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En plantas de Solanum Iycopersicum cultivadas hidroponicamente y sometidas a
toxicidad por Sb (0,5 y 1,0 mM) se observa una reduccion del crecimiento y de la
produccion de biomasa, una disminucion del contenido hidrico de las hojas mientras que
el de prolina aumenta. El Sb absorbido se acumula mayoritariamente en las raices. La
toxicidad por Sb altera la absorcion de otros elementos minerales, asi 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 actuacién como antioxidantes
y protectores frente al Sb. Los compuestos fendlicos no se alteran, no pareciendo estar
implicados en la respuesta de defensa frente al estrés por Sb. Se produce un aumento en
la produccién de O2*", H2O2, *NO y ONOO™, pero no de RSNOs. La toxicidad de Sb
induce cambios en las actividades antioxidantes enzimaticas, asi, SOD, POX, APX y GR
muestran una clara activacion en raices, en hojas solo la SOD, APX GSNOR aumentan.
La actividad DHAR es inhibida en raices y no sufre cambios en las hojas, al igual que las
actividades POX y GR. Respecto a los sistemas antioxidantes no enzimaticos, el AsA se
incrementa mientras que GSH disminuye en raices. El contenido total AsA+DHA
aumenta en raices; por el contrario, el contenido total de GSH+GSSG disminuye, en hojas
no se encuentra alteracion de ninguno. Ademas, se observa que el patron de crecimiento
de las células a nivel de la zona de elongacion se modifica, con células mas pequenas 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 raices 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 expresion bajo el estrés causado por Sb tanto en
respuesta al nivel de toxicidad como al tiempo de exposicion a la misma. La respuesta es
fuertemente dependiente del 6érgano, asi mientras con 0,5 mM Sb se produce un aumento
en la expresion de SOD, APX y GRey, en hojas disminuyen, aumentando solo la
expresion de DHAR. En raices sometidas a toxicidad por 1,0 mM Sb la respuesta es
diferente, aumenta la expresion de SOD y DHAR, sin alteracion en la expresion del resto
de genes de enzimas antioxidantes; por el contrario, en hojas se produce un descenso en
la expresion de SOD y GST. Estos resultados evidencian una respuesta dependiente del

grado de toxicidad, tiempo de exposicion y 6rgano.



El Sb induce en plantas de Dittrichia viscosa un descenso en el crecimiento y produccion
de biomasa, con una gran acumulacion de este metaloide en sus raices. El Sb altera la
absorcion de otros elementos minerales, asi Fe y Cu disminuyen, mientras que Mn so6lo
lo hace en raices, 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
disminuciéon con 1,0 mM Sb. La produccion de O;" aumenta ligeramente, mientras que
la peroxidacion lipidica s6lo lo hace en raices, donde se acumula la mayor cantidad de
Sb. H202, *NO, ONOO~, RSNOs y H>S aumentan de forma significativa alterando el
sistema antioxidante enzimatico. En las raices, 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 raices de Dittrichia para acumular Sb
podria ser la razén del diferente comportamiento observado en los sistemas enzimaticos
antioxidantes de los dos d6rganos. 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
raices, sirviendo como barrera fisica de retencion del metaloide. Sb altera el equilibrio de
ROS, especialmente con respecto al H>O». Estas alteraciones producen un aumento de
*NO y HS, que junto al H>O; actiian sobre el sistema antioxidante para limitar el
desequilibrio redox inducido por Sb. La interaccion *NO, H»S y H>O» parece clave en la
respuesta al estrés inducido por Sb. La interaccion entre ROS, *NO y H»S parece estar
involucrada en la respuesta a Sb. Dittrichia viscosa a pesar de acumular una mayor
cantidad de Sb en sus raices que Solanum lycopersicum, muestra menos alteraciones
fisioldgicas y parece presentar buenas caracteristicas para su potencial uso como planta

acumuladora de Sb.



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 O>*~, H20»,
*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 GRey: 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



Sb. Oz~ production increases slightly, while lipid peroxidation occurs only in roots,
where most Sb accumulates. H>O», "NO, ONOO~, RSNOs, and H»S 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 H>O». These alterations lead to an increase in *NO and H»S, which,
along with H20», act on the antioxidant system to limit Sb-induced redox imbalance. The
interaction between *NO, H»S, and H>O, 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.



1. Introduccion






1.1. Antimonio, aspectos generales

1.1.1. Caracteristicas quimicas y origen del Sb

El antimonio (Sb) forma parte de un grupo de elementos denominados metaloides o
semimetales que muestra un comportamiento geoquimico y caracteristicas similares al
Arsénico (As), al pertenecer al mismo subgrupo de la tabla periddica (Feng et al., 2009).
El Sb pertenece al grupo 15 de la tabla periddica, con configuracion electronica de estado
fundamental [Kr]4d'® 5s> 5p°. Posee dos isOtopos estables; el Sb'?! (57,21% de
abundancia) y el Sb'?3 (42,7% de abundancia). El Sb puede presentar varios estados de
oxidacion (+5, +3, 0, -3, y -5), pero generalmente se encuentra en estado +3 y +5. (Herath
et al., 2017) con un nimero atomico de 51, un peso atomico de 122 y una densidad de

6697 kg/m? a 26 °C (Anderson, 2012).

El Sb tiene una abundancia promedio estimada de 0,2 mg kg™! en la corteza terrestre
(Smith & Huyck, 1999) y concentraciones < 0,3 a 8,4 mg kg! en los suelos
(Crommentuijn et al., 2000). En plantas vasculares terrestres, los niveles de Sb oscilan
entre 0,2 y 50 pg kg™! (Baroni et al., 2000). El Sb se encuentra en el medio ambiente de

forma natural, y antropogénica (Figura 1):

Sb Toxicity Symptoms
on the plants

Geogenic
sources

Antimony (Sb)
Sources

+

1 Antimony (Sb) uptake

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 (PbsFeSbeSi4) (Anderson, 2012). También puede encontrarse
como una impureza en otros minerales derivados de metales preciosos, de los

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

El Sb también esté presente en otros compartimentos del medio ambiente, debido
a la meteorizacion 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 publica, ni para el entorno natural.

La meteorizacion 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
volcénicas, 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 contaminacion 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 extraccion en minas, y su posterior tratamiento. Cada
vez hay mas pruebas de que las actividades humanas influyen mucho en la
geoquimica ambiental del Sb (Shotyk et al., 2005). Su presencia y efectos
contaminantes han ido aumentando considerablemente debido al crecimiento de
la mineria y de los procesos industriales que lo utilizan (Garcia-Lorenzo et al.,

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

En 2020, la produccion mundial de Sb se situ6é en 153000 t y el 14% de esta
produccion fue utilizada por el Servicio Geoldgico de Estados Unidos (2021).
Cada dia se libera al medio ambiente una gran cantidad de Sb debido a su uso
sustancial en diversos productos (Hu et al., 2021) que esta suponiendo una grave

amenaza para el medio ambiente (He et al., 2019).



Las principales fuentes de contaminacion 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,
contaminandolo con éste y otros elementos. Un residuo bastante comun en este
tipo de yacimientos es la estibina, la cual, debido a sus caracteristicas lixivia
facilmente Sb (Wilson et al., 2004) habiéndose encontrado que la disolucion de
este mineral produce hasta 55 mg L' de Sb (Ashley et al., 2003). La concentracion
de Sb en suelos afectados por actividades mineras presenta valores medios que
oscilan en el rango 225-2243 mg kg'!, habiéndose llegado a encontrar
concentraciones de Sb superiores a 15100 mg kg™! (Baroni et al., 2000; Murciego

etal., 2007).

La industria mas importante en cuanto a la generacion de residuos que contienen
Sb es la metalurgia, concretamente la fundicion. 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 extraccion y fundicidon de estos minerales puede causar
contaminacion conjunta de As'y Sb (Filella et al., 2002). Otra industria que emplea
Sb es la industria electronica, para la fabricacion de baterias de plomo-acido
(Berndt & Nijhawan, 1976), para la fabricacion de circuitos impresos y diodos,
presentes en automoviles, ordenadores, modviles, etc. (Sundar & Chakravarty,
2010). La industria farmacéutica para la produccion de farmacos, y la industria
quimica para la produccion de pesticidas, abrasivos, lacas y pigmentos (Ahmad et
al., 2014; Okkenhaug et al., 2016; Rajapaksha et al., 2015; Wang et al., 2011). La
industria ceramica y del vidrio utiliza Sb para producir esmaltes ceramicos y
decolorantes de vidrio. La industria pléstica, para la produccion de plasticos, como
el tereftalato de polietileno (PET), asi como materiales ignifugos (Chu et al., 2021;
Dupont et al., 2016). La eliminacion de fibras de residuos de PET liber6 1108 t de
Sb en vertederos, mientras que los procesos quimicos, de incineracidon y
mecanicos 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 fabricacion
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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Ademas, existe una preocupacion emergente en la industria nuclear en todo el
mundo debido a la presencia de isdtopos radiactivos de Sb (Velmurugan et al.,
2011). E1 Sb tiene tres is6topos radiactivos, dos nucleidos activados ('22Sb y 124Sb)
y un producto de fision ('2°Sb). La industria balistica emplea aleaciones Pb-Sb en
la fabricacion de municion. La degradacion de estas balas en los campos de tiro
provoca la contaminacion del suelo con Sb (Shtangeeva et al., 2011). Se ha
documentado que se acumulan 12 t de Sb al afio 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 vehiculos ha provocado un aumento significativo de las
emisiones de Sb en el medio ambiente, medible de forma mas evidente en zonas
de mucho trafico (Arditsoglou & Samara, 2005; Weckwerth, 2001). Los suelos
proximos a las carreteras suelen presentar contaminacion por Sb proveniente de
las pastillas de freno, el utilizado en el vulcanizado de neumaticos y el procedente
de los combustibles (Belzile et al., 2011; Filella et al., 2012, 2013a, 2013b). La
quema de combustibles fosiles y la incineracion de residuos son importantes
fuentes antropogénicas de Sb (Pacyna & Pacyna, 2001; Qi et al., 2008). La
incineracion de residuos so6lidos urbanos (RSU), de plésticos, o de los residuos
industriales generados en la produccion de otros metales, como el plomo y el

cobre (Dupont et al., 2016).

Debido a las similitudes geologicas e industriales entre diferentes paises, cabe esperar que

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

ahora. Por lo tanto, la determinacion de la exposicion real de la poblacion global requiere

de mayor atenciéon (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/subterraneas y sistemas bioldgicos ha recibido una considerable atencion en
todo el mundo debido a sus consecuencias adversas en la cadena alimentaria, el agua
potable y el agua de riego, asi como en la productividad de los cultivos agricolas (Ahmad
et al., 2014). Varios estudios publicados hacen referencia a las altas concentraciones de
Sb en suelos y vegetacion, asi como en mamiferos herbivoros e insectivoros en sitios
alrededor de las fundiciones de Sb (Ainsworth et al., 1990a, 1990b; De Gregori et al.,
2003; Wilson et al., 2004).

La precipitacion de Sb también induce su movilizacion en aguas subterraneas 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
contaminacion de las aguas subterraneas con Sb es el resultado de diversas actividades,
como la meteorizacion de los materiales basicos, la lixiviacion, la deposicion humeda, la

mineria, la aplicacion de plaguicidas y los efluentes industriales (Etim, 2017).

En las aguas subterraneas, el Sb existe como Sb(IIl) y como Sb(V), las cuales pueden
sufrir procesos de oxidacion y reduccion. La forma soluble del Sb se transfiere al agua,
mientras que su forma menos soluble es absorbida por los fragmentos de arcilla (Etim,
2017). Ademas, el Sb también se lixivia de los vertederos y de los lodos de depuradora,
transportandose después a las aguas subterraneas 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 accién microbiana,
lo que también es una de las principales razones de la contaminaciéon por Sb

(Intrakamhaeng et al., 2020).

El Sb y los compuestos que derivan de €l estan catalogados como contaminantes

prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA) y la
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Union 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, bioldgicos, politicos,
cientificos y geograficos (Bagherifam et al., 2019). La concentracién maxima de Sb en el
agua potable establecida por la USEPA y la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) es
de 6 y 20 ppb, respectivamente (He et al., 2012; Nishad et al., 2017). Sin embargo, China
habia establecido limites mas estrictos: 5 ppb (He et al., 2012). A pesar de ello, ha sido
en los ultimos afos cuando realmente ha surgido una importante preocupacion por las
concentraciones de Sb, debido a que han experimentado un importante ascenso en el
medio ambiente. Este aumento en la contaminacién 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 mayoria de estudios se
centran en los problemas ocasionados en humanos. El Sb favorece la genotoxicidad y la
citotoxicidad, ademas de estar involucrado en la aparicion de diversos tipos de cancer
(Bolan et al., 2022). La exposicion al Sb por via oral, dérmica o por inhalacién causa
graves efectos en los seres humanos (Bagherifam et al., 2019). El Sb altera la actividad
enzimatica y causa alteraciones a nivel cardiovascular, hepatico, renal y respiratorio
(Wang et al., 2018). La inhalacion de Sb puede provocar cancer de pulmon, anomalias en
el desarrollo, enfermedades genotoxicas, neurologicas y reproductivas (Figura 2) (Atsdr,
2019). Por otro lado, la contaminacién por Sb suele ir acompafiada 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,
duracién, via 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 estan 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 contaminacidon por
Sb en agua, suelo, y plantas (He et al., 2012). Se sospecha que la contaminacién por Sb
estd causando problemas de salud en estas regiones, siendo la cirrosis hepatica la principal
causa de muerte en zonas de exposicion prolongada, como es el sur de Guizhou (Cen et
al., 2007). También se han realizado estudios en Hunan, donde se sitia la mina de
Xikuangshan, la mina de Sb mas grande del mundo. En esta zona, se realizaron estudios
midiendo los niveles de Sb en aire y agua, la hipotesis 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 poblacién 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 poblacion se analizaron cabellos de los habitantes de las
poblaciones expuestas al Sb, encontrandose concentraciones de 16 mg kg!, lo cual podria

deberse, en parte, al consumo de alimentos que habian 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 pg, siendo 554 pg la
cantidad que ingerian los residentes de estas zonas contaminadas. El arroz es la principal
fuente de exposicion 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
acumulacion 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, asi como de la
especie vegetal (Natasha et al., 2019; Shtangeeva et al., 2013; Zhu et al., 2020b). Si la
absorcion de Sb es elevada, los problemas de toxicidad se traducen en reduccion del
crecimiento, absorcidon deficiente de otros elementos minerales, ralentizacion de la
fotosintesis, 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 varian entre 0,0001-0,2 mg kg™! (Alloway, 1995).
En general, la exposicion a concentraciones elevadas de Sb, por encima de 5-10 mg kg™!,
resulta toxica para las plantas comunes, (Kabata-Pendias & Pendias, 2010), aunque estas
cifras pueden fluctuar, ya que, para algunas plantas, estas concentraciones podrian ser
tolerables. Se han identificado plantas que pueden acumular cantidades extremadamente
altas de Sb en sus tejidos (> 1000 mg kg™!) sin mostrar signos de toxicidad (Baroni et al.,
2000; Murciego et al., 2007; Okkenhaug et al., 2011). Generalmente, estas plantas son
originarias de areas mineras, por lo que estdn adaptadas a vivir en ambientes muy
contaminados. La concentracion de Sb en sus tejidos suele ser dependiente de la

concentracion 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 reduccion de biomasa
(Ortega et al., 2017). La acumulacion de Sb puede provocar el aumento de especies
reactivas del oxigeno (ROS), que causa estrés oxidativo, y un aumento de la peroxidacién
lipidica (Feng et al., 2009, 2011; Pan et al., 2011). El exceso de ROS esta controlado por

los sistemas de defensa enzimdaticos y no enzimaticos.

Los sistemas antioxidantes enzimaticos se componen de las enzimas superdxido
dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), monodehidroascorbato reductasa
(MDHAR), dehidroascorbado reductasa (DHAR), y glutation reductasa (GR). Los
sistemas antioxidantes no enzimadticos estan formados por compuestos de bajo peso
molecular, como el ascorbato (AsA), glutation (GSH), compuestos fendlicos,

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

En relacion con el proceso de fotosintesis mencionado, la exposicion al exceso de Sb
puede afectar a la fotosintesis, puesto que inhibe la sintesis de clorofila y disminuye la
eficiencia fotosintética, como describen Pan et al. (2011) y Zhang et al. (2010) en
Synechocystis sp. Ademas, la exposicion al Sb puede alterar la absorcion y distribucion
de elementos esenciales en las plantas, como indican Shtangeeva et al. (2011) donde el
Sb provoca una reduccioén 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 proteina

soluble en la cascara de arroz (Weiyou402) y el azucar y el almidon solubles en la mostaza

dulce (Feng et al., 2013c).

1.1.3. Absorcion 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 comprobd cémo en las plantas de Raphanus sativus (rdbano) que

crecian cerca de una fundicién de Sb contenian concentraciones de Sb de hasta 121,4 mg

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

crecian alrededor de fundiciones de Sb en Idaho contenian concentraciones de Sb de hasta

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

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

vegetales. La concentracion de Sb en plantas depende de varios factores:
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Biodisponibilidad de Sb en los suelos. El Sb se considera poco activo e inmovil
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 Na,HPOs (Nakamaru et al., 2006) o NH4NO3 (Hammel et al., 2000;
Nakamaru et al., 2006).

