son las medias, y las barras de error muestran la desviación 

típica (SD). Las diferencias con el grupo control son significativas *p < 0,05; **p < 0,01 (Krustal-Wallis t-

test) 

 

 

Análisis de los niveles de expresión del gen que codifica la enzima GSNOR 

 

El patrón de expresión de GSNOR muestra una reducción significativa en las hojas de las 

plantas con el tratamiento 0,5 mM Sb frente a las hojas de plantas control, tanto en t2 

como t3. Por el contrario, en hojas tratadas con 1,0 mM Sb no se observan cambios 

significativos en los niveles de expresión en ninguno de los tiempos de exposición.  En 

t1 se observa una tendencia al descenso en la expresión, conforme se incrementa la 

concentración de Sb (Figura 35), aunque los resultados no son significativos por la gran 

desviación que existe. En las raíces, tampoco se observan cambios significativos en los 

niveles de expresión, aunque mostrando una tendencia al descenso de la expresión de 

GSNOR en las plantas sometidas a 1,0 mM Sb a tiempo muy corto, t1. Bajo toxicidad de 

0,5 mM Sb sólo se observa un ligero, pero no significativo incremento en t2. 
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Figura 35. Efecto del Sb en los niveles de expresión génica de GSNOR en raíces, y hojas de plantas de 

tomate. Los valores que se indican son las medias, y las barras de error muestran la desviación típica (SD). 

Las diferencias con el grupo control son significativas *p < 0,05; **p < 0,01 (Krustal-Wallis t-test) 

 

 

Análisis de las interacciones entre las enzimas SOD, APX, DHAR, GR, GST y 

GSNOR 

 

Al analizar las interacciones entre las enzimas estudiadas (Figura 36) puede describirse 

una estrecha relación entre DHAR, GST, GR_cyt, GR_chl, APX y SOD. En concreto, 

GR y APX son las enzimas que interactúan con un mayor número de enzimas del sistema 

de defensa estudiado. Por el contrario, GSNOR (que interacciona con GR_chl y APX) y 

GST TCHQD (sólo interactúa con DHAR) son las enzimas que menos relaciones 

presentan con el resto de enzimas analizadas. Por el contrario, GST, GR_chl y DHAR, 

tienen un alto grado de interacción, sobre todo entre ellas, donde GST parece actuar como 

intermediario de muchas de esas interrelaciones. Además, APX puede desempeñar un 

papel similar a la GST en la relación GR_chl-APX-SOD. Por otra parte, APX interactúa 

con GST, DHAR y GR_cyt, GSNOR, pero en menor grado que con GR_chl y SOD. 
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Figura 36. Red de interacción proteína-proteína entre las enzimas APX, DHAR, GR_chl, GR_cyt, GSNOR, 

GST, y GST TCHQD. Se ha desarrollado utilizando el programa STRING, donde: Rojo- Prueba de fusión. 

Verde- Prueba de interacción. Azul- Prueba de co-ocurrencia. Línea morada- Prueba experimental. Línea 

amarilla- Pruebas de bibliografía (teóricamente existe relación). Línea azul claro- Prueba de base de datos. 

Negro- Prueba de coexpresión. 

 

 

Análisis filogenético y de las secuencias peptídicas de los motivos de las isoformas de 

GST y GR 

 

El estudio filogenético revela una estrecha relación entre GR de Solanaceae y A. thaliana, 

principalmente entre la isoforma GR1_A. thaliana con GR_cyt de Solanaceae y GR_A. 

thaliana con GR_chl de Solanaceae (Figura 37A). 

 

En cuanto a las isoformas de GST en la familia Solanaceae, se determina que existe cierta 

relación entre GST de Solanaceae y GST Tau 19 de Arabidopsis, pero en menor medida 

que entre GST TCHQD de Solanaceae y GST phi 8 de Arabidopsis (Figura 37B).  
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and DHAR and that GST acts as an intermediary. Moreover, APX could have a similar role
to GST in the GR_chl-APX-SOD relationship. Furthermore, APX interacts with GST, DHAR
and GR_cyt, GSNOR, but to a lesser extent than with GR_chl and SOD.
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ȱ

ȱ

Micrographsȱofȱlongitudinalȱsectionsȱofȱrootsȱofȱcontrolȱplants,ȱplantsȱexposedȱtoȱ0.5ȱmMȱofȱSbȱandȱ
plantsȱexposedȱtoȱ1ȱmMȱofȱSbȱ(B)ȱafterȱ1ȱdasȱ(t1,ȱa),ȱafterȱ7ȱdasȱ(t2,ȱb)ȱandȱafterȱ14ȱdasȱ(t3,ȱc).ȱScaleȱ
bar—200ȱµm.ȱAtȱleastȱ15ȱrootsȱwereȱtestedȱforȱeachȱexperimentalȱconditionȱandȱ3ȱindependentȱrep-
etitionsȱwereȱanalyzed.ȱ

2.6.ȱProteinȱInteractionȱAnalysisȱ
WeȱanalyzedȱtheȱinteractionsȱbetweenȱtheȱenzymesȱunderȱstudyȱusingȱtheȱSTRINGȱ

v11.0ȱtool.ȱAccordingȱtoȱtheȱresultsȱ(Figureȱ7),ȱweȱreportȱthatȱthereȱisȱaȱcloseȱrelationshipȱ
betweenȱDHAR,ȱGST,ȱGR_cyt,ȱGR_chl,ȱAPX,ȱandȱSOD.ȱGRȱandȱAPXȱinteractȱwithȱtheȱlarg-
estȱnumberȱofȱenzymes,ȱwhileȱGSNORȱ(withȱGR_chlȱandȱAPX)ȱandȱGSTȱTCHQDȱ(onlyȱ
withȱDHAR)ȱareȱtheȱenzymesȱthatȱinteractȱtheȱleastȱwithȱtheȱrestȱofȱtheȱenzymesȱanalyzed.ȱ
Onȱtheȱoneȱhand,ȱitȱseemsȱthatȱthereȱisȱaȱhighȱdegreeȱofȱinteractionȱbetweenȱGST,ȱGR_chlȱ
andȱDHARȱandȱthatȱGSTȱactsȱasȱanȱintermediary.ȱMoreover,ȱAPXȱcouldȱhaveȱaȱsimilarȱ
roleȱtoȱGSTȱinȱtheȱGR_chl-APX-SODȱrelationship.ȱFurthermore,ȱAPXȱinteractsȱwithȱGST,ȱ
DHARȱandȱGR_cyt,ȱGSNOR,ȱbutȱtoȱaȱlesserȱextentȱthanȱwithȱGR_chlȱandȱSOD.ȱ

ȱ
Figureȱ7.ȱProtein–proteinȱinteractionȱnetworkȱamongȱAPX,ȱDHAR,ȱGR_chl,ȱGR_cyt,ȱGSNOR,ȱGSTȱ
andȱGSTȱTCHQDȱ enzymesȱdevelopedȱusingȱSTRING:ȱRed—fusionȱ evidence.ȱGreen—neighbor-
hoodȱevidence.ȱBlue—co-occurrenceȱevidence.ȱPurpleȱline—experimentalȱevidence.ȱYellowȱline—
text-miningȱevidence.ȱLightȱblueȱline—databaseȱevidence.ȱBlack—co-expressionȱevidence.ȱ

2.7.ȱPhylogeneticȱAnalysisȱandȱGSTȱandȱGRȱIsoformȱPeptideȱSequenceȱandȱMotifȱAnalysisȱ
Atȱtheȱphylogeneticȱlevel,ȱaȱcloseȱrelationshipȱbetweenȱSolanaceaeȱGRȱandȱArabidopsisȱ

thalianaȱL.ȱGRȱisȱclearlyȱobservedȱ(Figureȱ8A).ȱSpecifically,ȱGR1_A.thalianaȱisȱphylogenet-
icallyȱcloseȱtoȱGR_cytȱandȱGR_A.thalianaȱtoȱSolanaceaeȱGR_Chlȱ(Figureȱ8A).ȱHavingȱana-
lyzedȱ GSTȱ isoformsȱ inȱ theȱ Solanaceaeȱ family,ȱ weȱ observedȱ aȱ relationshipȱ betweenȱ

Figure 7. Protein–protein interaction network among APX, DHAR, GR_chl, GR_cyt, GSNOR, GST
and GST TCHQD enzymes developed using STRING: Red—fusion evidence. Green—neighborhood
evidence. Blue—co-occurrence evidence. Purple line—experimental evidence. Yellow line—text-
mining evidence. Light blue line—database evidence. Black—co-expression evidence.

2.7. Phylogenetic Analysis and GST and GR Isoform Peptide Sequence and Motif Analysis
At the phylogenetic level, a close relationship between Solanaceae GR and Arabidopsis

thaliana L. GR is clearly observed (Figure 8A). Specifically, GR1_A.thaliana is phyloge-
netically close to GR_cyt and GR_A.thaliana to Solanaceae GR_Chl (Figure 8A). Having
analyzed GST isoforms in the Solanaceae family, we observed a relationship between
Solanaceae GST and Arabidopsis GST TAU 19, while Solanaceae GST TCHQD had a relation
with A. thaliana GST Phi 8 (Figure 8B).

GR performance depends on the presence of a number of specific domains: the FAD-
binding domain (stabilizes the sulfhydryl (-SH) group), the NADPH-binding domain
(where NADPH-dependent reduction in GSSG to GSH occurs), the GSSG-binding complex
and an interface domain connecting the different subunits in dimeric GR [45,46]. Having
analyzed the alignment of peptide sequences (Figure 9), we found a region of the FAD
binding site in all GRs. This domain is conserved in all species, except in the pepper
chloroplast GR, where we observed some divergences. A high degree of conservation was
also determined in both the active site and the GSH-binding domain, except for Arabidopsis
GR2. Although we found differences in the cytosolic domains, no orthologs were found in
Capsicum annuum L. GR chloroplast and in both Solanum tuberosum L. (potato) GRs.
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Figura 37. Relaciones filogenéticas basadas en secuencias entre GR_chl y GR_cyt (A), GST y GST_TCHQD 

(B) en A. thaliana, Z. mays, O. sativa sp. japonica y Solanaceae. Las secuencias de proteínas deducidas se 

obtuvieron de Gramene y se usaron en una alineación global con el programa Genious, utilizando Cost 

Matrix Blosum90 en la plataforma GENIOUS. El árbol filogenético se construyó con el constructor de 

árboles de Genious. Athaliana, Arabidopsis thaliana; Zm, Zea mays; Osativa, Oriza sativa sp. japonica; 

Cannum, Capsicum annum; PGS, Solanum tuberosum; Solyc, Solanum lycopersicum. 

 

El alineamiento de las secuencias peptídicas (Figura 38), permite esclarecer que todas las 

GR poseen una región de unión a FAD. Este dominio se conserva en todas las especies, 

excepto en la GR plastidial de Capsicum annum (pimiento), donde hay algunas 

divergencias. Cabe destacar que no se han hallado ortólogos de la GR citosólica descrita 

en tomate, y en otras solanáceas como GR de pimiento, ni en la GR de Solanum 

tuberosum (patata). Además, todos los residuos implicados en interacciones funcionales 

o de unión con GSH de GST tau se conservan en Arabidopsis, arroz, y otras solanáceas 

(Figura 39). 
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ȱ

SolanaceaeȱGSTȱandȱArabidopsisȱGSTȱTAUȱ19,ȱwhileȱSolanaceaeȱGSTȱTCHQDȱhadȱaȱrela-
tionȱwithȱA.ȱthalianaȱGSTȱPhiȱ8ȱ(Figureȱ8B).ȱ

ȱ
Figureȱ8.ȱSequence-basedȱphylogeneticȱrelationshipsȱamoungȱGR_chlȱ(A),ȱGR_cytȱ(A),ȱGSTȱ(B)ȱandȱ
GST_TCHQDȱ(B)ȱinȱArabidopsis,ȱZeaȱmayȱL.s,ȱOryzaȱsativaȱL.ȱspp.ȱjaponicaȱandȱSolanaceousȱspecies.ȱ
DeducedȱproteinȱsequencesȱwereȱobtainedȱfromȱGrameneȱandȱusedȱforȱaȱglobalȱalignmentȱwithȱtheȱ
GeneiousȱprogramȱusingȱCostȱMatrixȱBlosum90ȱinȱtheȱGENEIOUSȱplatform.ȱTheȱphylogeneticȱtreeȱ
wasȱconstructedȱwithȱtheȱGeneiousȱtreeȱbuilder.ȱAthaliana,ȱArabidopsisȱthalianaȱL.;ȱZm,ȱZ.ȱmays;ȱOsa-
tiva,ȱOryzaȱsativaȱL.ȱspp.ȱjaponica;ȱCannum,ȱCapsicumȱannuumȱL.;ȱPGS,ȱSolanumȱtuberosumȱL.;ȱSolyc,ȱ
SolanumȱlycopersicumȱL.ȱ

GRȱperformanceȱdependsȱonȱtheȱpresenceȱofȱaȱnumberȱofȱspecificȱdomains:ȱtheȱFAD-
bindingȱ domainȱ (stabilizesȱ theȱ sulĢydrylȱ (-SH)ȱ group),ȱ theȱNADPH-bindingȱ domainȱ
(whereȱNADPH-dependentȱreductionȱinȱGSSGȱtoȱGSHȱoccurs),ȱtheȱGSSG-bindingȱcom-

plexȱandȱanȱinterfaceȱdomainȱconnectingȱtheȱdiěerentȱsubunitsȱinȱdimericȱGRȱ[45,46].ȱHav-

ingȱanalyzedȱtheȱalignmentȱofȱpeptideȱsequencesȱ(Figureȱ9),ȱweȱfoundȱaȱregionȱofȱtheȱFADȱ
bindingȱsiteȱinȱallȱGRs.ȱThisȱdomainȱisȱconservedȱinȱallȱspecies,ȱexceptȱinȱtheȱpepperȱchlo-
roplastȱGR,ȱwhereȱweȱobservedȱsomeȱdivergences.ȱAȱhighȱdegreeȱofȱconservationȱwasȱalsoȱ
determinedȱ inȱbothȱ theȱactiveȱsiteȱandȱtheȱGSH-bindingȱdomain,ȱexceptȱforȱArabidopsisȱ
GR2.ȱAlthoughȱweȱfoundȱdiěerencesȱinȱtheȱcytosolicȱdomains,ȱnoȱorthologsȱwereȱfoundȱ
inȱCapsicumȱannuumȱL.ȱGRȱchloroplastȱandȱinȱbothȱSolanumȱtuberosumȱL.ȱ(potato)ȱGRs.ȱ

ThereȱareȱdiěerentȱclassesȱofȱGSTȱdescribedȱinȱA.ȱthalianaȱsuchȱasȱGSTUȱΘȱ(Tau),ȱGSTFȱ
̘ȱ(Phi),ȱGSTLȱ(Lambda),ȱGSTTȱ(Theta),ȱGSTZȱ(Zeta),ȱDHAR,ȱTCHQDȱ(tetrachlorohydro-
quinoneȱdehalogenase),ȱEF1B·ȱ(elongationȱ1B,ȱhemerythrinȱandȱIota)ȱ[47].ȱTheȱGSTȱTauȱ
andȱGSTȱPhiȱisoformsȱareȱtheȱonesȱthatȱhaveȱgreatȱimplicationȱinȱtheȱdetoxificationȱpro-
cessesȱofȱxenobioticȱcompoundsȱandȱareȱtheȱmostȱabundantȱinȱplantsȱ[48].ȱTheȱTauȱisoformȱ
isȱ theȱmostȱ relevantȱ inȱplantȱ resistanceȱ toȱoxidativeȱ stressȱ factorsȱdueȱ toȱ itsȱGSHȱ andȱ
GPOX-dependentȱdextificationȱactivityȱ[49].ȱGSTȱTauȱhasȱaȱseriesȱofȱresiduesȱdescribedȱinȱ
bothȱA.ȱthalianaȱandȱOryzaȱsativaȱL.ȱspp.ȱjaponica,ȱdicotȱandȱmonocotȱmodelȱspecies,ȱrespec-
tively.ȱ GSTȱ Tauȱ keepsȱ theȱ residuesȱ describedȱ inȱ Arabidopsisȱ (dicot)ȱ andȱ Oryzaȱ sativaȱ
(monot)ȱsuchȱasȱresiduesȱ involvedȱ inȱdomainȱ interactionsȱorȱresiduesȱ involvedȱ inȱGSHȱ
binding.ȱTheseȱresiduesȱareȱalsoȱfoundȱ inȱtheȱGSTȱ isoformsȱanalyzedȱfromȱtomatoȱandȱ
otherȱSolanaceaeȱ(Figureȱ10).ȱAmongȱtheȱconservedȱresidues,ȱweȱhighlightȱtwoȱarginineȱ
residuesȱ(Arg,ȱR):ȱArg20,ȱresponsibleȱforȱtheȱprotonationȱofȱGSHȱandȱArg98,ȱwhichȱinter-
venesȱinȱtheȱestablishmentȱofȱaȱhydrogenȱbondȱthatȱoěersȱstabilityȱtoȱtheȱmolecule.ȱTheseȱ

Figure 8. Sequence-based phylogenetic relationships amoung GR_chl (A), GR_cyt (A), GST (B) and
GST_TCHQD (B) in Arabidopsis, Zea may L.s, Oryza sativa L. spp. japonica and Solanaceous species.
Deduced protein sequences were obtained from Gramene and used for a global alignment with
the Geneious program using Cost Matrix Blosum90 in the GENEIOUS platform. The phylogenetic
tree was constructed with the Geneious tree builder. Athaliana, Arabidopsis thaliana L.; Zm, Z. mays;
Osativa, Oryza sativa L. spp. japonica; Cannum, Capsicum annuum L.; PGS, Solanum tuberosum L.; Solyc,
Solanum lycopersicum L.
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ȱ

ȱ

residuesȱinȱOryzaȱsativaȱ(OsGST_TAU_23)ȱareȱveryȱimportantȱbecauseȱtheirȱremovalȱleadsȱ
toȱtheȱlossȱofȱitsȱcatalyticȱregionȱ[50].ȱ

ȱ
Figureȱ9.ȱGRȱpeptideȱsequenceȱalignment:ȱisoformsȱfromȱdiěerentȱspeciesȱofȱtheȱSolanaceaeȱfamilyȱ
andȱmonocotȱandȱdicotȱmodelȱspecies.ȱDeducedȱproteinȱsequencesȱwereȱobtainedȱfromȱGrameneȱ
andȱusedȱ forȱaȱglobalȱalignmentȱwithȱ theȱGeneiousȱprogramȱusingȱCostȱMatrixȱBlosum90ȱ inȱ theȱ
GENEIOUSȱ platform.ȱ Theȱ FADȱ bindingȱ domainsȱ (purple),ȱ NADPHȱ bindingȱ sitesȱ (green),ȱ
glutathioneȱbindingȱresiduesȱ(orange)ȱandȱcytosolicȱdomainȱ(brown)ȱareȱrepresented.ȱ

ȱ
Figureȱ10.ȱGSTȱpeptideȱsequenceȱalignment:ȱisoformsȱfromȱdiěerentȱspeciesȱofȱtheȱSolanaceaeȱfamilyȱ
andȱmonocotȱandȱdicotȱmodelȱspecies.ȱDeducedȱproteinȱsequencesȱwereȱobtainedȱfromȱGrameneȱ
andȱusedȱ forȱaȱglobalȱalignmentȱwithȱ theȱGeneiousȱprogramȱusingȱCostȱMatrixȱBlosum90ȱ inȱ theȱ

Figure 9. GR peptide sequence alignment: isoforms from different species of the Solanaceae family
and monocot and dicot model species. Deduced protein sequences were obtained from Gramene
and used for a global alignment with the Geneious program using Cost Matrix Blosum90 in the
GENEIOUS platform. The FAD binding domains (purple), NADPH binding sites (green), glutathione
binding residues (orange) and cytosolic domain (brown) are represented.

There are different classes of GST described in A. thaliana such as GSTU ⌧ (Tau), GSTF
F (Phi), GSTL (Lambda), GSTT (Theta), GSTZ (Zeta), DHAR, TCHQD (tetrachlorohy-
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4.2.2. Discusión 

 

La expresión de APX y SOD está altamente controlada por diferentes estreses abióticos 

como sequía, salinidad, temperaturas extremas o la presencia de metales (Agrawal et al., 

2003; Kim et al., 2021; Rosa et al., 2010; Teixeira et al., 2004). Por lo tanto, cabe esperar 

para ambas actividades un rango de expresión similar.  

 

Al analizar los resultados de las enzimas APX y SOD, se observa un patrón de expresión 

parecido en los tiempos t2 y t3 en los dos tejidos estudiados, hojas y raíces. Cuando se 

evalúan los valores de expresión cuantificados en las raíces de plantas tratadas con Sb, 

estos son siempre mayores que los detectados en las plantas control. No sucede lo mismo 

en las hojas jóvenes, en las que los niveles de expresión son siempre son más altos en las 

plantas sin estrés, salvo la expresión de SOD en hojas en t2. No obstante, estas diferencias 

en los patrones de expresión sólo son significativas en t3 bajo toxicidad de 0,5 mM Sb 

para APX, y en t2 y t3 de 0,5 mM Sb y t3 de 1,0 mM Sb para APX y SOD. Este hecho, a 

nivel foliar, puede deberse a que estas enzimas están involucradas en el crecimiento 

vegetativo, por tanto, su expresión en las plantas control es superior a la de las plantas 

sometidas a estrés por Sb.  

 

En las plantas sometidas a toxicidad por Sb, la expresión de ambas enzimas es superior 

en las raíces, ya que es la zona de absorción y acumulación de este metaloide. Este 

comportamiento similar no se produce en t1. Se observa una tendencia al aumento de la 

expresión de APX en ambos órganos bajo condiciones de estrés, aunque este aumento no 

es significativo. El gen SOD en t1 presenta valores de expresión semejantes al control 

cuando se somete a toxicidad de 1,0 mM Sb. En este caso, se observa un descenso del 

patrón de expresión a nivel de la raíz y a un incremento significativo de la expresión de 

SOD. Las diferencias en la expresión que se observa en las hojas para ambas enzimas 

pueden deberse a la gran variabilidad observada en ambos casos. No obstante, la 

tendencia de una mayor expresión de APX y de SOD en raíces que en hojas jo toxicidad 

de Sb, coincide con otros estuidos realizados con este metaloide (Benhamdi et al., 2014; 

Ortega et al., 2017; Vaculíková et al., 2014) u otro metal pesado (Feigl et al., 2015; 

Rodríguez-Ruiz et al., 2019; Srivastava et al., 2015). Además, en Arabidopsis, su 

tolerancia a metales pesados o metaloides (Zn, Cd, Al, Cu y As) mejora si existe una 

sobreexpresión de APX y SOD (Chiang et al., 2014; Lee et al., 2007), quedando patente 
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la relevancia de estas enzimas en la respuesta de la planta frente a este estrés. Esta 

restricción de Sb en la raíz puede evitar daños a las flores y hojas y, de ese modo, 

comprometer los eventos reproductivos y fotosintéticos en las plantas, respectivamente 

(Horst et al., 2010; Krzesłowska, 2011). Esta hipótesis se puede apoyar en el hecho que 

en otras investigaciones previas con Zn y Pb se hallan rastros de estos compuestos en las 

raíces, pero no en los óvulos y el saco embrionario, de modo que las semillas están libres 

de compuestos tóxicos (Horst et al., 2010). Esta retención en la zona de la raíz podría 

deberse a la banda de Caspary que actúa interrumpiendo el apoplasto a nivel de la 

endodermis (Horst et al., 2010; Krzesłowska, 2011). 

 

Por otra parte, considerando el papel del GSH para paliar la toxicidad de metales pesados 

o metaloides como el Sb (Pasricha et al., 2021; Thakur et al., 2022), se ha analizado la 

evolución temporal de la exposición de las plantas de tomate a Sb. Así, enzimas como la 

DHAR, que utiliza GSH para reducir el DHA hasta AsA, la GR, que está implicada en la 

formación de GSH, y la GST, responsable de la conjugación de GSH con elementos 

xenobióticos a través del grupo tiol de la cisteína, que también puede eliminar ROS (Khan 

et al., 2016; Pasricha et al., 2021; Talukdar & Talukdar, 2014; Thakur et al., 2022). 

 

El comportamiento esperado de la GR y de la GST es que su expresión y actividad 

aumente ante el estrés por Sb y a medida que se incrementa el tiempo de exposición. Los 

resultados obtenidos para la expresión de ambas isoformas de GR en t3 coinciden con 

este comportamiento. La expresión de GR en raíz aumenta (p < 0.05, 0,5 mM Sb, GR_cyt). 

Este aumento de la expresión en t3 es consistente con los resultados de la actividad 

enzimática descritos en las experiencias previas (capítulo 4.1.) en hojas adultas en t3 y 

raíces, en las que también se observa una mayor actividad. Posiblemente, este aumento 

se deba a que en t3, la planta está tratando de generar la máxima cantidad de GSH posible 

para paliar el estrés inducido por la presencia de Sb. Este proceso es clave en la raíz, 

órgano donde este metaloide se acumula preferentemente. Estos resultados de expresión 

concuerdan con los resultados mencionados anteriormente (capítulo 4.1.). La GR se 

expresa y actúa continuamente para regenerar GSH, tratando de defender la planta del 

compuesto tóxico (Pourrut et al., 2013). En las hojas, no hay un patrón claro de expresión 

como en las raíces, aunque se observa una reducción en los niveles de expresión den 

respuesta al Sb para la isoforma GR_chl. Por otra parte, en los tiempos t1 y t2 los patrones 

de expresión de ambas isoformas de GR para hojas y raíces o son semejantes a los valores 
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control, o bien, son inferiores en las raíces de ambas isoformas en t1 y en hojas y raíces 

de la GR_chl en t2. 