La concentracion 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, s6lo
una pequefia fraccion era soluble. Al realizar los andlisis a las plantas localizadas
en ese suelo, pudieron comprobar que apenas habian acumulado Sb en sus tejidos.

Sin embargo, cuando se trataba de suelos contaminados artificialmente con



concentraciones relativamente altas de Sb soluble, las plantas acumulaban gran

cantidad de Sb en sus hojas, hasta 400 mg kg™'.

Teniendo en cuenta la capacidad de extraccion se distinguen tres categorias de
biodisponibilidad de Sb en suelos: facilmente biodisponible (fraccion soluble en
agua capaz de intercambiar cationes), moderadamente biodisponible (fraccion
carbonatada, fraccion de (oxihidr)oxidos de Fe/Mn y Sb ligado a
sulfuros/organicos) y no biodisponible (fraccion residual); concluyéndose que
2,1-11,8% del Sb total en las muestras de suelo de campo era facil y
moderadamente biodisponible (He, 2007). Se encontrd 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 mayoria

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

Especie de Sb. Las especies organicas de Sb son menos téxicas que las
inorgénicas, y dentro de estas ultimas el Sb(IIl) es mas toxico 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 SbCls acumulaba mas
Sb en los tejidos y semillas que el expuesto a SbCls. Sin embargo, se observo el
resultado opuesto en el trigo (7riticum aestivum L.) bajo las mismas condiciones,
lo que sugiere que el efecto de la absorcion de la especie de Sb varia en funcion
de la especie vegetal. Wan et al. (2013) también encontraron que Lolium perenne
L. mostr6 una alta afinidad por Sb(IIl), mientras que Holcus lanatus L. tenia una

alta afinidad por Sb(V).

El agua del suelo puede influir en la fraccion movil de diferentes especies de Sb,
lo que afecta la absorcion 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 oxidacién-reduccion, y en consecuencia provocaba una
mayor reduccion de Sb(V) a Sb(Ill), lo que provoca una mayor acumulaciéon de

Sb en los brotes de plantas de L. perenne.

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

observo que la adicion de fosfato (PO4*") movilizaba eficazmente el Sb (Spuller
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et al., 2007). El fosfato provoca que el Sb se adhiera a las particulas 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)s]> 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 absorcion por las plantas
(Okkenhaug et al., 2011). Sin embargo, Evangelou et al. (2012) encontraron que
las plantas que crecian en suelos calcareos acumularon 1,5-2,6 veces mas Sb que
las que crecen en suelos débilmente 4cidos. En ese estudio se propuso que el valor
de pH (8,5) en los suelos calcareos era el factor principal quien promueve la
liberacion de Sb de las particulas del suelo, lo que provoca un aumento en su

movilidad en comparacion con los suelos débilmente 4cidos.

Existen pocos datos sobre los mecanismos de absorcion del Sb en plantas, siendo la mayor
parte debidos a la comparacion que se hace con el comportamiento de otros metaloides
con los que guarda gran relacion y similitud. El metaloide que més se asemeja al Sb es el
As, perteneciendo al mismo grupo de la tabla perioddica, junto al fosforo (P). Existen
numerosos estudios sobre los mecanismos de absorcion del As en plantas, y debido a las
similitudes quimicas que presenta con el Sb, se propone que el As y el Sb utilizan los

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

Se han descrito diferentes sistemas para la absorcion 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 absorcion puede realizarse a través de transportadores

i6nicos, de hexosas y de aquagliceroporinas y aquaporinas (Tschan et al., 2008).

La entrada de Sb(V) del suelo a la raiz 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 (NOj3’), o bien a través del apoplasto hasta la
endodermis (Figura 4). Algunas experiencias indican que las plantas no utilizan la via del
P(V), que si parece utilizar el As(V), para absorber Sb(V). Asi, Tschan et al., (2008)
observan que la adicion de P(V) al medio en el que crecen Zea mays L.y Helianthus

annuus L. no disminuye la absorcion de Sb(V).
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Figura 4: Mecanismos de absorcion de Sb por las plantas. El Sb puede ser absorbido y transportado a través
de los tejidos radiculares por via apopléstica o simplastica. E1 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 atin no esta claro (Vidya et al., 2022).

Otra posible entrada del As y el Sb en las células es través de los transportadores de
hexosas. Ademas, el As(V) se comporta como un analogo quimico del fosfato inorganico
(P1), siendo absorbido mediante los transportadores de fosfato (Ali et al., 2009; Wysocki
& Tamas, 2010). Se comprobd como en ausencia de fosfato, la absorcion de As aumenta,

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

embargo, el Sb(V) existe como anion [Sb(OH),] y no compite con la absorcidn de fosfato

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

Las wvariaciones estructurales podrian ser las responsables de este diferente
comportamiento. Asi, 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 raices de helechos hiperacumuladores de As como Pteris cretica L. y Pteris vittata
L. (Feng et al., 2011; Miiller et al., 2013). Segin Miiller et al. (2013), el As(V) altera la
integridad y la permeabilidad de la membrana celular, lo que provoca un aumento de la

absorcion de Sb. No se ha determinado atn la via de entrada de Sb(V) a las células.
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A diferencia del Sb(V), el Sb(IIl) es una molécula neutra que se asemeja al As(Ill) en
estructura y tamafio. Tanto el As(III) como el Sb(III) tienen propiedades de transporte
similares y pueden entrar y salir de la célula por una via pasiva o activa. Se ha observado
competencia entre Sb(IIl) y As(IIl) en arroz (Oryza sativa L.) (Meharg & Jardine, 2003),
lo que indica un mecanismo de absorcion similar. En solucion acuosa y a pH fisiologico,
tanto el As(III) como el Sb(III) existen en las formas trihidroxiladas sin carga, As(OH);
y Sb(OH);, muy similares estructuralmente al glicerol (Porquet & Filella, 2007; Ramirez-
Solis et al., 2004). Su absorcion puede realizarse mediante las aquagliceroporinas, una
familia ubicua de proteinas de membrana permeables al agua y al glicerol (Bhattacharjee

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

Las aquaporinas vegetales responsables de la absorcion 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):

SIP: pequenas proteinas intrinsecas, localizadas en el reticulo endoplasmico
PIP: proteinas intrinsecas de membrana plasmatica

TIP: proteinas intrinsecas del tonoplasto

b N

NIP: proteinas intrinsecas de membrana similares a la Nodulina26, localizadas en
el plasmalema y en membranas intracelulares. Parece que este tipo de aquaporina

serian las responsables de la absorcion de As(OH); y Sb(OH);.

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 plasmatica 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
apoplasmico. El primer transportador de Sb(IIl) identificado es la proteina facilitadora de
la captacion de glicerol (GIpF), 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) esta mediado por €l
en A. thaliana. Estos trabajos demostraron que la mayoria de los transportadores de Sb

en plantas pertenecen a NIPs y se expresan en las raices (Azad et al., 2018).
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1.1.4. Hiperacumulacion 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 raices, siendo predominante su
acumulacion 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 enzimatica 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
concentracion 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 absorcidon, asimilacion, toxicidad y
desintoxicacion de Sb en plantas ain son mucho menos claros que los de animales y

humanos (Gebel, 1997).

Los criterios, segiin 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 concentracion de Sb a la que debe estar expuesta debe ser > 1000 mg kg™,

3. No debe manifestar sintomas de toxicidad

Se han identificado una serie de plantas que retinen esas caracteristicas; Achillea
ageratum L. (1367 mg kg™! en las hojas basales), Plantago lanceolata L. (1150 mg kg™!
en las raices) y Silene vulgaris (Moench) (1164 mg kg™! en los brotes) (Baroni et al., 2000)
P. cretica (6405 mg kg! en raices), Pteris Fauriei (Hieron) (5112 mg kg™ en raices),
Pteris ensiformis (Burm) (2635 mg kg''en raices), Humata tyermanii (Moore) (2360 mg
kg!enraices) (Feng et al., 2013a), Trifolium pratense L. (2151 mg Kg ! 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 eliminacion de ROS (Feng et al., 2009). Ademas, tiene la
capacidad de acumular simultaneamente As y Sb debido a la compartimentalizacion del

Sb en el citosol y su inmovilizacion en la pared celular (Feng et al., 2011).
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1.2. Implicacién de las especies reactivas del oxigeno, nitrégeno 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 fisiologico, bioquimico 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 fisiologico de la planta. Los factores que provocan estrés
pueden tener origen bidtico o abidtico. Dentro de los factores bidticos encontramos la
alelopatia (produccion de compuestos bioquimicos que influyen en el crecimiento,
supervivencia o reproduccion de otros organismos), los virus, las bacterias y los hongos,
los animales y los factores antropogénicos (produccion industrial, empleo de pesticidas y
herbicidas, compactacion de los suelos por la agricultura, fuego o radiacion i6nica debido
a los cables eléctricos). Entre los factores abidticos causante de estrés estan la sequia, el
encharcamiento, altas y bajas temperaturas, la salinidad, la luz extrema, el ozono, los
metales pesados, metaloides, el pH del suelo y, efectos mecanicos (por ejemplo, la accion
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 fisiologicos normales y las
condiciones de estrés, se producen diferentes especies reactivas en los distintos
compartimentos celulares. Entre ellas se encuentran las especies reactivas de oxigeno
(ROS), nitrégeno (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 toxicas, supone un estrés para la planta. Este estrés promueve un gran
aumento en la produccion de ROS, RNS, y RSS, que conduce a una alteracion del
equilibrio redox celular (Chai et al., 2016; Corpas & Barroso, 2014b; Ortega et al., 2017;
Santisree et al., 2019). Para hacer frente al dafio causado por la alteracion de este
equilibrio redox y para eliminar el exceso de ROS, las plantas han desarrollado un sistema
antioxidante con componentes enzimaticos y no enzimaticos (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; GroB 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 oxigeno (ROS)

1.2.1.1. Generalidades, tipos, y biosintesis

Las ROS son compuestos altamente reactivos que se producen como consecuencia de
procesos metabdlicos 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 deteccion y la sefalizacion en estas condiciones de estrés (Demidchik,

2015).

Las células vegetales, al igual que en todos los organismos aerobios, necesitan O para la
produccion de energia (Apel & Hirt, 2004). En estos procesos la reduccion del O a H,O
es la fuente energia necesaria para el desarrollo y crecimiento de las plantas. La reduccion
completa del O, hasta una molécula de H>O se realiza en cuatro etapas que requieren del
aporte de 4 electrones, y esta reduccion puede ocurrir en pasos univalentes, dando lugar

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

102 HO2
. e
e
e *, « e + 2H+ e+H+ H0 e +2H*
02 N » 02 N » H202 LZ» HO ; H20
E0=-0,33V E0=+0,89V Eo=+0,38V E0=+231V

Figura 5: Interconversion de las ROS. A partir de Hippeli et al., 1999 y Halliwell & Gutteridge, 2015.
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La produccion de ROS como subproductos de procesos metabdlicos como la respiracion
y la fotosintesis es consecuencia de los procesos aerdbicos que ocurren en diferentes
compartimentos celulares (Figura 6) (Waszczak et al., 2018). Cuando ocurre un aumento
de estas ROS pueden provocar dafios a nivel del DNA, proteinas, carbohidratos, lipidos
y en ultimo caso, pueden producir la muerte celular (Foyer & Noctor, 2005). Por ello, los
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos actian 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 Rio, 2015; Mittler et al., 2004; Scandalios, 2005), tanto en condiciones normales

como de exposicion a estreses.

En los cloroplastos, las ROS se generan en la fotorreduccion de oxigeno (O2) hasta H2O
mediante el transporte de electrones del fotosistema I, cuyo producto principal es el O>*~
(anion superoxido), y en reacciones fotodindmicas que ocurren bajo condiciones que
limitan la transferencia de electrones a través de los fotosistemas, como la alta intensidad
luminosa y condiciones de baja concentracion de didxido de carbono (CO3) (Apel & Hirt,
2004; Mittler et al., 2004). El O,* también puede producirse mediante el escape de
electrones al O> desde las cadenas de transporte electronico en los fotosistemas I y II
(Sgherri et al., 1996). Finalmente, la disipacion de energia durante la fotosintesis produce
la formacion de un estado triplete de clorofila que puede generar singlete de oxigeno ('O2)
mediante transferencia de energia al oxigeno en estado fundamental, y su produccién
aumenta durante el estrés luminico excesivo (Apel & Hirt, 2004; Asada, 2006; Halliwell

& Gutteridge, 2015).

En mitocondrias, en la cadena de transporte electronico se genera O2*~ que puede dismutar
a peroxido de hidrogeno (H>0:) por la SOD. En este organulo se producen ROS bajo
condiciones nortmales de respiracion, pero aumentan en condiciones de estrés
(Czarnocka & Karpinski, 2018). Los peroxisomas producen ROS principalmente en el
proceso de fotorrespiracion y la oxidacion de 4cidos grasos, donde se produce H>O». Las
ROS producidas en estos organulos son esenciales para distintos procesos fisiologicos,
pero también tienen un importante papel frente a diferentes estreses bidticos y abidticos
(Czarnocka & Karpinski, 2018). Las ROS también se generan en el apoplasto,

fundamentalmente por una familia de proteinas, las NADPH oxidasas del plasmalema,
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que producen O>*", utilizando NADPH como donador de electrones. El O>*~ puede
producir posteriormente H>O» mediante dismutacion enzimatica por la SOD o no
enzimatica. Ademds, un miembro de esta familia, la NOX4 es una excepcion,
produciendo H>O:> directamente. En menor medida, también se producen ROS en el
apoplasto, mediante la peroxidasa apopléstica, que ademas de eliminar H>O», pueden
generar ROS, o por xantina deshidrogenasa u oxalato oxidasa. Estas ROS producidas en

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

Mehler reaction Antenna pigments oxicdea"s:’sa:nd
‘ peroxidases

Water-water
cycle Nucleus
Chloroplast
HZOZ
Quenched by Peroxiporin
carotenoids and
3chI*—> 30, tochopherols O.-
2
NADPH
Enzymatic reaction of
flavin oxidases Fatty acid B-oxidation  NADP+ +H* o
2
Apoplast
) Disproportionation
Peroxisome Transport chain
(complexes | and Il1)
| ) ‘.,7#?- 1‘_?["'204 ;"

Mitochondria

Figura 6. Principales lugares de produccion 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 sefializadoras implicadas en varios procesos fisiolégicos como
son: el ciclo celular, la percepcion y respuesta al estrés tanto bidtico como abidtico, la
regulacion génica, la induccion de la muerte celular programada, asi 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 desempefiar esta faceta de transduccion
de sefiales en las plantas, es necesario que los niveles de ROS se puedan regular o
mantener en niveles determinados. Por ejemplo, la sefializaciéon que se desencadena por
interaccidon con microorganismos con los que las plantas establecen una relacion de
simbiosis, tales como la nodulacion (bacterias, por ejemplo, Rhizobium sp.) y la
micorrizacion (hongos, como Rhizophagus sp.). Las ROS son las encargadas de modular
la respuesta, que inicialmente es un choque oxidativo muy rapido y brusco, pero que
después, tras el reconocimiento se atenta mediante los sistemas antioxidantes,

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

Las principales ROS son:

e Singlete de oxigeno ('02): Es el O2 en estado electronico activado (Figura 5). Se
origina en altas cantidades en el cloroplasto, por transferencia de energia de
excitacion desde un pigmento fotoactivado provocando la inversion del espin de
uno de los electrones desapareados. Presenta una vida muy corta pudiendo
inactivar tanto a proteinas de los fotosistemas como a las clorofilas. Puede actuar
como iniciador de la peroxidacion de lipidos causando dafios en las membranas
tilacoidales, provocar dafios en el DNA, o estimular la formacion de otras ROS y

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

e Anion superdxido (02*7): Es el primer producto de reduccion del O; (Figura 5).
Se produce mediante la enzima NADPH oxidasa de la membrana plasmatica
(RBOH-NOX) o por la accion de la xantina oxidasa en el peroxisoma y de la
cadena de transporte de electrones dependiente de NADPH en la membrana del
peroxisoma. Ademads, también es producido de forma continua en los tilacoides
de los cloroplastos (Del Rio et al., 1992, 1996; Lopez-Huertas et al., 1996). La
familia de genes RBOH ha sido caracterizada en 4. thaliana, donde se describen

10 miembros (Figura 7) (Baxter et al., 2014; Chapman et al., 2019).
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N-terminal domain coo

Figura 7: Estructura de la RBOH implicada en la formacion de O2* (Baxter et al., 2014).