 

En relación a la expresión de DHAR, se observa un incremento a medida que aumenta el 

tiempo de exposición al Sb, al menos en raíces (significativo en t3). En las hojas, no se 

observa el mismo patrón de expresión, excepto para 0,5 mM Sb en t3. En el tratamiento 

con 1,0 mM Sb se mantiene el nivel de expresión durante todo el tiempo estudiado. Al 

igual que con APX, hay una gran variabilidad, especialmente con 1,0 mM Sb. Bajo 

condiciones de estrés oxidativo, varios estudios indican que hay un aumento en la 

actividad de DHAR que conduce a una mejor tolerancia a condiciones de estrés como 

salinidad y sequía (Kim et al., 2014; Vaish et al., 2020). De hecho, la sobreexpresión de 

genes de DHAR en plantas transgénicas produce mayores niveles de AsA en los tejidos, 

dando una mayor tolerancia a los diferentes estreses (Das & Roychoudhury, 2014; Pandey 

et al., 2015). Además, se observan diferencias significativas en el contenido total de AsA 

en mutantes knockout de dhar1, dhar2 y dhar3 en Arabidopsis, confirmando este aumento 

la necesidad de una mayor actividad de DHAR para reducir DHA durante el estrés 

(Krishna et al., 2021). Además, Bashir & John (2023) describen cómo la aplicación de 

Silicio (Si) junto con brasinosteroides (BR; 1 mM) mejora la tolerancia de plántulas de 

tomate bajo estrés por frío. Esta respuesta puede deberse a un aumento en la expresión de 

genes que codifican enzimas involucradas en la defensa antioxidante, como CAT, 

MDHAR, DHAR y GR (Bashir & John, 2023). Por lo tanto, los resultados obtenidos 

destacan la importancia de DHAR frente al estrés abiótico. Sin embargo, otros estudios 

describen un descenso considerable en la actividad de DHAR bajo estrés por metales 

pesados o metaloides. Este es el caso en O. sativa y la familia Triticum tratadas con As, 

donde las actividades de APX y MDHAR aumentan mientras que la de la DHAR 

disminuye (Hasanuzzaman et al., 2023; Khan et al., 2021). Su comportamiento es 

semejante al descrito en arroz o trigo, plantas que se consideran fitorremediadoras 

(Hasanuzzaman et al., 2023; Khan et al., 2021). En H. annuus, el tratamiento con Sb 

también aumenta significativamente la actividad DHAR, especialmente en raíces, lo que 

posiblemente contribuya a la defensa antioxidante (Ortega et al., 2017). Considerando los 

resultados de expresión y los resultados previos obtenidos para la actividad enzimática, 

se puede decir que, aunque hay una mayor expresión de DHAR para aumentar la 

reducción de DHA a AsA utilizando GSH, esta actividad está condicionada por varios 

factores. Por un lado, DHAR es susceptible a altas concentraciones de H2O2, lo que 
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modifica su actividad. Considerando los altos niveles de expresión de SOD y APX, puede 

ocurrir que, bajo la toxicidad de Sb, la alta cantidad de H2O2 interfiera con la capacidad 

funcional de DHAR. Además, la unión de Sb a GSH puede ocurrir como un mecanismo 

de desintoxicación y, por lo tanto, cuando aumenta la concentración de Sb, hay un mayor 

consumo de GSH, incluso si se está sintetizando más, lo que puede explicarse por el 

aumento en la expresión y actividad de GR. El aumento en la expresión de DHAR no 

parece conllevar un aumento en su actividad, posiblemente debido a la falta de GSH 

disponible al estar participando en la formación de complejos GSH-Sb. 

 

El patrón de expresión de SOD, APX, GR_chl y GST bajo diferentes concentraciones de 

Sb tras 14 días de exposición (t3) en los órganos foliares muestra diferencias dependientes 

de la edad. De hecho, SOD, GR y APX en hojas jóvenes en t3, tienen un patrón de 

expresión más bajo que en hojas de plantas control. Solo GST parece mostrar un patrón 

similar en ambos tejidos, aunque sólo a 1,0 mM Sb su expresión es más alta que la de la 

planta control. Por lo tanto, base a estos resultados, se puede decir que el estado de 

desarrollo del órgano analizado es un factor clave en la expresión de estas enzimas 

defensivas bajo el mismo estrés y tiempo de exposición. Las hojas maduras pasan de unas 

condiciones en un entorno sin estrés alguno a un medio con unas dosis tóxicas de Sb, 

mientras que las hojas más jóvenes comienzan a desarrollarse bajo estas condiciones 

estresantes. Además, las hojas maduras están sometidas más tiempo a la toxicidad de Sb. 

Por esta razón, es posible que el patrón de expresión de SOD y APX en t1 sea similar al 

cuantificado en las hojas adultas de plantas sometidas a distintas concentraciones de Sb 

durante 14 días. Por el contrario, sí se observan diferencias en los niveles de expresión de 

GR_chl y GST, debido posiblemente a que la actividad de APX y de SOD se inicie más 

tarde. Dependiendo de la etapa de desarrollo foliar bajo estrés de estas plantas y el tiempo 

de exposición al mismo, el patrón de expresión de estas enzimas puede variar. 

 

Además de la diferencia significativa observada en las hojas tratadas con 0,5 mM Sb, no 

se aprecia ninguna otra diferencia entre plantas control y estresadas por el metaloide. Los 

niveles de expresión de GSNOR no se alteran por la presencia de Sb. Este resultado 

coincide con el observado por varios autores, que observan una expresión más o menos 

constante de la GSNOR, independientemente de que la planta se halle bajo un estrés o 

no, como Airaki et al. (2015), en C. annum; Martinez et al., (2006), en Arabidopsis; o 

Kubienová et al. (2014) y Jahnová et al. (2019), en tomate. 
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La GSNOR puede ser regulada tanto a nivel transcripcional como postraduccional. Esta 

regulación contribuye al ajuste de la señalización de •NO en plantas. Por un lado, la 

modificación oxidativa reversible de los residuos de cisteína de GSNOR inhibe su 

actividad enzimática in vitro, lo que sugiere una posible interacción entre la señalización 

de RNS y ROS (Lindermayr, 2018; Tichá et al., 2017). Además, la biosíntesis de •NO en 

plantas depende del sitio y la naturaleza del estímulo que desencadena su síntesis (Mur et 

al., 2013; Yu et al., 2014). El •NO puede ser producido por vías oxidativas o reductoras, 

reacciones enzimáticas o no enzimáticas (Mur et al., 2013; Yu et al., 2014). El aumento 

del contenido de •NO y los cambios en la actividad de GSNOR muestran la participación 

de RNS en respuesta al Sb. En tomate, el Sb induce aumentos en el contenido en •NO, 

pero la actividad y expresión de GSNOR no se alteran significativamente. El choque 

oxidativo producido en respuesta al Sb altera el equilibrio de ROS, principalmente, por 

un aumento en la concentración de H2O2 que conduce a un aumento de •NO para limitar 

el desequilibrio redox inducido. 

 

Los resultados obtenidos muestran que la expresión de SOD aumenta de t1 a t3, 

provocando un aumento de H2O2. Una alta cantidad de H2O2 es capaz de producir un 

aumento de •NO en la raíz. El exceso de H2O2 también ser utilizado para la síntesis de 

lignina en las paredes celulares (sobre todo en las raíces), y como un sistema de 

inmovilización para el Sb (raíces y hojas). A través de mutantes nox1 (sobreproducción 

de •NO con alto nivel de l-arginina y l-citrulina) y gsnor1-3 (actividad reducida de 

GSNOR y alto nivel de •NO, nitrato y RSNO) en A. thaliana expuesta a concentraciones 

tóxicas de Cu2+ (Feechan et al., 2005; Pető et al., 2013), se ha determinado que un alto 

nivel de •NO debido a una actividad reducida de GSNOR permite a la planta aumentar su 

sensibilidad bajo condiciones de estrés leve, favoreciendo la tolerancia a estrés severo 

(Pető et al., 2013). El mutante gsnor1-3 tiene un alto nivel de RSNOs y una mayor 

tolerancia al selenio (Se) (Lehotai et al., 2012). Sin embargo, otro estudio indica que 

existe un aumento en la actividad de GSNOR y del contenido de •NO en plantas de arroz 

bajo concentraciones tóxicas de Al (Yang et al., 2013). En Solanaceae, se describe un 

aumento de •NO, sin que haya cambios en la actividad de GSNOR en la raíz 

(Arasimowicz‐Jelonek & Floryszak‐Wieczorek, 2014), bajo estrés abiótico por 

compuestos xenobióticos que son coherentes con los resultados expuestos para el tomate. 

Además, en otras especies de otras familias como P. sativum, bajo toxicidad por Cd, hay 

un aumento de •NO junto con una disminución de la actividad de GSNOR (Barroso et al., 
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2006). Esta divergencia en el patrón de GSNOR y el contenido de •NO, puede indicar que 

la respuesta de una planta a la toxicidad por metales pesados depende de la especie de 

planta y del tipo de metal/metaloide. 

 

 

Análisis Filogenético y sobre los dominios y residuos proteicos de las isoformas de 

GST y GR 

 

Mediante un análisis bioinformático profundo sobre las secuencias peptídicas y los 

motivos de las isoformas estudiadas de las enzimas GR y GST se puede evaluar la 

evolución de los dominios funcionales de estas enzimas en el tomate y otros miembros 

de la familia Solanaceae (C. annuum y S. tuberosum) al compararlos con los ortólogos 

descritos en especies de referencia de dicotiledóneas (Arabidopsis) y monocotiledóneas 

(O. sativa y Z. mays). El estudio de las regiones funcionales o reguladoras de estas 

enzimas es clave, tal y como describe Bölükbasi (2021), que también indican que estas 

proteínas, GR y GST, pueden ser útiles para programas de mejora de plantas enfocados a 

desarrollar variedades más tolerantes a estreses bióticos y/o abióticos.  

 

Tras evaluar estos análisis, se observa que existe una alta conservación de los dominios 

funcionales entre monocotiledóneas y dicotiledóneas, especialmente una alta 

conservación de todos los residuos y motivos descritos para las isoformas de GR y GST. 

 

Existen diferentes clases de GST descritas en A. thaliana, como GSTU τ (tau), GSTF Φ 

(phi), GST l (lambda), GST q (theta), GST Z (zeta), DHAR, TCHQD, EF1Bg 

(elongación 1B, hemeritrina e Iota)  (Liu et al., 2013). Las isoformas GST tau y GST phi 

son las que tienen mayor relevancia en los procesos de desintoxicación de compuestos 

xenobióticos, además de ser las más abundantes en las plantas (Kumar & Trivedi, 2018). 

GST tau tiene una serie de residuos descritos tanto en A. thaliana como en O. sativa 

(japónica), dicotiledónea y monocotiledónea, respectivamente, como residuos implicados 

en la unión de GSH. Estos residuos también se encuentran en las isoformas de GST 

analizadas en tomate y otras solanáceas (pimiento o patata) (Figura 39). Entre los residuos 

conservados destacamos dos residuos de arginina (Arg, R): Arg20, responsable de la 

protonación de GSH; y Arg98, que interviene en el establecimiento de un enlace de 

hidrógeno que proporciona estabilidad a la enzima. Estos residuos en arroz 



 138 

(OsGST_TAU_23) son muy importantes porque su eliminación conduce a la pérdida de 

su región catalítica (Song et al., 2021). Tras analizar las dos isoformas de GST descritas 

en Solanaceae, GST y GST TCHQD, ambas colaboran en procesos de detoxificación de 

compuestos xenobióticos y existe evidencias de su papel preponderante en la defensa de 

las plantas frente al estrés oxidativo inducido por metales pesados o metaloides  (Talukdar 

& Talukdar, 2014). Con respecto a la isoforma TCHQD, Warner et al. (2008) describen 

que en Sphingobium clorofenolicum cataliza la deshalogenación reductora de TCHQ para 

degradar el pentaclorofenol. Sin embargo, la ortología no está clara en Z. mays, donde se 

requiere de más información. Los resultados filogenéticos indican que la isoforma GST 

TCHQD dentro de la familia Solanaceae parece que se diversificó tempranamente del 

resto de las dicotiledóneas (Arabidopsis). Estas diferencias pueden conllevar a que se 

encuentran regiones específicas dentro de la familia Solanaceae, aunque falta profundizar 

más en el estudio de esas regiones o dominios específicos. Es posible que el origen de 

esta divergencia se deba a procesos de duplicación génica. Estos procesos desempeñan 

un papel importante en la evolución de las plantas y pueden servir para la adquisición de 

nuevas funciones (Huang et al., 2022) . Los procesos de duplicación pueden ser de un 

genoma completo, de un solo gen o de regiones del genoma (Maere et al., 2005; Paterson 

et al., 2010); sin embargo, la duplicación de un solo gen sería suficiente para la aparición 

de nuevos genes (Magadum et al., 2013). 

 

Un tipo de duplicación génica es la duplicación en tándem, que involucra dos o más genes 

homólogos adyacentes entre sí en el genoma (Jander & Barth, 2007). Tanto en las 

Brassicaceae (Arabidopsis) como en las monocotiledóneas, se han producido 

duplicaciones en tándem. De hecho, este tipo de regiones representa una proporción 

significativa de sus genomas: 17% en Arabidopsis (Theologis et al., 2000), 14% en O. 

sativa (Matsumoto et al., 2005) y 35% en Z. mays (Messing et al., 2004). La familia 

Solanaceae no es una excepción. Dentro de esta familia, hay muchos fragmentos 

cromosómicos duplicados. Además del proceso de duplicación experimentado por todas 

las dicotiledóneas, hace aproximadamente 65 millones de años, las especies de 

Solanaceae tuvieron otro evento de duplicación (Consortium tomato, 2012). Los genes 

duplicados se separaron posteriormente. Por lo tanto, esto puede explicar por qué las 

regiones de GR y GST están conservadas en algunos residuos. Los residuos conservados 

pueden permitirles desempeñar su función, pero la divergencia en esos residuos en otras 

familias o especies puede llevar a diferentes comportamientos cuando se exponen a los 
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mismos estreses. Esto puede explicar la existencia de los diferentes tipos de GR o GST 

descritos. 

 

En resumen, el desarrollo foliar parece ser un factor clave en la expresión de los genes 

codificantes de enzimas de defensa, observándose diferencias en los patrones de 

expresión de las enzimas APX, GR_chl, GST y SOD entre las hojas de verticilos más 

apicales (hojas jóvenes) frente a las hojas de verticilos más basales (hojas más adultas) a 

t3. En general, ante el estrés por Sb, se observa una clara tendencia al aumento de la 

expresión de APX y SOD en raíces y hojas adultas, pero no en hojas jóvenes. 

 

La expresión de las dos isoformas de GR evaluadas es mayor en t3 y a medida que 

aumenta concentración de Sb, excepto en las hojas de plantas sometidas a 0,5 mM Sb. El 

incremento de la expresión en t3 es consistente con los resultados de la actividad 

enzimática descritos en las experiencias previas sobre hoja adulta y raíz en t3, 

posiblemente porque sea necesario para la regeneración de GSH. GST muestra un patrón 

de expresión similar en raícse y hojas jóvenes a tiempo final (t3), a pesar de que su 

expresión en hojas disminuye a medida que aumenta el tiempo de exposición. La isoforma 

GST TCHQD muestra un patrón de expresión que disminuye con el tiempo de exposición 

al metaloide, siendo significativamente inferior en raíces y hojas a tiempo final (excepto 

en raíces bajo 0,5 mM Sb). DHAR muestra una mayor expresión sin que aumente su 

actividad. El aumento de expresión de DHAR junto al de SOD y APX, puede indicar la 

existencia de unas condiciones de alto contenido de ROS en respuesta al Sb. Este aumento 

de ROS afecta a la actividad de la DHAR. No hay una concordancia entre la expresión 

del gen codificante de la enzima GSNOR y la variación del contenido de •NO en la raíz 

de plantas sometidas a concentraciones toxicas de Sb. La respuesta de GSNOR puede 

estar condicionada por el tipo de estrés y especie vegetal. La expresión de estos genes 

depende del desarrollo, órgano y del grado de estrés (Figura 40). 

 

El análisis filogenético revela una alta conservación de los dominios funcionales y 

residuos descritos para las diferentes isoformas de GR y GST de especies modelos de 

monocotiledóneas, dicotiledóneas y otras solanáceas. Por otra parte, posibles eventos de 

duplicación parcial o total del genoma de las diferentes especies pueden explicar 

diferencias entre las zonas funcionales definidas. 
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Figura 40: Esquema general de los efectos de la toxicidad de Sb sobre la expresión de genes relacionados 
con las actividades antioxidantes en plantas de S. lycopersicum 
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4.3. Evaluación de Dittrichia 

viscosa como planta 

bioacumuladora de Sb 
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4.3.1. Resultados 

 

Efecto del Sb sobre el crecimiento de plantas de Dittrichia viscosa  

 

Las plantas de D. viscosa cultivadas durante 17 días (27 días de edad) bajo toxicidad de 

0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, muestran una significativa reducción en la longitud de la parte 

radicular y de la parte aérea en relación con las plantas control, así como del área foliar y 

de los PF y PS (Figuras 41 y 42, Tabla 9).  

 

 

 

Figura 41. (A) Plantas enteras de D. viscosa y (B) hojas procedentes de plantas control y tratadas con 0,5 

mM Sb y 1,0 mM Sb (17 días de tratamiento con Sb). 
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Figura 42. Índice de área foliar en plantas control y tratadas con 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb. Los datos son 

medias de, al menos cuatro experimentos independientes ±SD. Letras diferentes indican diferencias 

significativas. 

 

El área foliar disminuye en respuesta a la toxicidad de Sb, con valores similares para las 

dos concentraciones utilizadas. El área foliar total de las plantas control es de 417,5 ± 

75,9 cm2, reduciéndose este valor hasta 209,4 ± 34,6 cm2 y 264,6 ± 85,8 cm2 para los 

tratamientos con 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente (Figura 42).  Se produce una 

disminución de la longitud (Tabla 9) del 28% y del 36% de las raíces sometidas a 0,5 mM 

Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente. Las disminuciones porcentuales de las longitudes de 

la parte aérea son menores que las de las raíces, siendo similares (en torno al 20%) para 

ambas concentraciones. En las raíces, se observa una reducción del PF y del PS, del 25% 

y 35%, y del 33% y 45%, para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente, respecto de los 

controles. Lo mismo ocurre en los tallos, con descensos del PF y PS del 35% y 60%, y 

del 17% y 39% para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente. En cuanto a la biomasa 

total producida, se observa una disminución respecto de los controles del 25% y 50%, 

para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente. 
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Efecto del Sb en la acumulación de Sb y otros elementos minerales 

 

El incremento en la cantidad de Sb en el medio de cultivo provoca un significativo y 

fuerte aumento en la absorción y acumulación de este elemento, tanto en la parte radicular 

como en la aérea (Tabla 10). El aumento en la cantidad de Sb en el medio provoca un 

incremento en el contenido de este elemento, siendo la capacidad de acumulación mayor 

en la parte radicular que en la áerea. Así, en presencia de 0,5 mM Sb se observa una 

acumulación de este elemento en las raíces de 13503 µg g-1 PF, mientras que si la 

concentración del medio es de 1,0 mM Sb se alcanzan los 24450 µg g-1 PF. La cantidad 

de Sb que se acumula en la parte aérea es mucho menor, con valores de 810 µg g-1 PF y 

1547 µg g-1 PF, para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente. En las raíces control se 

detecta 4,1 µg g-1 PF, mientras que en la parte aérea no aparece. Los valores de FB 

obtenidos muestran claramente la gran capacidad de absorción y acumulación de Sb en 

raíces de D. viscosa. Los valores del FB calculados son similares para ambas 

concentraciones, aunque dependen del órgano. La absorción muestra una tendencia a la 

saturación, valores del FB muy similares. En cuanto a la capacidad de transporte dentro 

de la planta, los valores del FT obtenidos son similares en ambas concentraciones (0,06 

y 0,063 respectivamente).  

 
Tabla 10. Contenido de Sb en raíces y parte aérea, valores de factor de bioacumulación (FB) y factor de 

translocación (FT) en plantas de D. viscosa. Los datos proceden de 10 experimentos independientes, cada 

uno realizado por triplicado (letras distintas indican diferencias significativas a p < 0.05, Mann-Whitney 

U-test).  

 

 
 

La presencia de Sb en el medio, y su absorción por los tejidos altera la absorción y 

acumulación de otros elementos minerales esenciales. En la Tabla 11 se muestran las 

concentraciones de Fe, Mn, Cu, Zn y B en parte radicular y aérea.  Entre los 

macronutrientes, el contenido en N, S y K disminuye tanto en raíces como en parte aérea, 

hasta valores muy similares para ambas concentraciones de Sb. El contenido en Ca y Mg 

solo disminuye en las raíces, manteniéndose sin alteración en la parte aérea. La excepción 
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entre los macroelementos es el P que no muestra alteración de su contenido total ni en 

parte radicular ni aérea. En los micronutrientes, se observa cómo el contenido en Fe y Cu 

sufre un fuerte descenso, mayor en raíces que en parte aérea, siendo la alteración en el 

contenido en Fe de mayor magnitud que la del Cu.  El Mn en la parte aérea se mantiene 

sin cambios, pero en la parte radicular disminuye su contenido un 12% bajo 1,0 mM Sb, 

pero no para 0,5 mM Sb. El Zn aumenta su contenido en raíces bajo 0,5 mM Sb, para 

descender en 1,0 mM Sb (13%), mientras que en la parte aérea desciende de forma similar 

para ambas concentraciones en relación a los valores control. El B sólo desciende en la 

parte radicular, y aumenta su contenido total en la parte aérea (20% para ambas 

concentraciones tóxicas de Sb).  

 

 

Efecto del Sb sobre el contenido en pigmentos fotosintéticos y eficiencia fotosintética 

 

En la Tabla 12 se muestra cómo la toxicidad de 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb produce un 

descenso en el contenido en clorofila a del 15% y 36%, y en clorofila b del 20% y 42%, 

respectivamente. En consecuencia, los niveles totales de clorofilas también descienden. 

La relación clorofila a/clorofila b se incrementa en respuesta al Sb (debido al mayor 

descenso de clorofila b), desde 2,11 del control hasta 2,35 para 1,0 mM Sb. Por el 

contrario, el contenido en carotenoides aumenta en respuesta al estrés de Sb, con un 

incremento similar para ambas concentraciones del metaloide, en torno al 7%. Como 

consecuencia de este aumento en carotenoides y de la disminución en el contenido en 

clorofilas, la relación carotenoides/clorofilas se incrementa, pasando de 0,056 para el 

control a 0,072 y 0,094, para los tratamientos con Sb. La eficiencia fotosintética no se ve 

alterada por el tratamiento con 0,5 mM Sb, observándose un ligero descenso 

(aproximadamente del 10%) en la eficiencia fotosintética en el caso de plantas crecidas 

con 1,0 mM Sb. Estos resultados evidencian una alteración en el contenido en clorofilas 

y carotenoides en respuesta al estrés inducido por la toxicidad de Sb, pero la eficiencia 

fotosintética sólo se ve afectada y de forma muy ligera por la concentración más alta, lo 

que indica la capacidad de D. viscosa para mantener sus niveles normales de fotosíntesis 

bajo estas condiciones de estrés. 
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Peroxidación lipídica y contenido de ROS  

 

El daño oxidativo es determinado por la medida de la peroxidación lipídica tanto en raíces 

como en hojas. En raíces, la toxicidad de Sb produce un fuerte incremento de la 

peroxidación de los lípidos de membrana, con incrementos del 21% y 43% para 0,5 mM 

Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente, en comparación con los valores control (Figura 43A). 

Sin embargo, sorprendentemente en las hojas no se observa incremento en los niveles de 

peroxidación lipídica, con valores incluso inferiores a las plantas control. 

 

Con respecto a la producción de O2•− (Figura 43B), se observa un incremento en raíces 

que fueron similares en valor (≈14%) para las dos concentraciones de Sb utilizadas. Estos 

resultados coinciden con la observación de la producción y acumulación de O2•− en raíces 

mediante sondas de fluorescencia específicas (Figura 44A,D) en las que se ve que la 

fluorescencia es muy similar en las raíces tratadas con Sb, independientemente de la 

concentración utilizada. En las hojas (Figura 43A,B) se produce un aumento del 18% con 

1,0 mM Sb, pero no se observa alteración alguna con 0,5 mM Sb.  

 

En cuanto al contenido en H2O2, se observa cómo la toxicidad del Sb provoca un aumento 

significativo en el contenido de H2O2 en raíces, en un 82% y 346%. Este aumento es 

mayor en las hojas, con aumentos del 100% y 153%, para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, 

respectivamente (Figura 43C). Con respecto a la cantidad de H2O2 acumulada 

determinada por microscopía de fluorescencia (Figura 44B,E), se observan fuertes 

aumentos en respuesta a la toxicidad de Sb (×2,5 y ×3,1 para las dos concentraciones de 

Sb). 

 

También se observa cómo el contenido de •NO bajo condiciones de estrés por Sb aumenta 

en ambos órganos (Figura 43D), en un 63,2% y 47,0% para 0,5 mM Sb y en un 72,3% y 

38,0% para 1,0 mM Sb, en raíces y hojas respectivamente. Las imágenes de fluorescencia 

muestran este claro aumento en el contenido de •NO de las raíces (Figura 44C,F), con 

aumentos en los niveles de fluorescencia muy similares a los observados en el contenido 

de •NO determinados espectrofotométricamente.  

 

La Figura 43E muestra el contenido de H2S de raíces y hojas de plantas expuestas a la 

toxicidad del Sb. Como puede observarse, se produce un fuerte aumento en las raíces 
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(52%, o ×1,5), siendo similar para las dos concentraciones de Sb utilizadas. El 

comportamiento es similar en las hojas, siendo un incremento más moderado (18%, ×1,2). 

Nuevamente, las imágenes de fluorescencia permiten visualizar este aumento en la 

cantidad de H2S acumulado en las raíces (Figura 44G,J) (×2,2 y ×2,4 para 0,5 mM Sb y 

1,0 mM Sb, respectivamente). 