Per6xido de hidrogeno (H202): Es el segundo producto de reduccion del O,
obtenido a partir del O*" (Figura 5). Es muy importante como molécula
senalizadora, tanto en plantas como en animales, ya que es la ROS mas estable, y
puede difundir libremente por los compartimentos acuosos y las membranas
inactivando algunas enzimas mediante la oxidacion de sus grupos tiol. La
produccion de H»O: se induce tras la exposicion de plantas a varios estreses
bidticos y abiodticos (temperaturas extremas, radiaciéon ultravioleta, ozono,
deshidratacion, heridas, patogenos, entre otros) (Guan et al., 2000; Mackerness et
al., 2001; Orozco-Cardenas & Ryan, 1999; Pei et al., 2000; Prasad et al., 1994) y
su sintesis tiene lugar durante la B-oxidacion de 4cidos grasos y en la reaccion de
la glicolato oxidasa en peroxisoma durante la fotorrespiracion (Foyer & Noctor,
2000). Enzimas como las oxalato oxidasas, las POX de la pared celular y la
NADPH oxidasa del plasmalema pueden producir H2O.. POX y NADPH oxidasa
son especialmente importantes en la respuesta a estrés (Berna & Bernier, 1999;
Bolwell, 1999; Sagi & Fluhr, 2001). El H2O: estd implicado en la expresion de
genes relacionados con las respuestas de defensa de la planta y reacciones
hipersensibles (Desikan et al., 2000; Kovtun et al., 1999). También esta
involucrado en la biosintesis de fitoalexina (Degousee et al., 1994), en el proceso
de lignificacion y en la transcripcion de proteinas de defensa. Su acumulacion es

dafiina para la planta, ya que conlleva dafio oxidativo (Levine et al., 1994).
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e Radical hidroxilo (HO"): Es el tercer producto de oxidacion del O (Figura 5). Se
forma en el cloroplasto por la adicion de un electron al H2Os, siendo la especie de
oxigeno mas reactiva y toxica que se produce. El HO reacciona con la mayoria
de los compuestos presentes en los sistemas bioldgicos provocando dano

oxidativo en proteinas y en acidos nucleicos, ademas de la rotura de las cadenas

de estos (Foyer & Noctor, 2005).

1.2.1.2. Sistema antioxidante

El término antioxidante hace referencia a compuestos quimicos o sistemas enzimaticos
que interactuan con radicales libres y son capaces de neutralizarlos o eliminarlos, lo que
les impide causar dafio en las células. Los sistemas antioxidantes pueden inducir cambios
en el metabolismo y actuar regulando la expresion de determinadas proteinas, actuando
tanto a nivel transcripcional como postranscripcional. A nivel subcelular esta maquinaria
estd presente en todos los organulos celulares en los que se forman ROS (Figura 8)

(Chaudiere & Ferrari-Iliou, 1999).

Sistema antioxidante

v v
Enzimético No enzimatico
[ I
v v v v
SOD Ciclo AsA-GSH Ciclo AsA-GSH Compuestos fendlicos
POX ! Carotenoides
CAT APX AsA Tocoferoles
GST MDHAR GSH
DHAR
GR

Figura 8: Principales sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos en vegetales. APX, ascorbato
peroxidasa, MDHAR: monodechidroascorbato reductasa; DHAR, dehidroascorbato reductasa; GR,
glutation reductasa; SOD: superéxido dismutasa; POX: peroxidasas; CAT, catalasa; GST: glutation S-

transferasa; AsA: ascorbato; GSH: glutation reducido.
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Sistema antioxidante enzimatico

Formando parte del sistema antioxidante enzimatico 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)

e Superdxido Dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)

Fue descubierta en 1969 por McCord y Fridovich, y constituye una de las
principales defensas antioxidantes enzimaticas en células procariotas y eucariotas,
siendo las primeras en la defensa contra los efectos toxicos del O>*~ (Fridovich,
1986; Halliwell & Gutteridge, 2015). Son metaloproteinas catalizadoras de la
dismutacion del O*” para formar Oz y H>O» en todos los organismos aerobios y

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

2 H+
SOD
2 02 \ » H20:

~

02

Se conocen tres familias en funcion del cofactor metalico 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 nucleo
(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 Rio et al., 2003; Sandalio et al., 1987). Este tipo de
SOD fueron las Unicas que mostraron ser esenciales para la vida aerobia

(Carlioz & Touati, 1986).
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En situaciones de estrés generado por diversos factores abidticos, el O2*~ aumenta
su concentracion. La SOD, primera linea de defensa frente a los efectos toxicos
de la elevada produccion de ROS, elimina este radical evitando la formacion de
otras especies de oxigeno mas reactivas como el 'O, o0 el HO®, cuyos mecanismos

detoxificadores para eliminarlos atin no han sido totalmente esclarecidos.

Peroxidasa (POX; EC 1.11.1.7)

En plantas, las peroxidasas vegetales son glicoproteinas que participan en el
mecanismo de elongacion celular, formacion y diferenciacion de la pared celular
y en la defensa contra patdgenos. 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 interaccion planta-
hongo; y la clase III, que son las secretadas a la pared celular, el apoplasto o la
vacuola (Valério et al., 2004). Estas ultimas 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). Estan involucradas en muchos procesos debido a su
versatilidad catalitica y al gran nimero de isoformas (pueden formar y degradar
ROS). Estan estructuralmente relacionadas con proteinas que contienen grupo
hemo. La funcion clave de las peroxidasas vegetales es la oxidacion de sustratos
de naturaleza fendlica con el consumo de H>O; produciendo radicales (R*) que

podrian intervenir en procesos de polimerizacion. Catalizan la reaccion:

POX

H202 /\ » H:0

2RH R




Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)

Son hemoproteinas con estructura tetramérica, que previenen la difusion de H>O»
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 detoxificacion de las ROS generadas en
distintas situaciones de estrés abidtico, como estrés por metales pesados,
salinidad, sequia 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 orgénulos (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 H,O» generado por la accion de la SOD en
la dismutacion del O2*". Una de las moléculas de H>O; se reduce a H>O, y la otra

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

CAT

\ » 2 H:0

07

2 H202

La reaccion de la CAT se ve favorecida cuando hay gran concentracion de H,O»
(Chance et al., 1979) . Ademas, son capaces de realizar reacciones peroxidasicas
a pH basico actuando sobre algunos alcoholes, aldehidos y 4cidos orgénicos como

sustrato, en presencia de H>O, (Halliwell & Gutteridge, 2015).
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Figura 9: Esquema general de la produccion y eliminacion de ROS en plantas. Los O2*"

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

mitocondriales y cloroplasticas, y como resultado de multiples enzimas reacciones, y también en el

apoplasto en respuesta a la llegada de factores externos inductores de estrés,

H>0> ocurre por la dismutacion enzimatica y/o espontanea de los O2*". Abreviaturas: AOX, oxidasa

“elicitores”. La produccion de

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

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

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

RBOH, homologo de la NADPH oxidasa respiratoria; ROS, especies reactivas de oxigeno; SOD,

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

En las células vegetales, el H2O: es eliminado mediante un mecanismo

antioxidante, 1llamado ciclo del ascorbato-glutation o ciclo de Foyer-Halliwell-

Asada (Figura 10), que implica sucesivas oxidaciones y reducciones del glutation,
acido ascorbico y NADPH. En este ciclo intervienen APX, MDHAR, DHAR, y
GR (Gill & Tuteja, 2010).

02~
SOD
 Z
H20:
MDHA DHA GSH
NADP* NADP
APX MDHAR DHAR GR
NADPH NADPH*
v AsA < GSSG
H20

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

Halliwell-Asada (Sefialado con recuadro).

Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)

Es una proteina monomérica de tamafio 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; Lopez-Huertas et al., 1999; Shigeoka et al.,
2002). Esta enzima tiene un cometido importante en la eliminacion del H2O»
de las plantas, llevando a cabo la primera reaccion del ciclo AsA-GSH.
Cataliza la transformacion de H2O2 en H>O mediante la oxidacion del AsA a

MDHA, segun la reaccion:

APX

/\ » 2H,0

2AsA 2 MDHA

H,0,
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La expresion de la APX se incrementa cuando es sometida a condiciones de
altas concentraciones de H>O, como son las inducidas por los diferentes tipos
de estreses bidticos y abioticos, lo cual parece indicar que la produccion de
H>Ozregula en cierta forma la expresion 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 diferenciacion celular, y bajo condiciones experimentales de déficit
o enriquecimiento de AsA (De Gara et al., 1997). Ademas, el control de la
expresion de los genes que codifican las APX es sensible a diversos
estimulos, como al estrés provocado por el déficit hidrico, la salinidad, las
altas temperaturas, la congelacion, el ataque por patdgenos, el tratamiento con
H>0,, y acido abcisico (ABA) (Mittler et al., 1998; Teixeira et al., 2006;
Yoshimura et al., 2000). También la expresion 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 (Flavin adenin dinucleétido) y es la
unica enzima cuyo sustrato es un radical organico. Ademas, tiene la capacidad
de reducir los radicales fenoxilo (Sakihama et al., 2000). La reacciéon que

cataliza es la siguiente:

MDHAR

/\ » AsA

NADPH NADP+

MDHA

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



(Jimenez et al., 1997; Leterrier et al., 2005; Lopez-Huertas et al., 1999;
Mittova et al., 2003). Se ha comprobado que, en los cloroplastos la MDHAR
puede tener dos funciones fisioldgicas: la regeneracion del AsA a partir del
MDHA, y mediar en la fotorreduccion del Oz a O>*~ cuando el sustrato MDHA
estd ausente (Miyake et al., 1998). En los peroxisomas, estd localizada en la
matriz y en la membrana, y sufre cambios de expresion frente a determinados
estreses medioambientales, lo cual indica su implicacioén en los procesos de

defensa (Leterrier et al., 2005).

Dehidroascorbato reductasa (DHAR; EC 1.8.5.1)

Es una proteina monomérica de unos 23 kDa (Hossain & Asada, 1984a). Es
poco estable, lo cual ha dificultado su caracterizacion (Triimper & 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 reduccion divalente del DHA a AsA usando GSH como fuente de
poder reductor (Hossain & Asada, 1984b; Villalba et al., 1996), segiin la

siguiente reaccion:

DHAR

/\ » AsA

2 GSH GSSG

DHA

Glutation reductasa (GR; EC 1.6.4.2)

Es una flavoproteina 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 proteccion de la planta frente

a distintas situaciones de estrés.
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Interviene en la regeneracion de la forma reducida del glutation, catalizando
la conversion de GSSG a GSH, empleando NAD(P)H como donador de

electrones, segun la siguiente reaccion:

GR

GSSG » 2 GSH
N

NADPH NADP+

Glutation S-transferasa (GST; EC 2.5.1.18)

Es una familia de enzimas que cataliza la conjugacion de GSH con sustratos
potencialmente xenobidticos (R-X), facilitando su detoxificacion, segun la

siguiente reaccion:

GST

GSH / \ » GS-R

R-X H-X

Estan involucradas en procesos de eliminacion de sustancias toxicas, y su
actividad estd vinculada al citocromo Psso. Su expresion esta codificada por
una gran familia de genes, presentando diferentes isoformas en funcion de su
localizacion subcelular: GST citos6lica, mitocondrial y microsomal (Belford

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

También, se relaciona su actividad con procesos de estrés abiotico, biotico,
procesos fisiologicos, como el crecimiento, desarrollo, metabolismo de
fitohormonas, procesos de sefializacion celular, regulacion de la homeostasis
redox, transporte de metabolitos secundarios, y apoptosis. (Dalle-Donne et

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



Sistema antioxidante no enzimatico

Los sistemas antioxidantes no enzimaticos mas relevantes estdn compuestos por

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

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

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

Ascorbato

El ascorbato, o L-acido ascorbico (AsA, L-AA, L-treo-hexenon-1,4-lactona, o
vitamina C) es uno de los compuestos antioxidantes mas abundantes en las células
y es uno de los responsables de evitar o controlar el dafio causado por ROS en
plantas. Suele estar més 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 sintesis 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 esta relacionado con la regulacién del ciclo
celular, debido a que la division celular necesita AsA, y éste promueve el progreso

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

Para que el AsA funcione correctamente, y sea capaz de eliminar el H>O», es
necesario que se encuentre en estado reducido. Es capaz de donar electrones en
una serie de reacciones enzimaticas y no enzimaticas, eliminando directamente el
0O>*"y OH" formando la primera forma oxidada del AsA, el MDHA, que es un
radical poco reactivo (Bielski et al., 1975), que posteriormente dara lugar a una
molécula de AsA, y otra de DHA. La regeneracion 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 esta 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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Glutation

El Glutation (GSH, y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) es un tripéptido de glutamato
(glu), cisteina (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 oxidaciéon 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 dafio oxidativo inducido por ROS, presentando una alta
capacidad para donar electrones (Foyer & Noctor, 2011; Mittler, 2002; Noctor et
al., 2012). La mayor parte del glutation 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
seflalizacion redox en procesos importantes como la interaccion de
incompatibilidad planta-patdogeno o en la muerte celular programada (PCD)

(Foyer & Noctor, 2005).

La regeneracion de la forma reducida, GSH, depende del consumo de NAD(P)H.
También actia como compuesto de transporte a larga distancia de azufre reducido,

y estd implicado en los procesos de transduccion de senales (Puppo et al., 2005).

La sintesis de GSH tiene lugar en el citosol y en el cloroplasto, y en ella
intervienen dos enzimas: la y-glutamilcisteina sintasa (y-ECS), y glutation sintasa
(GS). En primer lugar, la y-ECS sintetiza y-glutamilcisteina a partir de glutamato,
cisteina, y ATP; y, posteriormente, la GS cataliza la adicién de una molécula de
glicina al extremo C-terminal del dipéptido anterior, con la consiguiente
formacion de GSH. Se localiza en todos los compartimentos celulares, incluido el

apoplasto y desempefia un papel central en diferentes procesos fisiologicos:



eliminando ROS, actuando como sefializador endocelular y también regulando la
expresion de genes sensibles al estrés. El GSH es el compuesto no proteico mas
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 actia también en el sistema de regeneracion de
AsA, mediante el ciclo AsA-GSH. En el ciclo AsA-GSH actia como antioxidante,
eliminando H>O: intracelular, pero también puede reaccionar directamente con
!0, y OH'. Finalmente, el GSH es precursor de las fitoquelatinas, claves para el
control de la concentracion de metales pesados a nivel celular (Seregin &

Kozhevnikova, 2023).

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos tienen actividad antioxidante (Michalak, 2006). Asi, los
polifenoles pueden eliminar directamente ROS, y pueden inhibir la peroxidacion
lipidica de las membranas mediante la eliminacion de radicales alcoxilos. Los
compuestos fenodlicos, especialmente los flavonoides (Gill & Tuteja, 2010), tienen
una gran capacidad de modificar el empaquetamiento de los lipidos 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 peroxidacion. Los flavonoides pueden eliminar directamente ROS
debido a su capacidad de donar electrones o &tomos de hidrégeno. Los flavonoides
y fenilpropanoides son oxidados por peroxidasas (APX y POX), y de esa manera,
eliminan el H>O> por medio de sistema formado por compuestos

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

Carotenoides

Los carotenoides también se conocen como vitamina E. Son compuestos

antioxidantes fendlicos que estdn 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 desempefian funciones de proteccion del
fotosistema. Actlian como inhibidores de la peroxidacion lipidica, y se encuentran
en los lipidos de membrana y en lipoproteinas de baja densidad, debido a su

caracter hidrofobico (Soll et al., 1985).

e Tocoferoles

Son antioxidantes solubles en lipidos capaces de actuar secuestrando ROS y
radicales lipidicos altamente reactivos. Se les considera como antioxidantes de las
biomembranas, a las que confieren estabilidad al evitar los dafios por
peroxidaciones lipidicas. Los tocoferoles se localizan en la membrana tilacoidal

de las plantas (Gill & Tuteja, 2010).

1.2.2. Especies reactivas del nitrogeno (RNS)

1.2.2.1. Generalidades y tipos

Las RNS constituyen un conjunto de radicales libres y no radicales, que derivan del 6xido
nitrico (*NO). Se producen en condiciones de estrés, dando lugar al estrés nitrosativo.
Intervienen en la regulaciéon de procesos fisiologicos (germinacion, desarrollo,
crecimiento, reproduccion, senescencia), de interaccion con microorganismos como la
simbiosis leguminosa-Rhizobium, la respuesta a factores bidticos 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
abioticos como la salinidad, la alta intensidad luminosa, baja y alta temperatura, luz
continua, oscuridad continua, dafio mecénico (Corpas et al., 2008a; Corpas et al., 2009;
Valderrama et al., 2007), sequia, 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 sintesis desregulada
o sobreproduccion de *NO vy sus derivados que pueden tener consecuencias fisiologicas
toxicas (Corpas et al., 2007). El aumento en la nitracion de la tirosina (tyr) de las proteinas
podria 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, didxido de nitrogeno
(*"NO2), y no radicales; como S-nitrosotioles (RSNOs), peroxinitrito (ONOO™), anién
nitroxilo (NO"), cation nitrosonio (NO™), trioxido de dinitrogeno (N203), tetroxido de
dinitrogeno (N204), y acido nitroso (HNO;) (Figura 11y 12A) (Augusto et al., 2002; Del
Rio, 2015; Halliwell, 2006; Halliwell & Gutteridge, 2015; Khan et al., 2023).

‘NO H+
GSSG + 0,~ % ONOO- <—L ONOOH
o

Figura 11: Especies reactivas del nitrégeno (RNS). *°NO, 6xido nitrico; *NO», diéxido de nitrégeno; N2Os,
trioxido de dinitrégeno; GSNO, S-nitrosoglutation; ONOO™, peroxinitrito, ONOOH, 4cido peroxinitroso.
(Modificado de Halliwell & Gutteridge, 2015).
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Figura 12. (A) Tipos de RNS. (B) Rutas de sintesis de *“NO y (C) lugar de produccion del *“NO
(Khan et al., 2023).

Oxido nitrico (*NO)

Es un gas inorgénico incoloro y muy labil, de bajo peso molecular, con un electron
desapareado en su capa exterior, por lo que posee las caracteristicas de un radical,
y explica su elevada reactividad y su tendencia a  unirse
con hemoproteinas reducidas. El *NO es inestable en medio acuoso, mientras que
en presencia de O> se oxida a nitritos y nitratos, formas mas estables. Es
ligeramente soluble en H>O y algo mas soluble en solventes organicos, tiene una
vida media de menos de 6 segundos (Thomas et al., 2001). Puede encontrarse

en tres formas convertibles entre si: “NO, NO"y NO* (Wojtaszek, 2000).

En mamiferos, el *“NO se genera a partir de la arginina (arg) por la enzima 6xido

nitrico sintasa (NOS). En plantas, el *NO se puede sintetizar por rutas enzimaticas



oxidativas o reductoras que se detallardn mas 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, germinacion de semillas, crecimiento de las raices primarias y
laterales, floracion, maduracién de frutos, senescencia y estrés abidtico, ademas
de ser una molécula sefial 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 continuacion. La S-nitrosacion, que es
la unién del *NO al grupo tiol de la cisteina, formando RSNO. La S-nitrosilacion
de metales, cuando el *NO reacciona con metales de transicion. La nitracion de
tirosina mediada por el ONOO™, y la nitracion de acidos grasos insaturados
formando 4cidos nitrograsos (Figura 13) (Sun et al., 2021). Estos cambios
postraduccionales pueden modificar la formacion de un gran nimero de proteinas
(Lindermayr & Durner, 2009; Wang et al., 2006). Especialmente importante es la
S-nitrosilacion GSH para formar el GSNO, ya que esta molécula puede funcionar
como reserva movil del *NO y puede regular el equilibrio entre GSNO y las

proteinas nitrosiladas por un proceso de transnitrosilacion (Barroso et al., 2006).

Peroxinitrito (ONOO")

Se produce por una reaccibn no enzimatica entre el °*NO y el
anion superoxido (O2*7), y tiene un papel importante en procesos fisiologicos
tanto en células animales como en plantas (Halliwell & Gutteridge, 2015;

Vandelle & Delledonne, 2011).

E1 ONOO™ es un oxidante fuerte, actia sobre los tioles de los residuos de cisteina
que forman parte de las proteinas (Pacher et al., 2007), inhibiendo, la tirosina
fosfatasa, que contiene tioles, antioxidantes enzimaticos Yy cistein-proteasas.
EIONOO~, como se indicd anteriormente, también modifica las proteinas

mediante la nitracion 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 interaccion postraduccional del
*NO con los grupos tiol (-SH) presentes en los residuos de cisteina de péptidos y
proteinas (Figura 12) (Broniowska & Hogg, 2012; Jourd’heuil et al., 2005).
Constituyen un mecanismo de sefalizacion fisioldgico esencial (Gow et al.,
2004), que ocurre a través de la nitrosacion, altamente regulada (Wynia-Smith &
Smith, 2017), no tienen cardcter permanente y constituyen una etapa en la

formacion de enlaces disulfuro (Wolhuter & Eaton, 2017).

La formacion de RSNOs provoca la activacion/inactivacion de algunas vias
biologicas mediante la supresion, la activacion y la modulacion alostérica de la
funcién enzimatica (Molina y Vedia et al., 1992), el inicio de la apoptosis (Hara
et al., 2005), la promocidn/supresion de la degradacion proteosdémica (Briine &
Zhou, 2007; Hara et al., 2005), y la regulacién de la actividad de factores de
transcripcion (Hausladen et al., 1996; Matthews et al., 1996), asi como
alteraciones epigenéticas mediante metilacion de DNA (Sen & Snyder, 2011) y
acetilacion de histonas (Nott et al., 2008).



Las funciones esenciales de sefializaciéon del RSNO son ubicuas en todos los
reinos, habiéndose demostrado su participacion en sefializaciones tan diversas
como la transcripcion bacteriana (Hausladen et al., 1996), la inmunologia vegetal
(Yu et al., 2012), la transmision nerviosa en mamiferos (Fang et al., 2000) y las
vias apoptoticas dependientes e independientes de las mitocondrias (Hara et al.,
2005; Kim & Tannenbaum, 2004). Se ha demostrado que la terminacion del efecto
RSNO por desnitrosacion ocurre facilmente in vivo (Beigi et al., 2012; Sengupta
et al., 2007). A pesar del gran nimero de residuos de cisteina que existe en los
compartimentos celulares, la S-nitrosilacion es un proceso altamente selectivo

(Iyer et al., 2014).

La complejidad de la sefializacion por RSNO puede apreciarse considerando los
efectos de la S-nitrosilacion en las vias celulares. Esto es mas evidente en los
procesos de muerte celular, que pueden ser tanto activados como inactivados por

el *NO a través de la S-nitrosilacion (Iyer et al., 2014).

El GSNO es producto de la nitrosacion del GSH. Ademas, es el RSNO de bajo
peso molecular més abundante en plantas, y constituye una reserva celular de *NO.
E1*NO es capaz de unirse a proteinas mediante los grupos tiol, formando proteina-
RSNO (Frungillo et al., 2014). La enzima implicada en la movilizaciéon de *NO
desde la reserva del GSNO es la S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR).

1.2.2.2. Biosintesis y movilizacion de *NO

Existen varias vias enzimaticas propuestas para la formacion 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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e Nitrato reductasa (NR)

Es una enzima clave en la asimilacion de nitrogeno. Es un homodimero, donde
cada monomero posee tres dominios de unidén a grupos prostéticos, que tienen
funcioén en la transferencia electronica: FAD (dinucledtido 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 reduccién de nitrato
(NO3") anitrito (NO2"), y de NO2 a *NO, empleando NAD(P)H como donador de
electrones (Yamasaki, 2000).

NOs-

NR NO NR NO
> 2" >

NAD(P)H  NAD(P)*  NAD(P)H  NAD(P)*

Es la principal enzima para la sintesis de *NO en condiciones normales de Os.
Interviene en procesos de desarrollo, movimientos estomaticos y estrés bidtico y

abidtico (Astier et al., 2018; Chamizo-Ampudia et al., 2017; Yu et al., 2014).

48



Nitrito NO-reductasa (NiNOR)

Se ha identificado una NR unida a la membrana plasmatica (PM-NR) especifica
de la raiz y una Nitrito NO-reductasa (NiNOR) que participan en la produccion
de *NO bajo condiciones de hipoxia o anoxia. El NO>™ 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., observandose
produccion de *NO a partir de NO>™ en raices, pero no en hojas. En estudios
realizados in vitro, NINOR utiliza el citocromo ¢ como donante de clectrones,
pero atn no ha sido clonado y completamente identificado (Moreau et al., 2010;

Stohr & Stremlau, 2006; Stohr & Ullrich, 2002; Wilson et al., 2008).

NR NiNOR
NOs- / \ » NOz / \ » NO
NADH+H* NAD+ Cytred Cytox

Su actividad depende de una baja presion de Oz y funcionaria junto con una NR
apoplastica unida a una membrana que proporcionaria NO>~ a partir de
NO3™ (Stohr & Stremlau, 2006; Stohr & Ullrich, 2002). Es posible que el sistema
NR:NiNOR unido a la membrana plasmatica esté involucrado en la deteccion de
la disponibilidad de nitratos en el suelo (Meyer & Stohr, 2002). Ademas,
recientemente se han descrito evidencias de que NiNOR interviene en la
produccion de *NO durante la interaccion raiz-hongos micorrizicos (Moche et al.,

2010).

Oxido nitrico sintasa (NOS)

La primera NOS del reino vegetal se identificé en Ostreococcus tauri, un alga
verde. Esta enzima presenta homologia de secuencia con la NOS humana, y
contiene sitios de unién para FAD, FMN (flavin mononucleotido) y CaM
(calmodulina), asi como para L-arg, ademads de un sitio de uniéon a NADPH. Esta

enzima produce *NO a partir de L-arg, de manera similar a las NOS animales,

49



50

habiéndose demostrado su papel en la respuesta al estrés en O. tauri (Foresi et al.,

2010).

Mediante analisis genémicos en mas de 1300 plantas, se han identificado las
secuencias que contienen las caracteristicas de NOS en animales y los sitios de
union de los cofactores. Sin embargo, no se han encontrado homdlogos de la
secuencia de NOS en ninguno de los més de 1000 transcriptomas de plantas
terrestres estudiados (Jeandroz et al., 2016). Estos resultados, junto con su falta de
purificacion, indican que las NOS canodnicas probablemente no existan en
embridfitos, habiéndose perdido en las plantas terrestres (Jeandroz et al., 2016;

Santolini et al., 2017).

La ausencia de NOS canoénico 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 produccion 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 maiz, guisantes, tabaco y altramuz (Astier et al., 2018).
Sin embargo, estos resultados han sido cuestionados por la metodologia que fue
empleada, similar en todos los casos. Posteriormente, esta actividad se confirmé
en plantas utilizando otras técnicas que miden directamente la produccion de *NO
(Astier et al., 2018). Se concluy6 que esta actividad depende de la presencia de
arginina y NADPH, y de varios cofactores de NOS. Se ha propuesto su
localizacién en los cloroplastos o en los peroxisomas, pero ain no se ha obtenido
una informacion clara con respecto a la actividad enzimatica. Mas importante atn,
aun quedan por identificar las enzimas correspondientes (Barroso et al., 1999;

Corpas & Barroso, 2014a; Jasid et al., 20006).

NOS
» ‘NO

Arg / \

Citrulina



e S-Nitrosoglutation reductasa (GSNOR)

Se trata de una enzima alcohol deshidrogenasa de tipo III, conservada en
procariotas y eucariotas. Es la encargada de promover la movilizacion del *NO.
Cataliza la reduccion dependiente de NADH de GSNO a GSSG y NHj3, 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 Optimas de crecimiento (Kubienova 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 fisiologicas (Giles & Jacob, 2002). Estas RSS se producen
también en condiciones de estrés oxidativo e interaccionan con proteinas celulares,
provocando que la fisiologia celular se vea alterada (Gruhlke, 2019). Se consideran
especies reactivas de segunda generacion ya que mediante la interaccion con ROS los

atomos de azufre unidos a moléculas celulares se oxidan.

Hay una gran variedad de estados de oxidacion 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=0) y no radicales como el tiol (R-
SH). A partir del mismo se forman diversas RSS como tiolato (R=S-), acido sulfénico (R-
S-OH), acido sulfinico (RSO(OH)) y 4cido sulfoénico (H-S(=0).-OH) conteniendo todos
ellos un tnico atomo de azufre. Por el contrario, contienen dos atomos de azufre el
disulfuro (S»2%), el tiosulfinato (RS(=0)-SR) o disulfuro-S-monoxido, el tiosulfonato (R-
S0,-SR) o disulfuro-S-didxido, el disulfuro-trioxido (R-SO2(0=)-SR) y la disulfona (R-
SO> SO>R) (Gruhlke, 2019).

En células que no estan en condiciones de estrés, la mayoria 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 (mas) oxidado (Gruhlke, 2019). Las RSS pueden ser
generadas desde el sulfuro de hidrogeno (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
H>S esta involucrado en procesos fisiologicos, como la germinacion de semillas,
crecimiento, organogénesis, conductancia estomatica y senescencia. Ademas, es posible
su aplicacion exogena, favoreciendo procesos metabolicos y antioxidantes en plantas
sometidas a estrés (Hancock, 2019; Huang et al., 2021b; Liu et al., 2024). Esta molécula
interacciona con las fitohormonas; auxinas, dcido abcisico, etileno, giberelinas, etc.,
participando en transduccion de sefiales de moléculas como el *NO, CO, H20», etc. (Arif

etal., 2021).
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Figura 15. Estados de oxidacion del azufre de las RSS mas relevantes (Lau & Pluth, 2019).
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1.2.3.2. Biosintesis de H>S

La biosintesis de H2S en la planta ocurre por la via de asimilacion de sulfato (SO4%). La
principal forma de obtener azufre por las plantas es mediante la absorcion de SO4> del
suelo a través de las raices, aunque también pueden absorber H»S atmosférico a través de
las hojas (Liu et al., 2021; Saito, 2004). Una vez en el interior de la planta, el SO4* puede
ser almacenado en las vacuolas de las células de las raices y hojas, o bien ser asimilado
en el cloroplasto. La cantidad de SO4> que se almacena o se asimila est4 controlada por
las concentraciones de cisteina y GSH (Bolchi et al., 1999). En la figura 16 se muestra la
absorcion del SO4> y su utilizacién en la célula vegetal hasta la formacion de H»S,

indicando la compartimentalizacion.
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Figura 16: Esquema de la absorcion de SO4? y HaS procedente del suelo y la atmosfera, y la biosintesis de

H>S por parte de la planta (Liu et al., 2021)
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El SO4* se activa mediante la ATP-sulfurilasa (ATPS; EC 2.7.7.4), obteniéndose

adenosina 5 -fosfato (APS). Posteriormente se reduce a SO3> gracias a la actividad de la

APS-reductasa (APR; EC 1.8.99.2) con GSH como molécula reductora (Figura 17). A

partir del SO3* se puede obtener HS por diferentes sistemas enzimaticos.
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Sulfito reductasa (SiR; EC 1.8.7.1)

Es una hemoproteina 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). Solo 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 peptidica estd muy conservada entre todas las
plantas (Bermudez, 2011). Se encuentra en el interior de los cloroplastos (Li et

al., 2024; Nakayama et al., 2000).

Cataliza la reduccion de SO3* para dar lugar a H,S, mediante la transferencia de
6 electrones procedentes de la Fd. En raices, el donador de electrones es el
NADPH, puesto que la fuente principal de Fd es la fotosintesis (Leustek et al.,
2000; Nakayama et al., 2000).

SiR
S03? 7~ » HS

Fdred F dox

O-acetilserin(tiol)liasa (OASTL; EC 2.5.1.47)

Esta enzima también conocida como cisteina sintasa (CS; EC 4.2.99.8), aunque
esta nomenclatura esta practicamente en desuso. Es un homodimero de 60-70 KDa
que requiere piridoxal 5’-fosfato (PLP) como cofactor para su actividad catalitica
(Saito, 2004). Las proteinas de esta familia poseen dominios conservados,
involucrados en la union al PLP, en la unién al sustrato O-acetil serina (OAS), en

la incorporacion del HoS y en la interaccion con serina acetil transferasa (SAT).



Las isoformas OASTL mayoritarias son OAS-A1, OAS-B y OAS-C, implicadas
en la biosintesis de cisteina a partir de OAS y H>S (Bonner et al., 2005). Se
encuentran en el citosol, cloroplastos, y mitocondrias. Recientes estudios indican
que, aunque su funcidn principal es la sintesis de L-cys, a partir de H,S, también

puede catalizar la reaccion inversa (Arif et al., 2021; Li et al., 2024).

H2S L-Cys
OASTL
0AS Acetato

B-Cianoalanina sintasa (CAS-C1; EC 4.4.1.9)

Se localiza en las mitocondrias y se caracteriza por poseer actividad f-
cianoalanina sintasa (CAS) (Hatzfeld et al., 2000; Li et al., 2024; Yamaguchi et
al., 2000). Cataliza la conversion de cisteina (L-cys) y cianuro (CN), que es un
inhibidor de la respiracion mitocondrial, en H>S y [-cianoalanina. El H»S
producido en esta reaccion es utilizado como sustrato para la formacion de cisteina
por la OAS-C en mitocondrias. Asi, 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
reaccion se forma H»S, que cierra el ciclo incorpordndose a la ruta de sintesis de

cisteina por OAS-C (Alvarez, etal., 2012c; Arif et al., 2021).

R-Cianoalanina CN-

CAS-C1

H2S L-Cys
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Cluster de proteinas nitrogenasas Fe-S (NifS-like proteins)

Es un grupo de proteinas con actividad cisteina desulfurasa. Catalizan la
conversion de cisteina en alanina (ala), y Hz2S, empleando PLP como cofactor
(Zheng et al., 1993). Se encuentran en mitocondrias, cloroplastos y citosol.
Proporcionan azufre para la biosintesis de las agrupaciones sulfo-férricas de
algunas proteinas y para la formacion de biotina, tiamina y el cofactor de
molibdeno (Heidenreich et al., 2005; Kushnir et al., 2001; Leon et al., 2002;
Pilon-Smits et al., 2002).

H2S L-Cys
NifS

Ala

L-cisteina desulthidrasa (L-DES; EC 4.4.1.1)

DESI es una L-DES localizada en el citosol. Cataliza la desulfuracion de la
cisteina, liberando H»S, piruvato (pyr) y NH4* (Alvarez et al., 2010). Se ha
demostrado que es esencial para mantener la homeostasis de cisteina, asi como
para modular la concentracion de HoS en el citosol, importante en procesos de
sefializacion celular (Alvarez, et al., 2012a, 2012b; Romero et al., 2013). La
accion coordinada de OAS-A1 y DES1 en el citosol es esencial para mantener una
baja concentracion de cisteina en la célula, ya que a elevadas concentraciones

puede ser toxica, debido a su alto poder reductor (Romero et al., 2014).