 

 
 
Figura 43. Efecto del Sb sobre la peroxidación lipídica (A), la producción de O2- (B) y el contenido de H2O2 

(C), •NO (D) y H2S (E) en raíces (blanco) y hojas (gris) de D. viscosa. Los datos proceden de 10 

experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado (letras distintas indican diferencias 

significativas a p < 0,05, prueba U de Mann-Whitney). 
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En cuanto al contenido de ONOO- en raíces también se observa un fuerte aumento, como 

se puede ver en las imágenes de microscopía de fluorescencia (Figura 44H,K) (×2,2 y 

×2,6, para Sb 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb). El tratamiento con Sb también altera el contenido 

en RSNOs (Figura 44I,L). Así, mediante fluorescencia se observa cómo en las raíces hay 

un fuerte aumento en la producción y acumulación de estos compuestos para ambas 

concentraciones de Sb utilizadas. Así, los RSNOs aumentan un 52,9% cuando las raíces 

se tratan con 0,5 mM Sb y un 70% cuando es con Sb 1,0 mM Sb. 
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Figura 44. Detección de O2•−, H2O2, •NO, H2S, ONOO-, y RSNOs en las raíces (A-C, G-I), y niveles medios 

de intensidad de fluorescencia cuantificados en unidades arbitrarias (D-F, J-L), respectivamente. Se 

analizaron al menos cinco raíces para cada condición experimental y cinco repeticiones independientes 

(letras distintas indican diferencias significativas a p < 0,05, prueba U de Mann-Whitney). Barra: 200 μm. 
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Efecto del Sb sobre las actividades antioxidantes enzimáticas 

 

La actividad SOD disminuye en raíces, mientras que aumenta en hojas por el tratamiento 

con Sb (Figura 45A). Las plantas cultivadas con 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb presentan un 

descenso de esta actividad del 8% y 22%, respectivamente, para la actividad SOD en las 

raíces, mientras que en hojas se producen aumentos del 13% y 22,4%, respectivamente, 

en relación a los valores que se observan en hojas control. La actividad POX (Figura 45B) 

no muestra alteración alguna inducida por Sb en raíces, pero si un leve incremento, 

aunque significativo en las hojas. 

 

Respecto a las enzimas implicadas en el ciclo AsA-GSH, la actividad APX (Figura 45C) 

en raíces disminuye bajo toxicidad de 1,0 mM Sb un 11,5%. En hojas este descenso no 

es significativo, con valores de 10,5% y 8,4%, para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, 

respectivamente. Sin embargo, la actividad DHAR (Figura 45D) en raíces aumenta para 

ambas concentraciones de Sb (15% para 1,0 mM Sb), mientras que en hojas aumenta para 

0,5 mM Sb (12,5%) pero no para 1,0 mM Sb. La actividad MDHAR (Figura 45E) 

experimenta descensos del 22% y 47% con 0,5 mM Sb, y del 56% y 44%, con 1,0 mM 

Sb en raíces y hojas respectivamente. En cuanto a la actividad GR (Figura 45F) no se 

observan cambios en raíces por el tratamiento con Sb, y en hojas el comportamiento 

fluctúa en ambas concentraciones, aumentando un 19,7% para 0,5 mM Sb y 

disminuyendo un 36,5% para 1,0 mM Sb.  
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Figura 45. Efecto de Sb sobre las actividades SOD (A), POX (B), APX (C), DHAR (D), MDAR (E) y GR 

(F), en raíces (blanco) y hojas (gris) de D. viscosa. Los datos proceden de 10 experimentos independientes, 

cada uno realizado por triplicado (letras distintas indican diferencias significativas a p < 0,05, prueba U de 

Mann-Whitney). 

 

En cuanto a la GSNOR se producen fuertes aumentos en la actividad, del 44,4% y 83,8% 

en raíces y 15,8% y 35,2% en hojas, para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente 

(Figura 46A). 

 

Respecto a la actividad de L-DES (Figura 46B), se observa que aumenta tanto en raíces 

como en hojas, aunque este aumento es significativo solamente con 1,0 mM Sb (24 y 25% 

en raíces y hojas respectivamente). 
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La actividad de GST (Figura 46C) en raíces no se ve afectada con 0,5 mM Sb, pero bajo 

toxicidad de 1,0 mM Sb se observa un aumento del 21%. En hojas, por el contrario, 

muestra descensos del 9% y 12% para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente.  

 

 

 
 
Figura 46. Efecto de Sb sobre las actividades GSNOR (A), L-DES (B) y GST (C) en raíces (blanco) y hojas 

(gris) de D. viscosa. Los datos proceden de 10 experimentos independientes, cada uno realizado por 

triplicado (letras distintas indican diferencias significativas a p < 0,05, prueba U de Mann-Whitney). 
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Efecto del Sb sobre los compuestos fenólicos 

 

Previa a la determinación del contenido en compuestos fenólicos, se realizan medidas 

relacionadas con el metabolismo de estos fenoles, así se miden las actividades CA-POX 

y PPO, enzimas implicadas en su oxidación. 

 

Con respecto a la actividad CA-POX (Figura 47A) los resultados obtenidos muestran un 

aumento de esta actividad por la toxicidad del Sb, aunque de forma independiente a la 

dosis, tanto en raíces con un incremento del 83,1% y 71,2% como en hojas donde el 

incremento es 122,5% y 109,0%, para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente. 

 

La actividad PPO (Figura 47B), en raíces disminuye dependiendo de la concentración de 

Sb utilizada (14,3% y 35,4%, respectivamente). En hojas, la actividad PPO muestra un 

comportamiento similar bajo toxicidad de 1,0 mM Sb, pero en el caso de 0,5 mM Sb se 

produce un aumento (15,4%). 

 

El contenido total de compuestos fenólicos (Figura 47C) muestra cómo en las raíces se 

incrementan leve, pero significativamente, en respuesta al tratamiento con 0,5 mM Sb, y 

sin alteración respecto del control para 1,0 mM Sb. Por el contrario, en las hojas se 

observa una disminución para ambas concentraciones de Sb (en un 11,5% y un 21,8%, 

para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb). El contenido en flavonoides totales muestra una respuesta 

similar a la obtenida para los fenoles totales (Figura 47D). El contenido total de estos 

compuestos es superior en hojas. Sin embargo, la oxidación por la PPO de estos 

compuestos es superior en raíces. 



 158 

 
 
Figura 47. Efecto de Sb sobre CA-POX (A) y PPO (B) y actividades, y el contenido total de fenoles (C) y 

flavonoides (D), en raíces (blanco) y hojas (gris) de D. viscosa. Los datos proceden de 10 experimentos 

independientes, cada uno realizado por triplicado (letras diferentes indican diferencias significativas a p < 

0,05, prueba U de Mann-Whitney). 

 

 

Efecto del Sb sobre los componentes del ciclo AsA-GSH 

 

Se observa que en raíces el contenido de AsA muestra una reducción de entre 8,5% (0,5 

mM Sb) y 16,1% (1,0 mM Sb) (Tabla 13). Por el contrario, en hojas los dos tratamientos 

de Sb producen un incremento similar en este contenido. Con respecto al contenido de 

DHA, en las raíces se produce un aumento para 0,5 mM Sb, aunque no significativo, y 

descenso para 1,0 mM Sb. Por el contrario, el contenido de DHA en hojas disminuye para 

ambas concentraciones (30,1% y 54,5%, respectivamente). Estas alteraciones provocan 

que el contenido total de AsA + DHA disminuya tanto en raíces como en hojas, excepto 

en 0,5 mM Sb en raíces cuando no se producen alteraciones. Finalmente, la relación 

AsA/DHA muestra una disminución no significativa en raíces para 1,0 mM Sb, pero no 

para 0,5 mM Sb, y mostrando un aumento en hojas (x1,6 y x2,2 para 0,5 mM Sb y 1,0 

mM Sb, respectivamente).  
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En cuanto al contenido en GSH y GSSG (Tabla 13), se observa cómo el contenido en 

GSH sufre un fuerte descenso, sobre todo en raíces, en una respuesta tanto mayor cuanto 

mayor es la concentración de Sb utilizada. El contenido en GSSG también desciende, 

sobre todo en raíces y para 1,0 mM Sb. Como consecuencia de estas alteraciones el 

contenido total (GSH+GSSG) desciende, siendo este efecto nuevamente mucho más 

fuerte en raíces que en hojas. Finalmente, la relación GSH/GSSG también desciende en 

respuesta a la toxicidad de Sb, de forma similar para ambas concentraciones de Sb.  

 
Tabla 13. Efecto de la Sb sobre los contenidos de AsA, DHA y ascorbato (AsA+DHA) y la relación 

AsA/DHA, los contenidos de GSH, GSSG y glutatión (GSH+GSSG) y la relación GSH/GSSG, en D. 

viscosa. Los datos proceden de 10 experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado (letras 

diferentes indican diferencias significativas a p < 0,05, prueba U de Mann-Whitney). 
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4.3.2. Discusión 

 

La exposición de D. viscosa a elevadas concentraciones de Sb provoca reducción del 

crecimiento y de la producción de biomasa, siendo estos efectos similares a los 

provocados por la toxicidad de metales pesados y metaloides, como el Cd, el Pb o el Ni 

(Alyemeni et al., 2018; Mostofa et al., 2015; Sandalio et al., 2009; Verma & Dubey, 

2003). En presencia de 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb durante 17 días, se ve reducida la 

longitud, el PF, y el PS tanto de la parte radicular como de la parte aérea, así como de la 

producción total de biomasa. La reducción del crecimiento es más pronunciada en las 

raíces que en la parte aérea, siendo estos resultados similares a los descritos en otras 

especies expuestas a este metaloide. Este efecto muestra una clara dependencia de la 

concentración de Sb. (Chai et al., 2016; Ortega et al., 2017; Tschan et al., 2009b; Zhou et 

al., 2018) . 

 

El Sb se acumula mayoritariamente en raíces, siendo esta acumulación dependiente de la 

cantidad de Sb presente en el medio (Feng et al., 2020; Ji et al., 2018; Ma et al., 2019; 

Ren et al., 2014). Los valores que muestra el FB en raíces son muy superiores a los que 

se observan en la parte aérea. El bajo valor del FT en D. viscosa es de 0,06, lo cual 

contrasta con los valores obtenidos por Benhamdi et al. (2014) de 1,21 y 0,34 en las 

plantas Hedysarum pallidum y Lygeum spartum, respectivamente. No obstante, estos 

bajos valores de FT coinciden con los observados por Pérez-Sirvent et al. (2012), que 

realizaron mediciones en D. viscosa y en diferentes localizaciones de un suelo minero de 

Sb. Aunque en su caso se observan menores niveles de acumulación, posiblemente debido 

a la menor biodisponibilidad de Sb en los suelos que estudiaron en comparación con los 

niveles aportados en este trabajo, donde las plantas crecen en cultivo hidropónico. 

 

La absorción y el transporte de otros elementos minerales también se ven afectados por 

la toxicidad de Sb. Altas concentraciones de Sb en el medio provocan que el contenido 

de N, S, K y Ca disminuya tanto en raíces como en la parte aérea. Sin embargo, el 

contenido de P se mantiene inalterado. Shtangeeva et al. (2012) describen una 

disminución en el contenido de Ca y K bajo toxicidad de Sb, mientras que (Zhu et al., 

2020b) describen la disminución en el contenido de K pero un aumento en el contenido 

de Ca. El contenido de Mg disminuye en raíces (Zhu et al., 2020b), pero esta disminución 

es mucho menor en la parte aérea, observándose un FT para este elemento mucho mayor 
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que el observado en las plantas control. Es posible que este factor esté relacionado con el 

mantenimiento de niveles de pigmentos fotosintéticos, lo que puede favorecer que se 

mantenga la eficiencia fotosintética en estas condiciones de estrés por Sb, especialmente 

en el caso de 0,5 mM Sb. El contenido en Fe y Cu desciende, siendo el descenso más 

acusado en raíces, coincidiendo con los descensos observados previamente (Feng et al., 

2013c; Shtangeeva et al., 2011; Zhu et al., 2020b). Sin embargo, contrastan con los 

resultados obtenidos previamente en tomate, donde el Sb induce una disminución del 

contenido de Fe y Zn, con aumentos de Mg y Cu. El comportamiento de Mn es diferente, 

disminuyendo en las raíces, como también observan  Zhu et al (2020b) en O. sativa y 

previamente en este trabajo en S. lycopersicum. Sin embargo, en la parte aérea se 

mantiene prácticamente sin cambios, con ligeras fluctuaciones que, junto con la menor 

disminución del contenido de Mg, podría contribuir a mantener la eficiencia fotosintética. 

Este resultado es similar al descrito por Rodríguez-Ruiz et al. (2019) quienes observan 

descensos del contenido de Mg y Mn en las raíces, pero no en las hojas de plantas de 

guisantes sometidas a toxicidad por As. 

 

El contenido de clorofila disminuye en respuesta a la toxicidad de Sb, ya sea por una 

disminución en su biosíntesis (Pan et al., 2011; Xue et al., 2015; Zhang et al., 2010) o por 

un aumento en su degradación (Jain et al., 2010; Jaleel et al., 2009). La relación clorofila 

a/b aumenta en respuesta al tratamiento con Sb, lo que indica una respuesta a la toxicidad 

inducida por metaloides como se ha descrito previamente (Zhou et al., 2018). Este 

aumento se debe a la mayor disminución del contenido de clorofila b que la observada 

para la clorofila a, posiblemente debido a una mayor degradación de la clorofila b  (Jain 

et al., 2010; Jaleel et al., 2009). Sin embargo, el contenido de carotenoides aumenta, lo 

que refleja su capacidad antioxidante y fotoprotectora (Chai et al., 2017), mientras que en 

Acorus calamus bajo toxicidad por Sb se ha observado tanto una disminución en el 

contenido de carotenoides como en la relación carotenoides/clorofilas (Zhou et al., 2018). 

Este aumento en el contenido de carotenoides, sumado a la disminución del contenido 

total de clorofilas, hace que la relación carotenoides/clorofilas también aumente. La 

toxicidad de Sb induce un aumento en la producción de ROS que afecta negativamente al 

contenido de clorofilas. La relación clorofila a/b está relacionada con el grado de 

apresamiento y fluidez de las membranas tilacoidales (Anderson & Aro, 1994; Chow, 

1999). El aumento de la relación clorofila a/ b es interesante ya que refleja los cambios 

que se producen en la funcionalidad de las membranas tilacoidales, modificando su estado 



 162 

de apresamiento y con ello el funcionamiento del PSII (Anderson & Aro, 1994). La 

relación clorofila a/b es inversamente proporcional al grado de apresamiento tilacoidal 

siendo, por tanto, un correcto apresamiento el factor clave para la capacidad de 

transferencia de electrones al PSII. Así, cambios en el grado de apresamiento tilacoidal 

alteran la fluidez de sus membranas, reduciendo con ello la transferencia de electrones 

(Chow, 1999), llegando a provocar fotoinhibición (Ortega et al., 2017; Pan et al., 2011; 

Zhou et al., 2018). De acuerdo con Ortega et al., (2017), y con lo descrito en el capítulo 

4.1 de este trabajo, se observa, en girasol y en tomate, cómo la toxicidad de Sb induce un 

aumento en la relación clorofila a/b, lo que conduce a disminuciones en la eficiencia 

fotosintética en estas especies. Sin embargo, sorprendentemente, D. viscosa mantiene 

niveles de eficiencia fotosintética similares a los valores control bajo toxicidad de Sb. 

Sólo se observa una ligera disminución, no significativa, con 1,0 mM Sb. El aumento de 

la relación clorofila a/b en D. viscosa es porcentualmente menor que el observado en H. 

annuus (Ortega et al., 2017) y S. lycopersicum (capítulo 4.1.). Estos datos reflejan un 

funcionamiento eficiente del PSII, incluso en estas condiciones de alta toxicidad de Sb. 

Este resultado contrasta con los descritos en otros trabajos (Pan et al., 2011; Zhang et al., 

2010) que observan cómo junto con la disminución de clorofilas, se produce un aumento 

en el flujo de disipación de energía, lo que conduce a una disminución de la eficiencia 

fotosintética en respuesta a esta toxicidad. En D. viscosa los valores de F0 y Fm se 

mantienen constantes, lo que hace que la eficiencia fotosintética también lo haga. El 

mantenimiento estable de los valores de F0 puede indicar que el centro de reacción del 

PSII no está afectado, sin reducción del flujo de energía desde las clorofilas antena hasta 

el PSII. Este efecto puede deberse al control en la producción de ROS. Además, la FM sin 

cambios parece indicar que tampoco existen alteraciones significativas en la 

ultraestructura de las membranas tilacoidales, a pesar de un mayor apresamiento que 

podría afectar negativamente al flujo de electrones. Es posible que el aumento del 

contenido de carotenoides pueda ayudar a mantener la eficiencia fotosintética, eliminando 

ROS y protegiendo así la funcionalidad del PSII del daño oxidativo (Chai et al., 2017; 

Palm et al., 2017; Sanità di Toppi et al., 2009; Simkin et al., 2008). 

 

En raíces, las concentraciones utilizadas de Sb producen un aumento en el contenido de 

H2O2 y, en menor grado, de O2•−. Una consecuencia del aumento de ROS es el aumento 

de la peroxidación lipídica que se observa. Sin embargo, en hojas no hay aumento en la 

peroxidación lipídica a pesar del aumento en la producción de estas ROS. El aumento en 
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la producción de ROS inducido por Sb en D. viscosa es similar al descrito para otras 

plantas en respuesta a la toxicidad tanto de Sb como de otros metales pesados (Ahmad et 

al., 2020; Alyemeni et al., 2018; Feigl et al., 2015; Garrido et al., 2021; Hussain et al., 

2018; Kaya et al., 2020a; Ortega et al., 2017; Srivastava et al., 2014). No obstante, el 

aumento en la producción de O2•− fue mucho menor que el observado previamente en H. 

annuus (Ortega et al., 2017), y S. lycopersicum (capítulo 4.1.), lo que refleja la mayor 

tolerancia de D. viscosa al estrés por Sb. En plantas sometidas a toxicidad por Cd, se 

observan aumentos tanto en la peroxidación lipídica como en el contenido de H2O2 

(Alyemeni et al., 2018; Kaya et al., 2020a). Este aumento de la peroxidación lipídica en 

respuesta al estrés causado por Sb y metales pesados también se observa en diferentes 

plantas (Chai et al., 2016; Ortega et al., 2017; Xue et al., 2015). La no alteración de los 

niveles de peroxidación lipídica en hojas puede estar relacionada con el desempeño eficaz 

del sistema antioxidante y con la capacidad de esta planta para compartimentalizar en las 

raíces la mayor parte del Sb, como indica su bajo FT (0,06), y coincide con resultados 

descritos por otros autores en otras especies (Corrales et al., 2014; Feng et al., 2011) en 

los que se evidencia que el Sb muestra un bajo impacto sobre la peroxidación lipídica. 

 

El ligero aumento en la producción de O2•− está en consonancia con la disminución de 

actividad SOD que se observa en raíces y el pequeño aumento en hojas. El sistema 

antioxidante enzimático se ve alterado por la toxicidad del Sb. Las actividades POX y 

APX se comportan de forma similar en raíces y hojas, no aumentan su actividad y 

muestran valores similares a los controles, incluso inferiores. La disminución de estas 

actividades provoca la acumulación de H2O2, a pesar de la disminución de la actividad de 

SOD en raíces, pero no en hojas. Por el contrario, numerosos estudios observan un 

aumento de estas actividades en respuesta al Sb (Benhamdi et al., 2014; Feng et al., 2009; 

Ortega et al., 2017; Vaculíková et al., 2014). Sin embargo, en D. viscosa, una posible 

planta tolerante a Sb (Garrido et al., 2021; Murciego et al., 2007; Shtangeeva et al., 2012), 

las actividades de SOD y APX disminuyen en raíces. La diferente respuesta de estas 

enzimas antioxidantes según el órgano también es descrita por Rodríguez-Ruiz et al. 

(2019) en plantas de guisantes sometidas a estrés por As, en las que la expresión de la 

SOD disminuye fuertemente en las raíces, pero no en las hojas, mientras que la actividad 

de APX aumenta en las raíces y disminuye en las hojas. El aumento en el contenido de 

H2O2 puede estar siendo aprovechado para realizar procesos de lignificación, que pueden 

constituir una primera barrera de defensa para reducir la entrada de Sb a las raíces. Esta 
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posibilidad está respaldada por el fuerte aumento, en respuesta a la toxicidad de Sb, 

mostrado por la actividad CA-POX, peroxidasa apoplástica de clase III, implicada en la 

producción de lignina. Además, aunque el contenido total de compuestos fenólicos se 

mantiene sin cambios, se produce un descenso de la actividad PPO, pudiendo este 

descenso ayudar a mantener el contenido total de polifenoles, flavonoides y otros 

compuestos fenólicos con fuertes actividades antioxidantes. Además, al oxidar los 

fenoles, la CA-POX puede dar lugar al desarrollo de una barrera en las paredes celulares 

que reduce la entrada e inmoviliza a este nivel el Sb (Le Gall et al., 2015; Vaculíková et 

al., 2014; Zhu et al., 2020a). 

 

En cuanto al resto de enzimas del ciclo AsA-GSH, la actividad DHAR aumenta en las 

raíces, mientras que en hojas aumenta con 0,5 mM Sb, pero permanece sin cambios con 

1,0 mM Sb. La actividad MDHAR disminuye en ambos órganos, mientras la actividad 

GR no muestra cambios significativos en las raíces, pero si en las hojas donde aumenta 

para el tratamiento con 0,5 mM Sb y disminuye en 1,0 mM Sb. Estas actividades muestran 

cambios en su actividad, dependiendo del órgano estudiado y de la concentración de Sb 

en el mismo. Singh et al. (2015), en hojas de Luffa sometidas a toxicidad de As, describen 

un aumento en la actividad GR y una disminución en las actividades de DHAR y 

MDHAR. Por su parte, Rodríguez-Ruiz et al. (2019) describen aumentos o disminuciones 

en las actividades GR, MDHAR y DHAR dependiendo del órgano, en respuesta a la 

toxicidad de As, coincidiendo con los resultados aquí descritos. Por el contrario, Feng et 

al. (2009) describen una disminución en la actividad de GR inducida por la toxicidad de 

Sb. La disminución de la actividad de GST en las hojas observada en el presente estudio 

puede estar relacionada con el menor descenso en el contenido de GSH que se produce 

en las hojas, en comparación con las raíces. Además, la relación GSH/GSSG disminuye 

menos en las hojas que en las raíces. Este comportamiento dependiente del órgano 

estudiado es también observado Zhang et al. (2008) en O. sativa sometido a toxicidad por 

Cd, que describen un comportamiento órgano-dependiente de la actividad GST, con 

aumentos en hojas y disminuciones en raíces, sugiriendo la posible existencia de 

diferentes isoenzimas y diferentes niveles de expresión.  Mostofa et al. (2015) observan 

una disminución de la actividad GST en hojas de O. sativa sometidas a toxicidad por Cd, 

con aumentos en el resto de actividades enzimáticas antioxidantes. El aumento de esta 

actividad observado en las raíces bajo la toxicidad de Sb coincide con los resultados de 

Benhamdi et al. (2014) quienes describen aumentos en la actividad de GST bajo la 
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toxicidad de Sb y As, en su caso tanto en raíces como en hojas. Por otro lado, Hou et al. 

(2019) observan en A. thaliana cómo la toxicidad de Cd altera la estructura proteica de la 

GST, lo que reduce su actividad y afecta al sistema antioxidante. En hojas, y sobre todo 

en raíces de D. viscosa, el Sb produce un aumento de la actividad GST, que detoxifica 

este metaloide uniéndolo al grupo tiol del GSH, protegiendo así del daño oxidativo. 

 

La presencia de Sb induce un aumento tanto del contenido de •NO, ONOO- y de la 

actividad de la GSNOR. El aumento de estos compuestos y de esta actividad GSNOR es 

mayor en raíces que en hojas. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Leterrier 

et al. (2011) en A. thaliana sometidas a estrés de As, con aumento de •NO y actividad 

GSNOR, a la vez que observan un descenso en el contenido de GSH. Además, en H. 

annuus y S. lycopersicum (Ortega et al., 2017; Ma et al., 2019) el Sb también induce 

aumentos en el contenido de •NO y ONOO- y de la actividad GSNOR, aunque estos 

efectos activadores varían según el órgano. Por el contrario, Rodríguez-Ruiz et al. (2019) 

describen cómo la toxicidad de As en guisantes inhibe tanto de la actividad GSNOR como 

de la formación de •NO y ONOO-. 

 

Con respecto al efecto que la toxicidad de Sb presenta sobre la producción de H2S, 

estudios previos han descrito como la aplicación exógena H2S actúa potenciando el 

sistema antioxidante y, por tanto, mejorando la defensa contra la toxicidad inducida por 

metales y metaloides pesados (Ahmad et al., 2020; Luo et al., 2020; Mostofa et al., 2015; 

Singh et al., 2015; Zhu et al., 2018). La interconexión entre H2S y •NO es evidente en una 

gran cantidad de estudios (Kaya et al., 2020b; Shivaraj et al., 2020; Singh et al., 2020). 

En D. viscosa, la toxicidad de Sb induce un aumento en la actividad de L-DES, lo que 

supone un aumento en el contenido de H2S, más marcado en raíces que en hojas. Este 

aumento en la actividad puede estar relacionado con el aumento observado en el 

contenido de •NO (Huang et al., 2021a) en respuesta a la toxicidad de Sb. No hay 

referencias en la literatura sobre el efecto de la toxicidad del Sb sobre el contenido y la 

función del H2S endógeno. Kaya et al. (2020a) han descrito aumentos en el contenido de 

H2S y •NO en condiciones de toxicidad de Cd en el trigo, con un aumento notable en el 

contenido de H2O2 y en las actividades de SOD y POX. En Isatis indigotica, bajo 

condiciones de toxicidad de Cd  Jia et al. (2020) detectan un aumento en H2S endógeno, 

lo que induce la formación de compuestos quelantes de Cd además de actuar 
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disminuyendo el flujo de Cd a través de las membranas. Por el contrario Kushwaha & 

Singh (2020b) muestran cómo la toxicidad de Cr provoca un descenso en los niveles de 

H2S endógeno, aunque la aplicación de H2S exógeno actúa mitigando los efectos del 

estrés oxidativo inducido y potenciando la respuesta antioxidante. 