NH4*
Pyr H20
DES1
H2S L-Cys

En condiciones alcalinas en el estroma del cloroplasto, las plantas transportan

espontaneamente HS™ (una forma disociada de H»S) al citoplasma (citosol). Con



PLP como cofactor, la L/D-cisteina es catalizada por la L/D-DES para producir
piruvato, NH4" y HsS en el citoplasma, los cloroplastos y las mitocondrias (Yang

et al., 2022).

D-cisteina desulfthidrasa (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 fisiologicas. Esta codificada por el gen DCD1
que aumenta su expresion y, en consecuencia, incrementa el contenido de H»S, al
sufrir estrés por metales pesados y salinidad (da-Silva et al.,, 2018). La
degradacion de la cisteina en diferentes compartimentos subcelulares requiere la
participacion de PLP, que produce H>S, NH4" y piruvato en una proporcion de
1:1:1. El papel fisidlogico de la D-cys y de la actividad D-DES estan todavia por
clarificar (Papenbrock et al., 2007).

H2S D-Cys
D-DES
NH4* H-0
Pyr

Anhidrasa carbdnica (CA; EC 4.2.1.1)

Cataliza la hidrolisis de sulfuro de carbonilo (COS) para producir CO2 y H>S. Las
plantas absorben COS del aire y logran un uso eficiente de la asimilacion de azufre
a través de CA, que también puede ser una fuente de HoS enddgeno en la planta

(Bloem et al., 2011; Li et al., 2024; Yamasaki & Cohen, 2016).

CA

COS ﬁ HzS

H20 CO,

57



R-Ciano

COS alanina  CN-

}_« CAS-C1
Hz0 CAS-C1

c;y Nifs H.S  L-Cys
Co. L-DES (DES1) Ala

/\ }\ Nifs
ATPS SiR HS LGy

7T> APS 7-T> S032- w HS L-Cys NHg

PPi  2GSH GSSG Fdea  Fdox OASTL Br .0
}_« L-DES
NH,- (DES1)

o
Pyr Q“’ Acetato HS  L-Cys

D-C
ys k A.CoA

Figura 17: Enzimas implicadas en la formacion del sulfuro de hidrégeno (H2S). La enzima ATP sulfurilasa

(ATPS) activa el i6n sulfato (SO4%) absorbido por las raices, dando lugar a adenosina 5’-fosfosulfato (APS),
con consumo de ATP, y liberacion de PPi. La enzima APS-reductasa (APR) emplea GSH para reducir el
APS a sulfito (SO3%), que a su vez es reducido a H2S por la sulfito reductasa (SiR), gracias a la ferredoxina
(Fd). La D-cisteina desulthidrasa (D-DES) cataliza la sintesis de H>S a partir de la hidrdlisis de D-cisteina
(D-cys), amonio (NH4") y piruvato (pyr). La anhidrasa carbonica (CA) cataliza la hidrolisis del sulfuro de
carbonilo (COS), produciendo H»S, y liberando CO». La enzima serina acetil transferasa (SAT) consume
Acetil coenzima A (A. CoA), para catalizar la conversion de serina (ser) en CoA, y O-Acetil serina (OAS),
que, junto con el HaS, serd empleado por la O-Acetil serina(tiol)liasa (OASTL), liberando acetato y L-
cisteina (L-cys). La OASTL puede catalizar también la sintesis de HoS a partir de L-cys. Esa L-cys sera
utilizada por la B-cianoalanina sintasa (CAS-C1), cluster de proteinas nitrogenasas Fe-S (Nifs), y L-cisteina
desulthidrasa (L-DES) para producir H2S. La enzima CAS-C1 emplea L-cys y cianuro (CN") para producir
B-cianoalanina y H2S. Las Nifs transforman la L-cys en Ala, liberando como producto de reaccion H2S. Por

ultimo, la L-DES, provoca la desulfuracion de la L-cys, mediante hidrolisis, produciendo H2S, NH4" y pyr.

1.2.4. Interaccion entre ROS, RNS y RSS en el estrés por metales y metaloides

Las plantas han desarrollado estrategias inicas para responder al estrés abiotico mediante
adaptacion de sus sistemas metabdlicos con el objetivo de mantener la homeostasis
celular (Apel & Hirt, 2004; Gill & Tuteja, 2010). Como consecuencia, diversos estreses
ambientales activan vias de sefalizacion 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 acumulacion excesiva de ROS bajo varias condiciones de estrés abidtico y

puede provocar dafio 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
sulfonilacién, carbonilacion, glutationilacion y nitrosacion (Choudhury et al., 2017). La
sulfonilacién, uno de los principales mecanismos que regula la actividad de muchas
enzimas y factores de transcripcion (TF) en las plantas, es la oxidacién de los grupos
sulthidrilo. Esta oxidacion es inducida principalmente por H>Oz, que genera acido
sulfénico (R-SOH) que puede conducir a la formacion de enlaces disulfuro (S—S) entre
los residuos de cisteina que, a su vez, derivan en cambios conformacionales que alteran
la actividad proteina/enzima. La "recuperacion" de una proteina de este estado oxidado
estd 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 acido sulfénico son altamente reactivas y pueden
formar enlaces covalentes con tioles de bajo peso molecular, como el GSH que da lugar
a la S-glutationilacion. Esta modificacion puede actuar como un regulador redox de las
cascadas de transduccion de sefiales y las vias metabolicas (Fratelli et al., 2004). La S-
glutationilacion puede ser de importancia fisioldogica para amortiguar el sistema
GSSG/GSH, ademas de tener funciones reguladoras (Schafer & Buettner, 2001;
Simplicio et al., 1998). La carbonilacion es la oxidacion de residuos, como arg, histidina
(his), lisina (lys), prolina (pro) y treonina (Thr), y es otra forma de oxidacion de proteinas.
La carbonilacion de proteinas también puede estar mediada por reacciones indirectas de
productos de lipoperoxidacion, productos directos de ROS (Tola et al., 2021). La S-
nitrosilacion, la union covalente de *NO a los grupos tiol de cisteina, es otra modificacion
postraduccional que puede regular la funcioén de algunas proteinas durante el estrés. La
S-nitrosilacion también induce cambios en algunos TF, que afectan su union al DNA, asi
como también inactivan la RBOH (Tavares et al., 2014; Yun et al., 2011). Las ROS
también pueden actuar como moléculas sefializadoras, las cuales pueden interaccionar
con otras vias de senalizacion, afectando varios procesos fisiologicos de la planta (Mittler

et al., 2004; Tola et al., 2021).

El desequilibrio bajo condiciones adversas en la produccion y eliminacion 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 transduccion
de la sefial durante procesos fisiologicos y celulares fundamentales (Blokhina &

Fagerstedt, 2010). La relacion entre ROS y RNS es muy estrecha, lo que hace pensar en
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la produccion de un estrés nitro-oxidativo méas que en un estrés oxidativo o un
estrés nitrosativo (Corpas & Barroso, 2013). Recientemente, Kohli et al., (2019) han
propuesto un modelo de interaccion entre el H2Oz y el *NO en plantas. Ademas de la
formacién de ONOO™, el *“NO acttia 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 expresion de genes de
defensa implicados en la eliminaciéon de ROS, y restableciendo el equilibrio redox
(Correa-Aragunde et al., 2015; Qiao et al., 2014; Rizwan et al., 2018). Ademas, el
aumento de la produccion de ROS y RNS y su interaccion podrian actuar sobre los
sistemas antioxidantes implicados en la respuesta a los metales pesados, potenciando su
actividad y la expresion de genes implicados en estos sistemas de defensa antioxidante

(Sahay & Gupta, 2017).
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Figura 18: Interaccion entre ROS y RNS en respuesta a estreses bidticos y abiodticos en células vegetales,

que podrian tener asociado un extreés nitro-oxidativo (Corpas & Barroso, 2013).

En cuanto a la interaccion RNS y RSS, aunque el *NO es un radical libre y el HzS es un
acido débil, ambas son moléculas lipofilicas que pueden difundir a través de las
membranas celulares y reaccionar con los grupos tiol (-SH). Debido a esto, pueden
provocar nitrosacion y persulfidacion de residuos cisteina de las proteinas. Este proceso
depende de reaccion previa con H>O» (Figuras 18 y 19). Se considera que el grupo tiol de
los residuos de cisteina son interruptores redox que no solo regulan las enzimas
susceptibles, sino que también son sensores bioldgicos efectivos del estado nitrooxidativo

celular (Klomsiri et al., 2011; Spadaro et al., 2010).
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Los residuos cisteina de las proteinas contienen grupos tiol (-SH) que pueden ser
modificados por la unién covalente de *NO dando lugar a la nitrosacion de proteinas
(Figura 20). Esta unién depende de factores como la presencia de metales pesados y
grupos tiol y AsA. Este proceso de nitrosilacion afecta a la funcionalidad de las proteinas
(Begara-Morales et al., 2014, 2015; Corpas et al., 2019b). En el caso de la persulfidacion
de proteinas la reaccién se produce con el H»S, formandose cys-SSH. Las enzimas
antioxidantes son dianas de estas reacciones, habiéndose observado como la actividad de
la APX se ve activada por la nitrosilacion y persulfidacion, mientras que, por el contrario,
la CAT es inhibida por estas modificaciones (Begara-Morales et al., 2014; Yang et al.,
2015), 1o que evidencia el control del sistema antioxidante por RNS y RSS. Evidenciando
de esta forma la actuacion de RNS y RSS para aumentar la capacidad de tolerancia al
estrés en la planta. También a otras enzimas como la RBOH, la S-nitrosoglutation
reductasa (GSNOR) y la L-DES sufren estas modificaciones (Figura 21) (Corpas et al.,
2023).

7
SH —x»HZS
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S-S —>®‘ S-SH<
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\@

Figura 19: Participacion del H2O:z en la persulfidacion inducida por HaS bajo estrés oxidativo. (A) El H2S
no puede reducir directamente los residuos de cisteina (-SH); logra la persulfidacion reaccionando
directamente con los enlaces disulfuro (-S-S) de la cisteina. (B) El estrés oxidativo induce la produccion de
H>02, que a su vez oxida a -SH, a -SOH, y el H2S puede reaccionar directamente con -SOH para sufrir
perfulfatacion. Sin embargo, un aumento sostenido en la concentracion de H20z continuara oxidando -SOH
a -SO2H (sulfenilacion), e incluso provocara una mayor oxidacion irreversible a -SOsH (sulfonacion)

(Modificado de Liu et al., 2024).
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Figura 20: Esquema de modificaciones postraduccionales (PTMs) mediadas por *NO, de proteinas
involucradas en vias de sefializacion, y algunos ejemplos de objetivos identificados en células vegetales

(Prakash et al., 2019).

El estado de oxidacion de las proteinas es crucial para su funcionalidad. Asi, un
incremento en ROS/RNS hace que el estado de oxidacion de los S de las cisteinas cambie
desde la forma tiol (-2) hasta la forma &cido sulfonico (+4), pasando previamente por la
forma de 4cido sulfénico (0), pasando de un estado reversibe a irreversible (Corpas et al.,
2019a) (Figura 21). La interaccion entre *NO y O»*~ produciendo ONOO™ también actua
modulando la actividad de proteinas mediante la nitracion (Corpas et al., 2021; Prakash
et al., 2019) (Figura 20). Estas alteraciones en el estado de oxidacion, funcionalidad, de
las proteinas evidencia la interaccion entre ROS, RNS y RSS. La interaccion entre estos
tres grupos de radicales libres parece ser clave en los procesos de resistencia a los estreses,
por lo que su comprension puede ayudar a un mejor manejo de estos procesos en plantas.
Si bien es cierto que la interconexion 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 podria contrarrestar directamente la capacidad
oxidante de *"NO y O*", la accion antioxidante directa del H2S en condiciones fisiologicas
no parece particularmente relevante. Esto se deriva de la volatilidad y reactividad del H,S,
lo que lo convierte en una especie quimica de vida corta en las células, con HS" y otras
RSS mas abundantes. Por lo tanto, la accion antioxidante del H»S 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 oxidacion del S en proteinas. En condiciones normales de aumento de
contenido de ROS/RNS, los estados de oxidacion del S en los residuos de cisteina pueden cambiar de tiol
(-2) a 4cido sulfonico (+4). Este proceso es reversible hasta el acido sulfénico (0), pero si el contenido de
ROS/RNS continua aumentando, provocando una mayor oxidacion, 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 sefializacion *NO, O2* y HoS (Zhou et al., 2022).
De esta manera, el H>O; induce la sintesis de *NO que, en a su vez, causa la del H>S. En
A. thaliana tratadas con H>O; se observa como 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 H»O», reduciendo asi el riesgo de dafio oxidativo (Wu et al., 2015). Se ha
demostrado cémo el aumento del H>S enddgeno mediante la aplicacion de NaHS aumenta
la actividad y la expresion génica de la CAT, SOD y POX, reduciendo el dafio oxidativo
inducido por el estrés osmético (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 accion interactiva de ROS, RNS y RSS (RONSS) en las respuestas
de las plantas durante eventos de desarrollo o desafios ambientales que inducen estrés (Medrano-Macias et
al., 2022).

El H»S afecta a la produccion, la percepcion y la sefializacion de ROS y RNS (Hancock
& Whiteman, 2016), ademds 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 relacion de GSH respecto a GSSG es critica para la eliminacion 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 sefializacion de H2O: en las células (Hancock &
Whiteman, 2016). El GSH influye en la actividad de las proteinas a través de la S-
glutationacion con grupos de tiol (Hancock & Whiteman, 2016; Sun et al., 2013). Los
H>S también influyen en los niveles de AsA que nuevamente participan activamente en
la eliminacion de ROS y, por lo tanto, se considera un protector a niveles bajos (Shan et

al., 2011).

Ademas, las ROS y RNS también se ven directamente afectados por H2S. Las especies
de *NO y O:* producen ONOO~, que genera nuevas sefiales en las células cuando
reaccionan con H,S (Carballal et al., 2011). El H,S tiene la capacidad de reaccionar con
los HO’, H2O; para producir varios intermediarios, lo que reduce los niveles de ROS

(Barroso et al., 2006; Li & Lancaster, 2013). Hay evidencias que demuestran como el

64



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 abidtico, mediante la conversion de GSNO
a GSSG y NHjs, reduciéndose el GSSG a GSH (Barroso et al., 2006; Lee et al., 2008;
Leterrier et al., 2012). La formacién de GSH permite un mas eficaz funcionamiento del

ciclo de AsA-GSH (Fatma et al., 2016).

La mayor acumulaciéon de GSH inducida por HaS 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 H>S aumenta la produccion de *NO, que posteriormente regula
la retroalimentacion de la biosintesis de H,S (Figura 23). El aumento de ROS puede
desencadenar la acumulacion de H>S y *NO, lo que puede inducir la actividad de las
enzimas implicadas en su sintesis. Tanto el H2S como el *NO podrian reducir el estrés
oxidativo al inhibir la produccion de ROS, promoviendo las defensas antioxidantes para

eliminar el exceso de ROS e incrementando su produccion (Huang et al., 2021a).
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Figura 23: Interaccion HzS, *NO, y ROS en su metabolismo, y la respuesta al dafo oxidativo. El aumento
de las ROS en respuesta al estrés podria desencadenar la acumulacion de HoS y *NO al promover la
actividad de las enzimas implicadas en su biosintesis. Tanto el H2S como el *NO, ademas de promover
mutuamente su produccion, podrian reducir el estrés oxidativo al inhibir la produccioén de ROS, activando

las defensas antioxidantes para eliminar el exceso de ROS (Huang et al., 2021b).
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La interaccion entre ROS, *NO y H,S se ha demostrado en diferentes plantas y ante
diferentes estreses (Huang et al., 2021b; Liu et al., 2021). Asi, la interaccion entre el HoS
y el *NO en respuesta al estrés por metales pesados (Jia et al., 2020; Li et al., 2012) permite
la eliminacion eficaz de ROS, con restablecimiento del equilibrio redox. Se ha
demostrado como el HoS tiene un efecto estimulante de la respuesta del sistema
antioxidante (Kushwaha & Singh, 2020b) y sobre la expresion génica de sus componentes
(Pandey & Gautam, 2020). Ademads, esta interaccion puede modificar las proteinas
mediante persulfidacion y S-nitrosacion (Luo et al., 2020), alterando su actividad. Juntos,
el *NO y el H»S controlan los componentes del ciclo AsSA-GSH y los niveles de ROS,
especialmente de H»O, (Da Silva et al., 2017). La relaciéon entre HoS y GSH es
especialmente importante (Keyster et al., 2020). E1 GSH muestra una gran afinidad para
unirse a metales pesados y metaloides, ademas 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 interaccion entre H>S y GSH reduce la produccion de ROS a

través de la induccion 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. Ilycopersicum es recurrentemente
empleada como planta modelo en gran cantidad de estudios fisioldgicos, bioquimicos y
moleculares. D. viscosa ha sido estudiada por su gran capacidad de absorcién y

acumulacion de metales pesados y metaloides.

El tomate pertenece a la familia Solanaceae. Es una planta herbécea, originaria de la
region Andina (Peralta & Spooner, 2006). Su domesticacion comenzd antes de ser
introducida en Europa en el siglo XV, intensificandose los siglos posteriores (Bai &
Lindhout, 2007). En la actualidad, segtn la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), es la segunda hortaliza mas cultivada en el mundo,

por lo que es una especie de cultivo de gran interés agroeconomico.
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El sistema radicular es robusto, con una longitud de 1,2 a 1,8 m, raiz pivotante y muchas
raices secundarias y adventicias. Los tallos son ligeramente angulosos, semilefiosos, de
grosor mediano (= 4 cm en la base) y con tricomas simples y glandulares. Sobre ellos se
disponen hojas de tamafio medio a grande (10 a 50 cm), alternas, pecioladas,
imparipinnadas con 7-9 foliolos divididos y con numerosos tricomas simples y
glandulares (Esquinas Alcdzar & Nuez Vifials, 1995). En los tallos, usualmente cada tres
hojas, mas 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

caracteristica puede variar entre las distintas variedades.

Las flores son hipoginas y regulares, con 5 o mas sépalos verdes que siguen creciendo
una vez cuajado el fruto, y con 5 o més 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 esta formado por dos o mas carpelos. En el momento de antesis,
el polen de las anteras pasa al estigma y mediante el proceso de autofecundacion lleva a
la fertilizacion de los 6vulos y a la formacion de semillas. Desde la polinizacion hasta la

maduracion transcurren entre 6-10 semanas.

El interés econdémico y la expansion del cultivo del tomate deriva tanto por las
caracteristicas organolépticas, como de las propiedades nutritivas que presenta su fruto,
rico en vitaminas y antioxidantes como licopeno, -caroteno y acido ascorbico (Rosales

et al., 2006).

La planta de tomate ha sido utilizada como planta de experimentacion en numerosos
estudios relativos a respuesta a estreses, tanto bidticos como abioticos, siendo también
utilizada en estudios de maduracion. Pero, ademas, el tomate presenta una serie de
caracteristicas que la hacen una planta “modelo” para la realizacion de estudios
fisioldgicos y moleculares. Entre estas caracteristicas se encuentra la relativa facilidad
con que puede ser transformado con Agrobacterium tumefaciens (Cortina & Culiafiez-
Macia, 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 pequefio (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 nanofaneréfita (Conesa et al., 2011) que pertenece a la familia
Asteraceae (=Compositae), siendo cominmente llamada “Olivarda”. Es una planta
robusta, perenne, de base lefiosa, glandulosa-pegajosa, y de olor fuerte, alcanzando hasta

1,5 m de altura.

Las raices pueden ser bastante grandes, incluso en plantas pequefias, y la relacion entre la
biomasa subterranea y aérea es de 0,24 (Stavrianakou et al., 2006). Presenta tallos
erguidos, con bifurcacion que comienza en la parte baja del tallo. Las ramas son
numerosas, extendidas y con angulos 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 tamafio promedio de
7 x 1,8 cm y el grosor de 197 pm (Stavrianakou et al., 2006). Los capitulos florales son
amarillos, numerosos y estdn agrupados en un racimo compuesto, presentando
inflorescencias largas, con corola de 2 cm de didmetro. 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 lengiieta), de color
amarillo. Los capitulos se sitlian 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 Mediterraneo
excepto Chipre. Habita en cunetas, terrenos baldios, 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 antrdpicas invasivas como
la mineria y la industria (Conesa et al., 2011). Se ha descrito como es capaz de colonizar
espontdneamente suelos pobres en nutrientes y contaminados por contaminantes
organicos e inorganicos. 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 como en D. viscosa, en suelos de una zona minera de Sb,
acumula grandes cantidades de este metaloide sin sufrir dafios oxidativos severos.
Presenta un alto factor de transferencia para varios elementos minerales (Conesa et al.,
2011; Nogales & Benitez, 2006), por lo que parece ser apta para la fitoestabilizacion
(Nogales & Benitez, 2006). Por otro lado, Jiménez et al. (2011) indican su potencial uso
como fitoestabilizador en ambientes contaminados para estabilizar las escombreras y
evitar la dispersion de contaminantes por lixiviacion o dispersion 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 parametros fisiologicos 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 fisiologica de S. lycopersicum a la toxicidad de Sb, alteraciones en el
crecimiento, actividad fotosintética y acumulacion de elementos minerales, asi
como la implicacion de las ROS y RNS y del sistema antioxidante en la respuesta

de defensa.
2. Respuesta a nivel molecular de S. /ycopersicum a la toxicidad de Sb, alteraciones
en el patron de expresion de genes implicados en la respuesta antioxidante de

defensa.

3. Evaluacion de D. viscosa como planta bioacumuladora de Sb. Implicacion de

ROS, *NO y H:S, 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 solucién de hipoclorito de
sodio (NaClO) al 10% (40 g L"), se lavan 3 veces con H,O destilada estéril y, se someten
a imbibicion en H>O destilada estéril, con agitacion y aireacion durante 2 h a temperatura
ambiente. Después, las semillas se germinan en recipientes de plastico (30 cm x 20 cm x
10 cm) sobre un sustrato de perlita esterilizada humedecida con solucién nutritiva basal
formado por KNO3 4 mM, Ca(NO3)>-4H>0 3 mM, MgS0Os4-7H>0 2 mM, KH>PO4: 6 mM,
NaH,PO4:2H,0 1 mM, ZnSO4-7H>0 10 uM, MnCl>-4H,0 2 uM, CuSO4-5H>0 0,25
uM, Na;MoO4-2H20 0,1 uM, H3BO; 10 uM y NaFellI-EDTA 20 uM, pH 5,8, a 27 °C,
en oscuridad durante 3 dias/10 dias, para S. lycopersicum y D. viscosa, respectivamente.
Después de la germinacion, las plantulas se cultivan durante 5 dias/10 dias a 27 °C con
85% de humedad relativa (HR%) y bajo iluminacion constante con una intensidad de 350

umol m2 st

Las plantas se cultivan hidroponicamente en la solucién 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 dias/10 dias, en las mismas condiciones
ambientales que las empleadas en la etapa de germinacion (excepto la HR%, que es del
50%). Para los tratamientos, el Sb se afiade en forma de KSb(OH)s: 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, renovandose cada 4 dias. Las plantas son expuestas al

Sb durante 14 dias/17 dias.

Se separan las raices de la parte aérea de cada una de las plantas y se pesan para obtener
el peso fresco (PF), posteriormente se lavan con H>O destilada, se secan sobre papel de
filtro. Parte de este material se seca en una estufa de aire forzado a 70 °C 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 realizacion de los anélisis microscopicos,
bioquimicos y moleculares, algunos de estos andlisis se realizan directamente en fresco,

otros en el material almacenado a -80 °C.
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Figura 24. Sistema de cultivo hidropdnico establecido para el cultivo de plantulas sometidas a diferentes

tratamientos de Sb.

Determinacion del contenido de Sb y otros elementos minerales

Para determinar las concentraciones de Sb y otros elementos minerales en raices y parte
aérea, las muestras como se indica en el apartado anterior, se mantienen en una estufa a
70 °C durante 72 h, triturandose en un mortero ceramico, siendo posteriormente
sometidas a una digestion oxidante dcida con HNO3 (65%) y H202 (30%), en un horno
microondas Start D de alta presion de la marca Milestone. Se utiliza un programa de
digestion en un rango de potencias y temperaturas, con una duracion total de 1h 50 min
(5 min a 500 Wy 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 espectrometria 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 estdndares comerciales
certificados, llevdndose también a cabo controles de deriva para garantizar la fiabilidad

de los analisis.

El factor de bioacumulacion (FB) se calcula a partir de la relacion entre la concentracion
del elemento en las raices o en la parte aérea y la presente en la solucion de cultivo. El
factor de translocacion (FT) se calcula a partir de la relacion entre la concentracion del

elemento en la parte aérea y en las raices.
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Determinacion del contenido hidrico relativo (CHR %)

Para determinar el contenido hidrico 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, determinandose el PF de cada
uno de ellos. Posteriormente se sumergen en H,O 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 °C durante 24 h, pesandose

para obtener el PS. E1 CHR % se calculo:

(PF —PS)

CHR% = +— 2 .
o= PT=PS)

100

Determinacion del area foliar

Se realizan fotografias de todas las hojas de cada una de las plantas con una camara DXM
1200C (Nikon® Corp., Japon). Cada fotografia 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 drea total se calcula utilizando las herramientas de

poligono y medida en todas las hojas de cada planta.

Determinacion del contenido de proteinas, aminoacidos solubles totales y prolina

El material vegetal almacenado a -80 °C (raices y hojas) de los tratamientos control y con
Sb se homogeneiza (0,2 g mL™") en tampén fosfato (PBS) 50 mM, pH 7,0, filtrandose a
través de muselina y centrifugandose a 12360 g durante 15 min. El sobrenadante se utiliza
para los ensayos de cuantificacion de proteinas y aminoacidos solubles. Para la
determinacion de proteinas se utiliza el método de Bradford (1976) expresandose los
resultados como mg g! PF frente a una curva estandar de seroalbiimina bovina. Para la
determinacion de aminoacidos se utiliza el método de Yemm et al. (1955) con el reactivo
de ninhidrina y los resultados se expresan en mg g! PF frente a una curva patron de

glicina.
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El contenido de prolina se determina segun el método de Bates et al. (1973). Se
homogenizan 0,5 g/1,0 g de raices/hojas en 2,5 mL de 4cido sulfosalicilico al 3%, se
filtran y centrifugan a 10000 g durante 10 min, posteriormente, 500 pL del sobrenadante
se afiaden a una mezcla de los mismos volumenes de &cido acético glacial y ninhidrina.
La mezcla resultante se incuba a 100 °C durante 1 h, colocandose después en hielo para
detener la reaccion. A cada tubo de reaccién se le afiaden 1,5 mL de tolueno, agitandose
durante 20 s y, tras 5 min de reposo, se mide la Aszo, expresandose el resultado como pg

de prolina g'! PF.

Determinacion 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 Agss, Aess Yy A4z0. Los
contenidos totales de clorofila y carotenoides se calculan de acuerdo con Wellburn

(1994), expresandose como pg g PF.

La determinacion de los parametros 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 minima
(Fo), la fluorescencia maxima (Fum) y la eficiencia fotosintética méxima (Fv/Fum) con un
fluorémetro portatil (Chlorophyll Fluorometer, OS-30p, Opti-Sciences). Se calculan
también la fluorescencia variable (Fv) y las constantes de velocidad de desactivacion

fotoquimica y no fotoquimica de las moléculas excitadas de clorofila (Fv/Fo).

Determinacion de la peroxidacion lipidica, produccion de O: y contenido de H,O>,
‘NO vy H2S

La peroxidacion de los lipidos de membrana se determina espectrofotométricamente a
partir de la formacion de malondialdehido (MDA) formado a partir de &acido 2-

tiobarbitarico (TBA). Para ello, se homogenizan raices/hojas (almacenadas a -80 °C) en
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TBA 0,25% y éacido tricloroacético (TCA) 10%, se incuban a 95 °C durante 30 min,
filtrandose y centrifugandose a 8800 g durante 10 min. La cantidad de MDA se determina
a partir de As3—Aeoo (€ = 155 mM! cm!), expresandose el resultado como pmol MDA

¢! PF (Fu & Huang, 2001)

La produccion de O2™ se cuantifica a partir de la formacion de adrenocromo. Se
homogenizan raices y hojas almacenadas a -80 °C, (0,5 g mL") a 4 °C en 1 mL de PBS
50 mM (pH 6,0), EDTA 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,5 mM, B-
mercaptoetanol 1 mM, polivinil polipirrolidona (PVPP) al 1%. El homogeneizado se filtra
y centrifuga a 39000 g durante 30 min a 4 °C, utilizandose el sobrenadante. La produccion
de Oy se mide a partir de la oxidacion de epinefrina a adrenocromo a Asgo (€ = 4,02 mM-
P'em!) en un medio de reaccion que contiene epinefrina 1 mM, tampon acetato 25 mM

(pH 5,0) y el extracto enzimatico (Garrido et al., 2012; Misra & Fridovich, 1972).

El contenido de H>O, se determina de acuerdo con (Alexieva et al., 2001). Se
homogenizan raices/hojas frescas (0,5 g) en frio con 5 mL de TCA al 0,1% (p:v). El
homogeneizado se centrifuga a 12000 g durante 15 min a 4 °C. Se afiaden 500 puL del
sobrenadante a 500 pL. de PBS 10 mM (pH 7,0) y 1 mL de KI 1 M. Se determina la A3z

y el contenido de H»O; se calcula a partir de una curva estandar.

El *NO se determina de acuerdo con el método descrito por Zhou et al. (2005). Asi, se
homogenizan raices/hojas frescas (0,5 g) en 3 mL de tampon de acido acético glacial 50
mM (pH 3,6) que contiene acetato de zinc al 4%. El homogeneizado se centrifuga durante
15 mina 11500 gy 4 °C, y el sobrenadante se toma y se neutraliza afiadiendo 100 mg de
carbon vegetal. Después de agitar y filtrar, el filtrado se lixivia y recoge, mezclandose 1
mL con 1 mL de reactivo de Griess. Tras incubr la mezcla 30 min, se mide la absorbancia
a Asso. El contenido de *NO se estima a partir de una curva de calibracion de nitrito de

sodio como estandar, expresandose el contenido en nmol g'! PF.

Para la determinacion del contenido de H»S, raices/hojas frecas (1 g) se trituran en
nitrogeno liquido, extrayéndose con 1 mL de PBS 50 mM (pH 6,8), EDTA 0,1 M y acido
ascorbico 0,2 M, centrifugandose a 14000 g, 15 min a 4 °C. Posteriormente, se mezclan
400 pL del sobrenadante en 200 pL. de acetato de zinc al 1% y 200 uL. de HC1 1 N, y se

incuba 30 min. Después se afiaden a 100 pL de dimetil-p-fenilendiamina 5 mM disueltos
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en HCl 7 mM y 100 pL de sulfato férrico de amonio 50 mM en HCI 200 mM. Tras 15
min de incubacion a temperatura ambiente, se mide Ag70 (Zhang et al., 2008). El
contenido de HaS se calcula a partir de la curva patrén de NaxS y se expresa como nmol

g'! PF.

Determinacion de actividades enzimaticas

La mayor parte de las actividades enzimdticas (SOD, POX, CA-POX, APX, DHAR, GR
y GSNOR) se realizan en un extracto realizado homogeneizando raices u hojas
almacenadas a -80 °C (0,5 g mL!) a 4 °C en PBS 50 mM (pH 6,0), PMSF 0,5 mM, B-
mercaptoetanol 1 mM, PVPP al 1%. El homogeneizado se filtra y centrifuga a 39000 g
durante 30 min a 4 °C, el sobrenadante se utiliza para los ensayos enzimaticos. Para la
determinacion de la actividad MDHAR, el material almacenado a -80 °C se homogeneiza
a4°CenPBS (0,5 gmL") 50 mM (pH 7,8) y PVPP al 2%, filtrandose y centrifugandose
a 20000 g durante 15 min a 4 °C, finamente el sobrenadante se utiliza para las medidas
de actividad. La actividad GST se determina en un homogenizado de material fresco en
un tampoén Tris-HCI 250 mM (pH 7,8) (0,15 g mL-1 y 0,5 ¢ mL"! para hojas y raices,
respectivamente), se filtra y y centrifuga a 39000 g durante 30 min a 4 °C, el sobrenadante
se utiliza para el ensayo enzimadtico. La actividad L-DES se determina en un extracto
enzimatico obtenido a partir de 1 g de raices/hojas (almacenadas a -80 °C) molidas en un
mortero con nitrogeno liquido y se homogeneiza en 1 mL de Tris-HC1 20 mM (pH 8,0),
centrifugandose a 15000 g durante 15 min a 4 °C. Para la actividad polifenoloxidasa
(PPO; EC 1.14.18.1), se obtiene un extracto enzimatico del material vegetal almacenado
a -80 °C (0,2 g) que se homogeniza a 4 °C en 1 mL de PBS 50 mM (pH 6,5) y 1% de
PVPP, filtrandose y centrifugandose a 20000 g durante 130 min a 4 °C, y el sobrenadante
obtenido se utiliza para medir esta actividad. El contenido de proteinas 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 uM, metionina 13 mM vy tetrazolio 4-nitro azul (NBT) 63 uM y
el extracto enzimatico (Beauchamp & Fridovich, 1971), La actividad se cuantifica
mediante el porcentaje de inhibicion de la reduccion del NBT (Aseo) por la presencia de

SOD, expresandose el resultado como U SOD min! mg! proteina, definiéndose una
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unidad de SOD como la cantidad de enzima necesaria para provocar un 50% de inhibicién

de la reaccion.