 

En este trabajo, en D. viscosa, los aumentos que se observan en el contenido de •NO y 

H2S pueden actuar mejorando la respuesta de la planta a la toxicidad de este metaloide 

(Alamri et al., 2020; Hu et al., 2019; Sharma et al., 2020). Así, el aumento del contenido 

de •NO puede contribuir a reducir tanto la formación de O2•−, a través de su efecto 

inhibidor sobre la RBOH, como su acumulación, a través de la formación de ONOO-. El 

aumento de la actividad GSNOR puede actuar para mantener los niveles de •NO, 

regulando así sus efectos. 

 

Los resultados de este trabajo muestran cómo el Sb induce una respuesta diferente 

dependiendo del órgano estudiado. Así se observa una disminución en el contenido de 

AsA en las raíces, pero no en las hojas, mientras que el contenido de DHA sí disminuye 

en ambos órganos. Esta alteración puede estar relacionada con las alteraciones observadas 

en las actividades APX, DHAR, MDHAR y GR. Los cambios que se producen en el 

contenido en AsA y DHA provocan que la relación AsA/DHA disminuya ligeramente en 

las raíces, pero aumente en las hojas. En raíces de tomate expuestas a toxicidad de Cr 

(Kushwaha et al., 2020a), se ha observado cómo el contenido de AsA disminuye, sin que 

se observen cambios significativos en la cantidad de DHA, lo que provoca también una 

disminución de AsA/DHA, siendo esta respuesta inducida por este metal pesado similar 

a la que induce el Sb. 

 

En cuanto a la respuesta del GSH, que desempeña un papel importante en el 

mantenimiento de la homeostasis redox celular (Foyer & Noctor, 2011; Hasanuzzaman 

et al., 2017), se observa cómo el Sb altera su contenido. Se producen descensos de los 

contenidos tanto de GSH como de GSSG, y de la relación GSH/GSSG, especialmente en 

las raíces. Esta disminución puede ser debida por la alta capacidad del Sb para unirse a 

grupos tiol (Sun et al., 2000), siendo este efecto es más fuerte en raíces, donde se 

encuentra la mayor acumulación de Sb. Estas alteraciones son evidenciadas por otros 

investigadores en diferentes plantas expuestas a metales pesados, obteniendo resultados 

similares a los obtenidos en D. viscosa. Estos estudios se realizan en condiciones tóxicas 
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de Cr en raíces de plantas de tomate (Kushwaha et al., 2020a), en condiciones tóxicas de 

Cd en raíces y hojas de alfalfa (Cui et al., 2014), y de arroz (Mostofa et al., 2015). 

Además, en guisantes sometidos a toxicidad de As, Rodríguez-Ruiz et al. (2019) 

describen disminuciones en el contenido de GSH y GSSG tanto en raíces como en hojas. 

La disminución en el contenido de GSH puede deberse a que actúa como sustrato para la 

síntesis de fitoquelatinas que, posteriormente, pueden actuar para formar quelatos con Sb  

(Rodríguez-Ruiz et al., 2019; Wojas et al., 2010). El Sb puede también unirse 

directamente al GSH o ser detoxificado mediante la actividad GST (Aslam et al., 2021), 

que en este trabajo aumenta. La mayor disminución del contenido de GSH junto con el 

aumento de la actividad de GST observado en las raíces pueden, junto con el fuerte 

aumento de la actividad de la CA-POX, pueden ser la causa de la gran acumulación de 

Sb que se produce en este órgano. 

 

La toxicidad de Sb provoca un aumento en la formación de complejos Sb-tioles, 

favoreciendo así su inmovilización, y reduciendo su absorción y transporte (Huang et al., 

2021a), como muestra el bajo FT de este metaloide en D. viscosa.  Shi et al. (2014) 

muestran cómo la interacción de H2S y •NO es necesaria para inducir la respuesta de 

defensa frente al estrés por metales pesado. El aumento del contenido de H2S y •NO en 

respuesta al estrés inducido por Sb provoca un aumento del contenido de nitrosotioles, 

compuestos que ayudan a estimular el sistema de defensa (Per et al., 2017). Los niveles 

de H2S y •NO endógenos aumentan en respuesta al tratamiento con Cd (Shivaraj et al., 

2020). El •NO puede prevenir los aumentos de O2•− y la peroxidación lipídica (Shi et al., 

2014; Whiteman et al., 2006), y manteniendo la estabilidad de los sistemas de transporte 

de electrones y, en consecuencia, la actividad del PSII (Sharma et al., 2020). El aumento 

de H2S, además de su interacción con •NO y H2O2, puede también intervenir en el 

mantenimiento de la eficiencia fotosintética (Fu et al., 2018) y afectar tanto a las enzimas 

antioxidantes como al contenido de AsA y GSH, claves para mantener bajos los niveles 

de ROS (Luo et al., 2020). 

 

En resumen, en D. viscosa, el tratamiento con 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb induce el 

desarrollo de estrés nitrooxidativo tanto en raíces como en hojas (Figura 48). La gran 

capacidad de las raíces de Dittrichia para acumular Sb es la razón del diferente 

comportamiento observado en los sistemas enzimáticos antioxidantes de los dos órganos. 

En raíces, el aumento en los niveles de ROS inducido por Sb se correlaciona con un 
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aumento en los niveles de peroxidación lipídica, reflejando el desarrollo de daño 

oxidativo a nivel de este órgano. Es en las raíces donde se detecta la mayor cantidad de 

Sb en la planta, con poca capacidad de translocación a la parte aérea. La toxicidad de Sb 

causa alteraciones en las actividades de SOD, APX, DHAR, MDHAR y GR en raíces, 

pero poca alteración en hojas. Se produce la disminución de los componentes del ciclo 

AsA-GSH, lo que unido al aumento de la actividad de GST en raíces, muestra la 

capacidad del GSH para interaccionar con Sb, uniéndose y siendo posiblemente esta la 

principal forma de acumulación y desintoxicación que presenta D. viscosa como 

respuesta a este metaloide. El Sb altera el equilibrio de ROS, especialmente con respecto 

al H2O2, lo que provoca un aumento de •NO y H2S, que actúan sobre el sistema 

antioxidante para limitar el desequilibrio redox inducido por Sb. Además, los aumentos 

en el contenido de •NO, ONOO- y RSNOs, y la actividad de GSNOR son evidencias de 

la participación de RNS en esta respuesta. Posiblemente, la mayor parte del exceso de 

H2O2 puede utilizarse en el proceso de síntesis de lignina, tanto en las paredes celulares 

de las raíces como de las hojas como sistema de inmovilización de Sb. 

 

Comparando la respuesta de las plantas de Solanum lycopersicum y de Dittrichia viscosa 

a la toxicidad por Sb se pone de manifiesto la mayor acumulación de Sb en Dittrichia 

(x3.2 veces la cantidad de Sb total por planta). El crecimiento se reduce en ambas plantas, 

pero en Dittrichia no se observa clorosis ni daños necróticos. Dittrichia presenta valores 

de bioacumulación de Sb, sobre todo en sus raíces, muy superiores a las de tomate, lo que 

unido al mayor desarrollo radicular hace que el contenido de Sb acumula sea muy alto. A 

falta de la caracterización molecular parece que Dittrichia puede ser una planta 

bioacumuladora de Sb, susceptible de ser utilizada en procesos de descontaminación de 

suelos con presencia de Sb. En esta capacidad de respuesta el GSH parece ser un factor 

clave, así como la interacción H2O2, •NO y H2S. 
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Figura 48. Esquema general de los efectos de la toxicidad de Sb sobre los parámetros de crecimiento, 

pigmentos y eficiencia fotosintética, acumulación de elementos minerales y Sb, producción de ROS, RNS 

y H2S, actividades antioxidantes, compuestos fenólicos, y componentes del ciclo AsA-GSH en plantas de 

D. viscosa. 
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5. Conclusiones 
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1. En plantas de Solanum lycopersicum la toxicidad por Sb induce alteraciones en el 

crecimiento, tanto de la parte radicular como de la aérea. El Sb absorbido se 
acumula preferentemente en raíces, con bajo factor de translocación. El Sb induce 
un descenso en el contenido de Fe, Mg y Mn, mientras que Cu y Zn aumentan. El 
aparato fotosintético se ve alterado, con menor contenido en clorofilas y una 
menor eficiencia fotosintética.  

 
2. La toxicidad de Sb induce en Solanum lycopersicum un estrés oxidativo con 

aumento en ROS y RNS. Se produce un incremento en la actividad de enzimas 
antioxidantes como SOD, POX, APX y GR en raíces, pero en hojas sólo SOD y 
APX aumentan su actividad. La homeostasis redox se ve alterada y el contenido 
en GSH en raíces desciende. Este descenso de GSH en raíces podría afectar al 
desarrollo radicular al alterar la distribución de auxinas.  

 
3. En plantas de Solanum lycopersicum bajo toxicidad de Sb se produce cambios en 

la expresión de SOD, APX, DHAR, GRchl y GSTTCHQD, pero no la de GRcyt, GST y 

GSNOR, que sólo lo hacen significativamente en un órgano determinado, para una 
determinada concentración y en un determinado tiempo de tratamiento. La 
expresión depende del órgano, raíz/hoja, de la concentración de Sb y del tiempo 
de exposición a la toxicidad. 

 
4. El análisis de interacciones protéicas muestra una estrecha relación entre las 

enzimas SOD, APX, DHAR, GRchl, GRcyt y GST. Las que mayor interacción 
muestran son APX y GR, mientras que GSNOR y GSTTCHQD son las que tienen 
menor interacción. DHAR, GST y GRchl muestran una alta interacción entre sí. El 
análisis filogénetico revela una alta conservación de los dominios funcionales y 
residuos en las isoformas de GR y GST. Las divergencias pueden deberse a 
duplicaciones génicas. 

 
5. En plantas de Dittrichia viscosa la toxicidad por Sb provoca un menor desarrollo 

y una fuerte acumulación de este metaloide en sus tejidos, sobre todo en raíces, 
mostrando baja capacidad de traslocación. El contenido en Fe, Mn y Cu 
desciende, mientras que en Mg sólo desciende en raíces. Aunque el contenido en 
pigmentos fotosintéticos desciende, la eficiencia fotosintética permanece en 
niveles normales, excepto bajo 1,0 mM Sb que muestra un ligero descenso. 
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6. El estrés inducido por Sb en Dittrichia viscosa provoca aumento de ROS, RNS y 
H2S, sin aumento en los niveles de peroxidación lipídica. Las actividades SOD, 
APX, DHAR, MDHAR, GR y GST se ven alteradas, aunque no de igual manera 
en hojas y raíces. Por el contrario, las actividades CA-POX, GSNOR y L-DES 
aumentan en ambos órganos dependiendo de la dosis de Sb. Ésto indica la 
implicación de las peroxidasas, el •NO y el H2S en la respuesta al Sb. Se produce 
una alteración del contenido de GSH, sobre todo en raíces, afectando la 
homeostasis redox. El descenso del GSH indica el papel clave que desempeña en 
el proceso de detoxificación de Sb, mediante la formación de complejos GSH-Sb. 