La actividad POX se determina midiendo los cambios de Asoo (¢ = 47,6 mM-1cm™) (Ngo
& Lenhoff, 1980) en un medio que contiene acido 3-dimetilaminobenzoico (DMAB) 3,3
mM, 3-metil- 2-benzotiazolinona hidrazona clorhidrato (MBTH) 66,6 uM en PBS 50 mM
(pH 6,0) y el extracto enzimatico, y expresado como nmol DMAB-MBTH min! mg'!

proteina.

La actividad coniferil-alcohol peroxidasa (CA-POX) se determina midiendo la
disminucién de Azes en un medio de reaccion compuesto por CA 0,1 mM en tampdn
acetato 25 mM (pH 5,0) (¢ = 7,5 mM! cm™) y el extracto enzimatico. Una unidad de CA-
POX se define como la cantidad de enzima necesaria para provocar la oxidacion de 1

nmol de CA min™' a 25 °C, pH 5,0. (Kotaniemi et al., 2005)

La actividad APX se determina siguiendo la disminucién de Az durante 3 min (g = 2,8
mM! cm™) en PBS 0,1 M (pH 7,5), AsA 0,5 mM, H>0 0,2 mM, y el extracto enzimatico

(Rao et al., 1996), expresando el resultado como umol de AsA min™! mg™! proteina.

La actividad DHAR se determina a partir de la oxidacion de DHA midiéndose a Aes (€
=14 mM' cm™) (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 vy el extracto enzimatico. La actividad de

DHAR se expresa como nmol de AsA min™! mg™! proteina.

La actividad MDHAR se determina a partir de la oxidacion de NADH a Asso (€ = 6,22
mM! cm™) (Hossain et al., 1984) en un medio que contiene tampon Tris-HCI 50 mM (pH
7,8), AsA 10 mM, NADPH 0,2 mM, 0,5 unidades de ascorbato oxidasa y el extracto

enzimatico, expresando el resultado como pmol NADH min! mg! proteina.

La actividad GR se determina a As4 a partir de la oxidacion de NADPH (g = 6,22 mM!
cm!) (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 enzimético, expresandose el resultado

como nmol NADPH min"! mg! proteina.
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La actividad GSNOR se determina espectrofotométricamente a Asz4o a partir de la
oxidacion de NADH (Sakamoto et al., 2002) en un medio de reaccién que contiene Tris-
HCI1 20 mM (pH 8,0), EDTA 0,5 mM, NADH 0,2 mM, GSNO 400 uM vy el extracto

enzimatico. La actividad GSNOR se expresa como nmol NADH min'! mg! proteina.

La actividad GST se determina a Az4o durante 6 min en un medio de reaccidén que contiene
PBS 0,1 M (pH 7,0), GSH 0,2 mM, 1-cloro, 2,4-dinitrobenceno (CDNB) 0,1 mM (¢ =9,6
mM! em) y el extracto enzimatico, expresandose como nmol CDNB min! mg™! proteina

(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-HCI
100 mM (pH 9,0) y 0,1 mL de extracto enzimatico, iniciandose la reaccion por la adicion
de L-cys, y tras una incubacion de 15 min a 37 °C, la reaccion se para por la adicion de
100 pL de FeCl; 30 mM en HCI 1,2 N y 100 pL de diclorhidrato de N,N-dimetil-p-
fenilendiamina 20 mM en HCI 7,2 N. La formacion de azul de metileno se determina a
As70 y la actividad enzimatica se estimé a partir de una curva de calibracion, utilizando

Na,S como patréon estandar, expresandose como nmol H2S min'! mg™! proteina.

Finalmente, la actividad PPO se determina con los cambios en Azqa 30 °C en un medio
que contiene el extracto enzimatico, PBS 100 mM, Triton X-100, y acido cafeico

(Thipyapong et al., 1995), expresando el resultado como U PPO mg! proteina.

Determinacion de los componentes del ciclo AsA-GSH

Para determinar el contenido de AsA, DHA, GSH y GSSG, se homogenizan raices/hojas
almacenadas a -80 °C (1 g mL™') en acido metafosforico al 5% en un mortero de
porcelana. El homogeneizado se filtra y centrifuga a 16000 g, 20 min a 4 °C. La
determinacion del AsA total y GSH total se realizan de acuerdo con De Pinto et al. (1999).
Asi, el AsA total se determina en un medio de reaccion que contiene el extracto, PBS 150
mM (pH 7,4) y EDTA 5 mM, incubandose 15 min en la oscuridad. Después, se anade
NEM (N-etilmaleimida) al 0,5%, TCA al 10%, acido ortofosforico al 44%, dipiridilo al

4% y FeCl; 110 mM, incubdndose a 40 °C durante 40 min, también en oscuridad. La
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reaccion se detiene con hielo y se determina la Asys. Para medir la cantidad de AsA, se
afiade DTT 10 mM (DL-ditiotreitol) al medio de reaccion antes de la incubacion en
oscuridad, y para determinar el AsA total se afiadien 100 pL de H>O. La concentracion

de DHA se estima a partir de la diferencia entre el AsA total (AsA + DHA) y AsA.

El GSH se determina afiadiendo 0,4 pL de extracto a 0,6 pL de PBS 0,5 mM (pH 7,5)
(De Pinto et al., 1999). El medio de reaccion contiene el extracto, NADPH 0,3 mM, PBS
150 mM (pH 7,4), EDTA 5 mM y acido 5,5'-ditiobis[2-nitrobenzoico] (DTNB) 0,6 mM
agitandose y dejandose reposar durante 4 min, tras los que se afiaden 2 U GR mL! y se
mide la variacion de A41» durante 1 min. Para determinar el contenido de GSSG, la mezcla
se incuba durante 1 h en oscuridad con 2-vinilpiridina (20 pL) para eliminar el GSH vy,
para determinar el contenido total de glutation, se agregan 20 uL de H>O. La cantidad de
GSH se obtiene como la diferencia entre el contenido total (GSH + GSSG) y la cantidad
de GSSG.

Determinacion del contenido fenolico

Los fenoles, flavonoides y fenilpropanoides glicdsidos (PPGs) se extraen mediante la
homogenizacion de raices/hojas almacenadas a -80 °C en una mezcla de metanol,
cloroformo y NaCl al 1% (1:1:0.5), filtrandose y centrifugandose a 3200 g durante 10

min.

Los fenoles totales se determinan a A76s en un medio de reaccion que contiene 0,5 mL
del sobrenadante, 1,5 mL de Na>xCOs al 2%, 0,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y
2,75 mL de H»O destilada (Singleton et al., 1985), expresandose el resultado como pg de

acido caféico g! PF a partir de una curva patron.

El contenido total de flavonoides se mide de acuerdo con el método de Kim et al. (2003).
A 0,5 mL de un alicuota del extracto previamente obtenido, se afiaden 0,15 mL de NaNO
al 5% y 2 mL de H:O destilada, incubdndose 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se anaden 0,15 mL de AICI36H>0O al 10% y 1 mL de NaOH 1 M,
agitdndose e incubandose durante 15 min a temperatura ambiente, midiéndose la A41s. El

resultado calculandose a partir de una curva patrén como pg de rutin g'! PF.
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Finalmente, los PPGs se determinan anadiendo 1 mL del sobrenadante a un medio de
reaccion que contiene 2 mL de HCI 0,5 M, 2 mL de NaNOs al 10% y NaxMoO42H>0 al
10%, y 10 mL de H»O destilada, tras 10 min de incubacion se mide la Asys (Galvez et al.,
2005), expresandose el resultado como ug verbascosido g' PF a partir de la

correspondiente curva patron.

Visualizacion y determinacion de ROS, RNS y HzS

Las raices (20 mm) de las plantas control y tratadas con Sb se incuban 30 min en la
oscuridad a 37 °C con 2,7 -diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA) 25 uM (sonda de
H>0,) o dihidroetidio (DHE) 10 uM (sonda de O;") en 10 Tris-HCl mM, pH 7.4,
lavandose tres veces durante 15 min con el mismo tampon sin las sondas (Valderrama et

al., 2007).

Para determinar *NO y ONOO", las raices se incuban 60 min en la oscuridad a 25 °C con
Diaminofluoresceina diacetato (DAF-2DA) 10 uM (sonda de *NO) o 3'-(p-aminofenill)
fluoresceina (APF) 10 uM (para de ONOO") en Tris HCl 10 mM, pH 7,4. Después se

lavan tres veces durante 15 min cada vez con el mismo tampén (Valderrama et al., 2007).

Para detectar RSNO, las muestras de raices intactas se incubaron 60 min en la oscuridad
a 25 °C con NEM 10 mM, lavandose tres veces (15 min cada vez) con Tris-HCI 10 mM,
pH 7.,4. Posteriormente se incuban en Alexa-Fluor 488-Hg 10 uM (sonda de RSNO)
durante 60 min en oscuridad a 25 °C (Corpas et al., 2008b). Finalmente, se lavan con el

mismo tampon tres veces (15 min cada vez).

Para detectar H»S, las raices se incuban 40 min en 7-azido-4-metilcumarina (AzMC) 100
uM en PBS 10 mM (pH 7,4) en la oscuridad y a temperatura ambiente (Liu et al., 2017),

lavandose tres veces con el mismo tampon (15 min cada vez).
En todos los casos, las raices enteras (no fijadas) se colocan en un portaobjetos y se

examinan bajo microscopia de fluorescencia (microscopio Axioplan-Zeiss). En cada

€aso, Aexc Y Aem S€ ajustan a la sonda respectiva.
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Se utilizan, al menos, cinco raices para cada uno de los tratamientos, con tres repeticiones
independientes. Las imdgenes se procesan y analizan utilizando el programa ImageJ,
expresandose 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 raices de cada tratamiento en nitrégeno liquido
y se homogenizan en 5 ml de EDTA 1 mM, DTT 2 mM, PMSF 1 mM, Triton X-100 al
0,2% y Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 y en oscuridad. Posteriormente se centrifuga a 17000 g
durante 30 min a 4 °C, desechandose el precipitado. Para cada muestra, el medio de
reaccion contiene 100 pL de extracto crudo (sobrenadante) y 900 pL de Tris-HCl 10 mM,
pH 7,2 ssin (blanco) o con la sonda fluorescente respectiva (DCF-DA 25 uM, DHE 10
uM, DAF-10 uM). 2DA, APF 10 uM o Alexa-Fluor 488-Hg 10 pM). Como controles
negativos se utilizan los respectivos eliminadores de la especie reactiva diana. La mezcla
de reacciéon se incuba a 37 °C durante 1 h midiéndose la fluorescencia en un
espectrofluorimetro (Eppendorf®, Alemania). En cada caso, Aexc Y Aem S€ 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) pg! de proteina.

Extraccion de RNA y transformacion de cDNA

Se recolectan raices 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 analisis se
realiza en primer lugar en muestras foliares de verticilos mas basales, por tanto, mas
maduros a tiempo final (14 dias después de estar sometido al estrés abidtico; t3). También
se toman muestras foliares de verticilos mas apicales, més jovenes, a 1, 7 y 14 dias de
exposicion a la toxicidad por Sb (t1, t2 y t3, respectivamente). El material vegetal se
congela en nitrégeno liquido 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) N° 79254). La cantidad y calidad del RNA en la solucion resultante se
determina utilizando un biofotometro Eppendorf D30 (Eppendorf®, Alemania). La

integridad del RNA extraido se evalua mediante electroforesis en gel con tampon TBE
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Ix InvitrogenTM, Massachusetts, EE. UU.) y con GelStarTM (LonzaRockland Inc.,
Maine, EE. UU.) como agente intercalante, cargando 2,5 pL de RNA de cada muestra en
10 uL de H20 libre de RNasa (InvitrogenTM, Massachusetts, EE.UU.) y 2 uL de tampdn
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 pug del RNA purificado se somenten a la accion de
la transcripcion inversa con el kit de transcripcion inversa de cDNA de alta capacidad de
Applied Biosystems® (California, EE. UU.), realizdndose la reacciéon 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.

PCRy qRT-PCR

En primer lugar, se realiza una PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) utilizando la
version Taq Hot Start Premix de Takara Bio Inc. (Shiga, Japon) con los cebadores que se
muestran en la Tabla 1, para verificar que cada par de cebadores no producen
amplificaciones no especificas. El protocolo para la realizacion de la PCR desarrollada
consiste en la activacion de la polimerasa a 95 °C durante 5 min; un ciclo térmico con 3
pasos: 95 °C durante 30 s, 57 °C durante 30 s, alargamiento 72 °C durante 30 s y 40 ciclos;
y una extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos de la PCR se revelan en
agarosa al 1% mediante electroforesis en gel con tampon 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 sintesis de cDNA de S. lycopersicum. Se indican los nombres de los

genes, su identifiacion (ID), su secuencia en sentido (5'— 3”), y su tamafio (pb)

Gen ID Cebadores (5’ 3°) Tamaiio (pb)

Actina Solyc04g011500.2.1 GAAATAGCATAAGATGGCAGACG | 159
ATACCCACCATCACACCAGTAT

TUB (3-tubulina) | Solyc04g081490.2.1 AACCTCCATTCAGGAGATGTTT 180
TCTGCTGTAGCATCCTGGTATT

APX Solyc06g005150.3 TCTGGTTTTGAGGGACCTTG 113
GCTTTGTCTGATGGCAACTG

DHAR Solyc05g054760.2 TGAGCTTGGCTCCAAAACTG 144
CTTCAGCCTTGGTTTTCTGG

GR_cyt Solyc09g091840.3 AAAGTGTGGAGCAACCAAGG 86
CTGAACGCATGGTCACAAAC

GR_chl Solyc09g065900.3 TAGCAAAGTTCTGGGCTTGC 84
AACCCTGCTTTGACTGCAAC

GSNOR Solyc09g064370.3 TCCATTTCAGCTGGTGACTG 81
AGGGAAGGAACTTGTGATCG

SOD Solyc02g021140.3 GGATTTGGCTTGTCTTGAGC 99
CGATCAGGGGGATATCATTC

GST Solyc01g099590.3 TGGGCTCGTTTTGTTGATG 80
CCCTCTGCTTTTGTTTCTCC

GST TCHQD Solyc04g057890.3 TTCCTTGAACAGCCAGAAGG 138
ACAGGAACTTTCGCACTTGG

La amplificaciéon en tiempo real se monitoriza con SYBR Green (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EE. UU.) en un instrumento de deteccion y amplificacion
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 B-tubulina [Solyc04g081490.2.1]). Ambos se utilizan como
genes de mantenimiento ya que en estudios relacionados con el estrés abidtico (Levdal &
Lillo, 2009) se recomiendan para normalizar la expresion genética de los genes diana. La
expresion de cada gen diana en relacion con la expresion del gen de referencia se calcula

utilizando el método 2-AACt.

Analisis bioinformatico

Se analizan las secuencias codificantes y peptidicas 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 analisis consiste

en un alineamiento global de la secuencia codificante de nucledtidos y la secuencia de
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aminoacidos 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 maxima 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 proteinas
se identifican y se asignan a las proteinas deducidas. El analisis filogenético se realiza
utilizando el modelo Jukes-Cantor y Neighbor-Joining como modelo estadistico (Saitou
& Nei, 1987). La interaccion de las proteinas diana se predice utilizando la base de datos

STRING version 11.0 (https://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2019)

Analisis estadistico

Para los valores de longitud, peso, contenido mineral, actividades enzimaticas,
compuestos antioxidantes se realiza el U-test de Mann-Whitney, siendo los valores
representados las medias y desviacion tipica de, al menos 10 réplicas, obtenidas de tres
experimentos independientes. Para los valores obtenidos del area foliar se realiza una
prueba t de Student para andlisis estadistico 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 desviacion tipica 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 distribucién normal. La prueba
ANOVA unidireccional o la prueba de Kruskal-Wallis se realizan con RStudio version
4.3.2 (RStudio, Inc., Boston, Massachusets, EE. UU.). En ambos casos, estas pruebas se
utilizan para determinar la significacion estadistica (las diferencias significativas se
presentan como *p < 0,05 y **p < 0,01). Los datos presentados son las medias y error

tipico de, al menos 15 réplicas obtenidas de tres experimentos independientes.
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4. Resultados y Discusion
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4.1. Respuesta fisiologica de

Solanum lycopersicum a la

toxicidad de Sb
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4.1.1. Resultados

Efecto del Sb sobre el crecimiento, area foliar, peroxidacion lipidica, contenido en

prolina y contenido hidrico relativo de plantas de tomate

En las plantas de tomate cultivadas durante 14 dias en presencia de 0,5 mM Sby 1,0 mM
Sb, se observa una significativa reduccion en la longitud de las raices, respecto del control
(Tabla 3, Figura 25). Esta disminucion 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 disminucion en las raices de un 25% en ambas concentraciones. Este efecto
es mayor en la parte aérea, sobre todo con 1,0 mM Sb con una reduccion del 35%,
mientras que con 0,5 mM Sb es del 27%. El Sb induce la alteracion en la relacion
PFRraices/PFparte aérea cOn valores mas altos que los grupos control. Este resultado indica una
mayor afectacion en la parte aérea en respuesta a la toxicidad por Sb. En cuanto al PS, la
disminucién en las raices es del 20% y del 25% en la parte aérea, sin diferencias entre
ambas concentraciones. No se produce alteracion en la relacion de PSraices/PSpartc a¢rea. El
fenotipo de las plantas sometidas a toxicidad por Sb (Figura 25A,B) muestra clorosis y
lesiones necroéticas en las hojas, mientras que en las raices se observa junto al menor
desarrollo la aparicion de tonalidades parduzcas, especialmente en 1,0 mM Sb. También
se observa una fuerte alteracion del area foliar (Figura 26), con descensos del 37% y 63%

para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente.