 
7. La respuesta fisiológica de Dittrichia viscosa a altas concentraciones de antimonio 

evidencia que, a falta de la caracterización molecular, puede ser una planta 
bioacumuladora de Sb, susceptible de ser utilizada en procesos de 
descontaminación de suelos con presencia de Sb. En esta capacidad de respuesta 
el GSH parece ser un factor clave, así como la interacción H2O2, •NO y H2S.  
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A. CoA Acetil coenzima A 
ADH3 Alcohol deshidrogenasa de clase III 
Ala Alanina 
AOX Oxidasa alternativa 
APF 3′-(p-aminofenill) fluoresceína 
APR APS-reductasa 
APS Adenosina 5´-fosfato 
APX Ascorbato peroxidasa 
Arg Arginina 
AsA Ascorbato 
ATPS ATP-sulfurilasa 
AzMC 7-azido-4-metilcumarina 
BR Brasinoesteroides 
CA Anhidrasa carbónica 
CA-POX Coniferil-alcohol peroxidasa 
CaM Calmodulina 
cAPX Ascorbato peroxidasa del citosol 
CAS ß-cianoalanina sintasa 
CAT Catalasa 
CDNB 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 
CHR % Contenido hídrico relativo 
COS Sulfuro de carbonilo 
CS Cisteína sintasa 
Cys Cisteína 
DAF-2DA Diaminofluoresceína diacetato 
DCF-DA 2´,7´-diclorofluoresceína diacetato 
DHAR Dehidroascorbato reductasa 
DHE Dihidroetidio 
DMAB 4-(Dimetilamino)benzaldehído  
DTT DL-ditiotreitol 
ECS Glutamilcisteína sintasa 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
EF Eficiencia fotosintetica 
F0 Fluorescencia mínima 
FAD Flavín adenín dinucleótido 
FAO Organización de Naciones Unidas para Agricultura y Alimentación 
FB Factor de bioacumulación 
Fd Ferredoxina 
FM Fluorescencia máxima 



 230 

FMN Flavín mononucleótido 
FNR Ferredoxina NADP reductasa 
FT Factor de translocación 
FV Fluorescencia variable 
Glu Glutamato 
Gly Glicina 
GR Glutatión reductasa 
GS Glutatión sintasa 
GSH Glutatión reducido 
GSNO S-nitrosoglutatión 
GSNOR S-nitrosoglutatión reductasa 
GSSG Glutatión oxidado 
His Histidina 
HR% Humedad relativa 
ICP-MS Espectrometría de masas de plasma acoplado inductivamente 
L-DES L-cisteína desulfhidrasa 
Lys Lisina 
MBTH Clorhidrato de 3-metil-2-benzotiazolinona-hidrazona 
MDA Malondialdehído 
MDHAR Monodehidroascorbato reductasa 
MoCo Pterina complejo de molibdeno 
NBT Nitroazul tetrazolio  
NEM N-etilmaleimida 
NifS-like Cluster de proteínas nitrogenasas 
NiNOR Nitrito-NO reductasa 
NOS NO sintasa 
NOS Óxido nítrico sintasa 
NR Nitrato reductasa 
OAS O-Acetil serina 
OASTL O-Acetiserin(tiol)liasa 
OMS Organización Mundial de la Salud 
PBS Tampón fosfato sódico 
PCD Muerte celular programada 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PET  Tereftalato de polietileno 
PF Peso fresco 
Pi Fosfato inorgánico 
PLP Piridoxal 5´-fosfato 
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
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POX Peroxidasa 
PPGs Fenilpropanoides glicósidos 
PPO Polifenoloxidasa 
Pro Prolina 
PRX Peroxirredoxina 
PS Peso seco 
PSI/II Fotosistema I/II 
PTMs Modificaciones postraduccionales 
PVPP Polivinilpolipirrolidona 
Pyr Piruvato 
RBOH-NOX NADPH oxidasa de la membrana plasmática, homólogo de oxidasa 

de macrófagos 
RNS Especies reactivas del nitrógeno 
ROS Especies reactivas del oxígeno 
RSNO S-Nitrosotiol 
RSS Especies reactivas del azufre 
RSU Residuos sólidos urbanos 
sAPX Ascorbato peroxidasa del estroma 
SAT Serina acetil transferasa 
Ser Serina 
SiR Sulfito reductasa 
SOD Superóxido dismutasa 
tAPX Ascorbato peroxidasa de los tilacoides 
TBA Ácido 2-tiobarbitúrico 
TBE Tris borato y EDTA 
TCA Ácido tricloroacético 
TCHQD Tetraclorohidroquinona deshalogenasa 
TF Factor de transcripción 
Thr Treonina 
TRX Tiorredoxinas 
Tyr Tirosina 
UAF Unidades arbitrarias de fluorescencia 
UE Unión Europea 
USEPA Agencia de Protección Ambiental de Estados unidos 
XO Xantina oxidasa 
ZE Zona de elongación 
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Francisco L. Espinosa-Vellarino, Inmaculada Garrido, Alfonso Ortega, Ilda Casimiro and
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This research studies the effects that Sb toxicity (0.0, 0.5, and 1.0 mM) has on the
growth, reactive oxygen and nitrogen species, and antioxidant systems in tomato plants.
Sb is accumulated preferentially in the roots, with little capacity for its translocation to the
leaves where the concentration is much lower. The growth of the seedlings is reduced,
with alteration in the content in other nutrients. There is a decrease in the content of Fe,
Mg, and Mn, while Cu and Zn increase. The contents in chlorophyll a and b decrease, as
does the photosynthetic efficiency. On the contrary the carotenoids increase, indicating
a possible action as antioxidants and protectors against Sb. The phenolic compounds
do not change, and seem not to be involved in the defense response of the tomato
against the stress by Sb. The water content of the leaves decreases while that of
proline increases in response to the Sb toxicity. Fluorescence microscopy images and
spectrofluorometric detection showed increases in the production of O2.�, H2O2, NO,
and ONOO�, but not of nitrosothiols. The Sb toxicity induces changes in the SOD,
POX, APX, and GR antioxidant activities, which show a clear activation in the roots.
In leaves, only the SOD and APX increase. The DHAR activity is inhibited in roots but
undergoes no changes in the leaves, as is also the case for the POX and GR activities.
Ascorbate increases while GSH decreases in the roots. The total AsA + DHA content
increases in the roots, but the total GSH + GSSG content decreases, while neither is
altered in the leaves. Under Sb toxicity increases the expression of the SOD, APX, and
GR genes, while the expression of GST decreases dramatically in roots but increases
in leaves. In addition, an alteration is observed in the pattern of the growth of the cells
in the elongation zone, with smaller and disorganized cells. All these effects appear
to be related to the ability of the Sb to form complexes with thiol groups, including
GSH, altering both redox homeostasis and the levels of auxin in the roots and the
quiescent center.

Keywords: antimony, antioxidants, ascorbate, glutathione, reactive oxygen species, reactive nitrogen
species, tomato
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Abstract: Dittrichia viscosa plants were grown hydroponically with different concentrations of Sb.
There was preferential accumulation of Sb in roots. Fe and Cu decreased, while Mn decreased in
roots but not in leaves. Chlorophyll content declined, but the carotenoid content increased, and
photosynthetic efficiency was unaltered. O2

•� generation increased slightly, while lipid peroxidation
increased only in roots. H2O2, NO, ONOO�, S-nitrosothiols, and H2S showed significant increases,
and the enzymatic antioxidant system was altered. In roots, superoxide dismutase (SOD) and
monodehydroascorbate reductase (MDAR) activities declined, dehydroscorbate reductase (DHAR)
rose, and ascorbate peroxidase (APX), peroxidase (POX), and glutathione reductase (GR) were
unaffected. In leaves, SOD and POX increased, MDAR decreased, and APX was unaltered, while
GR increased. S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR) and L-cysteine desulfhydrilase (L-DES)
increased in activity, while glutathione S-transferase (GST) decreased in leaves but was enhanced
in roots. Components of the AsA/GSH cycle decreased. The great capacity of Dittrichia roots to
accumulate Sb is the reason for the differing behaviour observed in the enzymatic antioxidant systems
of the two organs. Sb appears to act by binding to thiol groups, which can alter free GSH content and
SOD and GST activities. The coniferyl alcohol peroxidase activity increased, possibly to lignify the
roots’ cell walls. Sb altered the ROS balance, especially with respect to H2O2. This led to an increase
in NO and H2S acting on the antioxidant system to limit that Sb-induced redox imbalance. The
interaction NO, H2S and H2O2 appears key to the response to stress induced by Sb. The interaction
between ROS, NO, and H2S appears to be involved in the response to Sb.

Keywords: antimony; AsA/GSH; Dittrichia; hydrogen sulfide; nitric oxide; reactive oxygen species

1. Introduction
Antimony (Sb) is a metalloid that is toxic for both plants and animals, including

humans [1–3]. It is found at low concentrations in soils [4]. Nonetheless, its presence and
polluting effects have been increasing considerably due to the growth in its mining and in
industrial processes which use it, such as the manufacture of batteries [5–8]. It has recently
been listed as a priority pollutant by both the European Union and the United States [9,10].

Sb is not an essential element for plants, but they can absorb and transport it [11].
Plants’ capacity to absorb this metalloid depends on which different species of Sb are in the
soil and their bioavailability, as well as on the plant species itself [12–14]. If Sb absorption
is high, toxicity problems result in reduced growth, impaired absorption of other mineral
elements, slowed photosynthesis, development of oxidative stress, etc. [15–19].

As part of both normal physiological processes and processes under conditions of
stress, different reactive species are produced in the various components of the plant’s cells.
They include reactive oxygen, nitrogen, and sulfur species (ROS, RNS, and RSS, respec-
tively) [20–23]. Thus, ROS and RNS are produced in the apoplast, cytoplasm, chloroplasts,
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Abstract: Dittrichia plants were exposed to thallium (Tl) stress (10, 50, and 100 µM) for 7 days. The
Tl toxicity altered the absorption and accumulation of other nutrients. In both the roots and the
leaves, there was a decline in K, Mg, and Fe content, but an increase in Ca, Mn, and Zn. Chlorophylls
decreased, as did the photosynthetic efficiency, while carotenoids increased. Oxidative stress in the
roots was reflected in increased lipid peroxidation. There was more production of superoxide (O2.�),
hydrogen peroxide (H2O2), and nitric oxide (NO) in the roots than in the leaves, with increases in both
organs in response to Tl toxicity, except for O2.� production in the roots, which fluctuated. There was
increased hydrogen sulfide (H2S) production, especially in the leaves. Superoxide dismutase (SOD),
ascorbate peroxidase (APX), dehydroascorbate reductase (DHAR), monodehydroascorbate reductase
(MDHAR), and glutathione reductase (GR) showed increased activities, except for APX and MDHAR
in the roots and GR in the leaves. The components of the ascorbate–glutathione cycle were affected.
Thus, ascorbate (AsA) increased, while dehydroascorbate (DHA), reduced glutathione (GSH), and
oxidized glutathione (GSSG) decreased, except for in the roots at 100 µM Tl, which showed increased
GSH. These Tl toxicity-induced alterations modify the AsA/DHA and GSH/GSSG redox status. The
NO and H2S interaction may act by activating the antioxidant system. The effects of Tl could be
related to its strong affinity for binding with -SH groups, thus altering the functionality of proteins
and the cellular redox state.

Keywords: antioxidant defense system; ascorbate; Dittrichia; glutathione; hydrogen sulfide; nitric
oxide; photosynthesis; reactive oxygen species; thallium toxicity

1. Introduction
Plants’ response to stress includes a sharp increase in reactive oxygen, nitrogen, and

sulfur species (ROS, RNS, and RSS, respectively) production, which alters the cellular redox
balance [1–4]. The damage that is induced by this alteration, and by the excess ROS, is
dealt with by the enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems [5–7]. The former
includes superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), peroxidases (POD, EC 1.11.1.7), catalases
(CAT, EC 1.11.1.6), ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), glutathione reductase (GR,
EC 1.6.4.2), monodehydroascorbate reductase (MDHAR, EC 1.6.5.4), and dehydroascorbate
reductase (DHAR, EC 1.6.4.2), and the latter includes ascorbate (AsA), reduced glutathione
(GSH), phenolics, alkaloids, non-protein amino acids, ↵-tocopherols, and carotenoids [2,8].
The ascorbate–glutathione (AsA–GSH) cycle removes hydrogen peroxide (H2O2), main-
taining redox homeostasis [2]. The production of nitric oxide (NO), the main RNS, is also
related to plants’ response to stress [9–11]. It acts at the level of the expression of the
defense genes that are involved in eliminating ROS [12–14] and plays a key role in the
defense mechanisms against different stressors [15], including heavy metals, such as Cd
and As [9,16–19]. Heavy metals increase the synthesis of NO [9,16,20], which is involved
in activating the antioxidant defense system and in eliminating the excess ROS that is
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Abstract: Currently, there is an increasing presence of heavy metals and metalloids in soils and
water due to anthropogenic activities. However, the biggest problem caused by this increase is the
difficulty in recycling these elements and their high permanence in soils. There are plants with
great capacity to assimilate these elements or make them less accessible to other organisms. We
analyzed the behavior of Solanum lycopersicum L., a crop with great agronomic interest, under the
stress caused by antimony (Sb). We evaluated the antioxidant response throughout different exposure
times to the metalloid. Our results showed that the enzymes involved in the AsA-GSH cycle show
changes in their expression level under the stress caused by Sb but could not find a relationship
between the NITROSOGLUTATHIONE REDUCTASE (GSNOR) expression data and nitric oxide (NO)
content in tomato roots exposed to Sb. We hypothesize that a better understanding of how these
enzymes work could be key to develop more tolerant varieties to this kind of abiotic stress and could
explain a greater or lesser phytoremediation capacity. Moreover, we deepened our knowledge about
Glutathione S-transferase (GST) and Glutathione Reductase (GR) due to their involvement in the
elimination of the xenobiotic component.

Keywords: antimony; ascorbate; glutathione; glutathione reductase; glutathione-S-transferase; tomato

1. Introduction

Plants are sessile organisms that can live in adverse conditions, where their growth
and development are severely affected [1]. Due to this, plants have had to evolve and
develop defense mechanisms that allowed them to survive and adapt to the changing
environment [2,3]. Many of them, including crop species, are exposed to different stresses
(biotic and abiotic or the combination of the two) in open fields [4]. Climate change is
accelerating the appearance of symptoms caused by these severe conditions [5].

Heavy metals (HM) and metalloids are elements with an atomic mass and specific
gravity higher than 20 and 5, respectively, and they are found in nature as subcomponents
of the earth’s crust [6,7]. The contamination caused by these elements is a global problem
for human health and the environment and, therefore, can cause abiotic stress to plants.
Currently, the danger is greater due to their increased presence in fertile soils at high
levels. These high levels can be mainly explained by anthropogenic activities, among
others, becoming a potential risk for agricultural production, as they affect crop growth,
development, and yield [7].

HM can be classified into essential and non-essential according to their biological
importance and potential effect on plant growth and performance. Some examples of
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