La peroxidacion lipidica, determinada por la cantidad de MDA detectada en las raices,
muestra el desarrollo de un dafio oxidativo inducido por el cultivo en el medio con Sb.
Asi, 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 comparacion con los
valores control. Sin embargo, en las hojas el efecto sobre la peroxidacion lipidica es
menor, sin alteracion para 0,5 mM Sb y con tan sélo 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 raices de forma significativa, pero si en las hojas, observandose un
incremento de este osmolito que puede llegar a ser un 50% superior (0,5 mM Sb) respecto
al control. E1 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
Sby 1,0 mM Sb (14 dias de tratamiento con Sb).

99



700

a
600 T
500 J_
E
< 400 b
5 I
€ 300
E C
200 T
100
0
Control 0,5 mM Sb 1,0 mM Sb

Figura 26. indice de 4rea 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 acumulacion 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 absorcién y acumulacion de este
elemento, tanto en raices como en la parte aérea. Cuanto mayor es la cantidad de Sb
presente en el medio, mayor es la absorcion y el transporte hasta la parte aérea. En ambas
concentraciones se observa como la capacidad de acumulacion es mucho mayor es raices.
Los valores del FB obtenidos muestran claramente la gran capacidad de absorcion y
acumulacion de Sb, tanto en la aérea como radicular, sobre todo con 0,5 mM Sb. La
absorcion muestra una tendencia a la saturacion, 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 concentracion de Sb, (0,03 y 0,42 para 0,5 mM Sby 1,0 mM

Sb, respectivamente).

La presencia de Sb en el medio, y su absorcion por los tejidos altera también la absorcion
y acumulacion 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 drasticamente en las raices por valor de 80%, 35% y 37%,
respectivamente, en 1,0 mM Sb. Por el contrario, el contenido en Cu 'y Zn de las raices 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 mas cuanto mayor es la concentraciéon 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 disminucion tanto de clorofila a como de b, aunque en esta tltima,
la disminucion es mayor. Este cambio se traduce en un aumento en la relacion 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 relacion
carotenoides/clorofilas también se incrementa (Fyv/Fm). En cuanto a la eficiencia
fotosintética (EF), el cultivo en Sb provoca una disminucién de este parametro de
aproximadamente el 24%. Todos estos resultados muestran una alteracion del sistema

fotosintético debido al Sb.

Efecto del Sb sobre las actividades oxidantes y antioxidantes

La produccion de O2*” se ve fuertemente incrementada en las raices 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 producciéon de O>*" no es

significativamente diferente al control.

La actividad SOD se ve incrementada tanto en raices 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 raices, mientras que estos
aumentos en hojas son del 74,8% y 58,2%, comparados con los valores que se obtienen

en raices y hojas control.
La actividad POX (Figura 27C) se ve influenciada sélo por el tratamiento con 0,5 mM Sb

en las raices, donse se observa un aumento del 65,5%. No se observa alteracion 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 como en raices s6lo se produce un aumento de esta actividad
en las raices 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 raices 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 raices 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 disminucion por los tratamientos con Sb. En
cuanto a la actividad GSNOR (Figura 27G) no se producen cambios en su actividad en

raices, 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 enzimatico. Este contenido no
se ve alterado por los tratamientos con Sb ni en raices ni en hojas (Figura 28A-C), s6lo 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 fendlico (Figura 28D), se observa como en las raices el Sb no afecta a esta

actividad, pero en hojas se produce un incremento dependiente de la concentracion de Sb.
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Figura 27. Efecto de Sb sobre la produccion de Oz. (A) y sobre las actividades de SOD (B), POX (C), APX
(D), DHAR (E), GR (F) y GSNOR (QG), en raices (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 raices (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 enzimaticos mas importantes en las células, son
el AsA y el GSH. El tratamiento con 0,5 mM Sb provoca una disminucion en el contenido
de AsA en las raices, 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 raices 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 raices 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,
observandose una disminucion de esta relacion en raices y un aumento en hojas,
dependiente en ambos casos del aumento de contenido en Sb. Estos cambios unicamente

son significativos en la concentracion mas alta de Sb.

Elnivel de GSH (Tabla 8) disminuye en raices, mientras que aumenta en hojas, mostrando

nuevamente un comportamiento diferente en 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb. En raices, 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 raices 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 si en raices. En raices se produce un descenso en
ambos tratamientos, siendo mas acusado en el caso de 0,5 mM Sb. La relacion
GSH/GSSG en raices aumenta para 0,5 mM Sb, pasando de 0,316 a 0,385, aunque este
aumento no es significativo, para la concentraciéon mayor, no hay cambio alguno respecto
al grupo control. En hojas, esta la relacién disminuye para la menor concentracion de Sb,

(aunque no significativamente) y aumenta de forma significativa para 1,0 mM Sb.

El crecimiento de las raices bajo toxicidad de 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb durante 14 dias
induce un aumento en la cantidad de O>*~, H2O», *NO y ONOO™ en raices intactas. Estas
especies reactivas se han determinado a partir de las imagenes de fluorescencia de las
raices incubadas con los fluorocromos DCF-DA, DAF-2DA y APF, respectivamente,
realizando su cuantificaciéon mediante la intensidad de pixel de estas imagenes. También
se ha determinado la fluorescencia emitida en extractos obtenidos a partir de raices
incubadas previamente con los fluorocromos anteriormente citados (Figura 29A-J). Este
incremento en el caso de la acumulacion de O>, *‘NO y ONOO~ soélo 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 H20: (Figura 29C,D) si hay un fuerte incremento para
ambas concentraciones de Sb. En cuanto a la producciéon de RSNOs se observa un leve

aumento en respuesta al Sb.

En la zona de elongacion (ZE), especialmente en las raices sometidas a 1,0 mM Sb, se
observa una clara alteracion en el tamafio y disposicion de las células (Figura 29K). Estas
alteraciones consisten en una desorganizacion de esta zona, lo que lleva a una menor
elongacion celular, observandose células mucho mas cortas que las observadas en las
raices control en esta misma zona, y produciéndose la desorganizacion 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), larelacion AsA/DHA,
el contenido de GSH, GSSG y glutation total (GSH + GSSG) y la relacion GSH/GSSG, en raices 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).

Tratamiento AsSA DHA

Raices Hojas Raices Hojas
Control 95,23 £9,732 223,38 £35,36> 388,10 +28,17>  2195,65 + 143,33
0,5 mM Sb 68,07 £ 5,51 234,17 + 38,63 324,22 +3483>  2127,77 + 161,992
1,0 mM Sb 103,63 + 6,642 361,95 +45,600 580,94 +£69,43=  2053,25 + 270,452

Tratamiento AsA + DHA AsA /DHA
Raices Hojas Raices Hojas
Control 483,33 £51,5>  2419,03 £ 133,362 0,249 £0,0112 0,102 + 0,089
0,5 mM Sb 361,14 £29,8c  2361,53 + 208,862 0,237 +0,0213 0,109 + 0,008
1,0 mM Sb 684,56 55,72  2430,20 + 224,062 0,179 + 0,009> 0,180 +0,021a
Tratamiento GSH GSSG
Raices Hojas Raices Hojas
Control 13,15 +2,02 18,71 + 3,1 43,1 +3,92 79,95 + 8,22
0,5 mM Sb 8,83 £ 1,40 17,62 + 2,60 24,24 £ 3,5¢ 85,84 £ 9,1
1,0 mM Sb 9,7 1,60 23,24 +3,02 30,32 +2,2b 72,82 + 6,52
Tratamiento GSH + GSSG GSH / GSSG
Raices Hojas Raices Hojas
Control 56,25 +£ 5,82 98,66 + 11,42 0,316 + 0,029 0,247 £ 0,013b
0,5 mM Sb 33,06 +£4,1¢ 103,46 + 8,52 0,385 + 0,0302 0,205 +0,091b
1,0 mM Sb 40,02 + 3,60 96,06 £10,52 0,316 + 0,025 0,333 £ 0,021=
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Figura 29. Deteccion de la produccion de O2*-, H202, *NO, ONOO™ y RSNOs en seccion longitudinal de
las raices (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 raices para cada condicion

experimental y se analizaron 5 repeticiones independientes. Barra: 200 um.

En la Figura 30 se muestran los valores de ROS y RNS obtenidos mediante
espectrofluorometria, utilizando las mismas sondas que en las imdgenes de microscopia
de fluorescencia para su deteccion. Se observa como 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 imagenes de fluorescencia. Asi, O>*~ (Figura 30A) aumenta (x1,5
veces) bajo toxicidad de Sb 1,0 mM, mientras que H,O» (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 ningin cambio, siendo los valores muy similares a los controles. Este
comportamiento de los RSNOs podria ser debido a la capacidad del Sb para interactuar
con grupos tiol, impidiendo la union del *NO, lo que podria explicar el marcado aumento

en la cantidad de *NO detectado bajo la toxicidad del Sb (x3 con respecto a los valores de

control).
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Figura 30. Deteccion mediante fluorometria del contenido en O2°7(A), H202 (B), *NO (C), ONOO™ (D), y
RSNOs (E) en raices de tomate. La fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF)

ug! proteina. Se ha utilizado, al menos 5 raices para cada tratamiento, con 5 repeticiones independientes.
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4.1.2. Discusion

Las plantas de S. /ycopersicum muestran claramente efectos de la toxicidad inducida por
Sb. E1 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 raices presentan una mayor acumulaciéon 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, Pesko et al. (2016), en S. lycopersicum, describen un comportamiento diferente,
con aumento en el PS en las concentraciones bajas mientras que las mas altas producen
una reduccion del PS tanto en los tallos como en las raices. 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
tamano y la organizacion celular que podrian deberse al efecto toxico del Sb a través de
su interaccion con el GSH. Se ha demostrado claramente la participacion del GSH en la
regulacion de los niveles de auxina en los apices de las raices y en la alteracion del centro
quiescente (Koprivova et al., 2010). Asi, cualquier alteracion en el contenido de GSH se
traduce en una alteracion en el desarrollo de estos meristemos radiculares. Vernoux et al.
(2000) demuestran cémo los mutantes de Arabidopsis que presentan un contenido muy
reducido de GSH muestran una disminucion drastica en el meristemo de la raiz. 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-Cozatl et al., 2008) como sistema de desintoxicacion de Sb pueden actuar

reduciendo drasticamente la cantidad de GSH vy alterar el desarrollo de las raices.

En estas plantas los valores del FB obtenidos muestran una clara acumulacion de Sb en
las raices (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

translocacion 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). Ademas, se ha
evidenciado que existe una fuerte dependencia de los FT para el Sb tanto de la especie de
planta como de la concentracion 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 absorcion y el transporte de otros elementos
minerales. Asi, a medida que aumenta la cantidad de Sb en el medio, la absorcion y
acumulacion de Fe y Mg disminuyen tanto en la parte radicular como en la aérea, mientras
que el Mn s6lo 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 absorcion
ya que s6lo muestra un aumento en las raices. Estos cambios reflejan la interaccion entre
estos elementos y Sb a nivel de absorcion y transporte. Estos resultados concuerdan
parcialmente con los observados en otros trabajos. Asi, bajo toxicidad de Sb, (Feng et al.,
2013c¢) describen una disminucion 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
disminucion puede estar relacionada, como el resto de alteraciones ya descritas, con la
interaccion entre Sb y los grupos -SH. Esta interaccion afecta a la funcionalidad de los
sistemas enzimaticos implicados en la biosintesis 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
biosintesis. También la alteracion 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 relacion clorofila a/clorofila b es interesante ya que refleja cambios
en la funcionalidad de los tilacoides, modificando su estado de apresamiento (Anderson
& Aro, 1994). Ademas, 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 fotoinhibicion (Zhou et al., 2018). Como consecuencia de estas
alteraciones inducidas por la toxicidad de Sb, la eficiencia fotosintética disminuye
drésticamente (24%), posiblemente debido al efecto del Sb sobre PSII al alterar la
apresion 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 relacion
carotenoides/clorofilas aumentan. Esta respuesta coincide con las observaciones de (Chai
et al.,, 2017), quienes reflejan la accion de los carotenoides como antioxidantes y
fotoprotectores frente a estreses abiodticos. Sin embargo, no coinciden con los resultados
de (Zhou et al., 2018), quienes describen descensos en el contenido de carotenoides y en
la relacion 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 fendlicos se mantiene inalterado tanto en raices 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
fendlicos, especialmente flavonoides. Rajabpoor et al. (2019) también observan en Salvia
spinosa grandes aumentos en el contenido total de fenoles y flavonoides, aumentos que
podrian haber estado involucrados en la defensa y tolerancia a Sb. Solo la actividad de la
PPO en hojas bajo toxicidad de 1,0 mM Sb parece aumentar, como también lo hizo para
esta misma concentracion de Sb en H. annuus (Ortega et al., 2017). Este resultado
indicaria la no intervencion de estos compuestos en la maquinaria de defensa antioxidante

frente al estrés inducido por Sb.

No hay alteracion en los niveles de peroxidacion lipidica en hojas, y sélo un ligero
aumento en raices. Estos resultados sugieren que la participacion del sistema antioxidante
parece prevenir dafos a nivel de la peroxidacion de las membranas en las hojas, pero no
son suficientes para prevenir dichos dafos en las raices, donde la concentracion de Sb es
mucho mayor. Estos resultados coinciden con los descritos por Feng et al. (2011) y
Corrales et al. (2014) quienes sefialan la baja incidencia del Sb en la peroxidacion lipidica.
Otros estudios en diferentes especies muestran un claro aumento de la peroxidacion
lipidica inducida por Sb, evidenciando dafios 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 disminucion del
potencial de soluto debido a la alteracion del CHR % inducido por Sb. El estrés hidrico
causado por la reduccion de CHR % puede conducir a una mayor sintesis de prolina como
sistema de osmoproteccion, previniendo la deshidratacion y la inactivacion de proteinas
(Verbruggen & Hermans, 2008). Este aumento en las hojas también podria actuar
eliminando directamente el OH™ (Signorelli et al., 2014), contribuyendo asi a mantener la
estabilidad de las membranas (Hayat et al., 2012). También se ha descrito la participacion
de la prolina en la induccion de enzimas antioxidantes, sin participar en la eliminacion de
027, *NO 0 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 raices (Vaculikova et al., 2014).

El Sb induce un aumento en la produccion de Oz* en las raices 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 O»*~ se produce tanto en raices como en hojas. Otros investigadores
también describen aumentos en la produccion de Oz~ bajo la toxicidad de metales
pesados. Asi, Feigl et al. (2015) observan un aumento similar de O>*~ en respuesta a la
toxicidad del Zn en Brassica napus, pero no en Brassica juncea. Srivastava et al. (2014)
describen un aumento similar en raices y hojas de O. sativa sometido a toxicidad por Cd.
Los incrementos en el contenido de *NO y ONOO™ observado en las raices 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 O>*~
(Feigl et al., 2015). Sin embargo, el contenido de RSNOs se mantiene inalterado, aunque
en condiciones de estrés bidtico se sabe que aumenta (Chaki et al., 2009). Ademas, la
determinacion espectrofluorométrica de ROS y RNS muestra que ambos grupos de
especies reactivas aumentan bajo la toxicidad de Sb, lo que podria 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 Rodriguez-Ruiz et al. (2019) para plantas de Pisum sativum sometidas a
toxicidad de As, donde se observan fuertes disminuciones de estas especies reactivas en

raices, 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* estd de acuerdo con el
aumento en la actividad SOD, especialmente bajo toxicidad de 1,0 mM Sb, lo que refleja
la induccion 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 peroxidacion lipidica de las membranas. Respecto a la actividad
POX, aumenta en raices, pero no en hojas. El aumento en las actividades SOD, POX y
APX reflejan la participacion 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; Vaculikova et
al., 2014) y de otros metales pesados (Feigl et al., 2015; Rodriguez-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 si en las raices, asi, la actividad
DHAR se inhibe mientras que la GR aumenta ligeramente. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Rodriguez-Ruiz et al. (2019) y Singh et al. (2015) quienes observan
aumentos en la actividad GR y la inhibicién de la actividad de DHAR. Por el contrario,
Feng et al. (2009) describen la inhibicién 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 raices y aumenta en hojas, con
descensos del GSH en raices, pero no en hojas. Nuevamente observamos como la
respuesta al Sb depende en gran parte del o6rgano 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 plantulas, 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 varian segun el 6rgano. Por el contrario, son discrepantes con
los obtenidos en P. sativum sometidos a toxicidad de As, en los que la actividad GSNOR
esta inhibida y no se producen aumentos de *NO y ONOO™ (Rodriguez-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 participacion de *NO en esta respuesta y su interaccion

con Oz*", H>O; 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 raices se produce un aumento del contenido de AsA y
DHA, aunque este ultimo lo hace en mayor proporcion, provocando una disminucion de
AsA/DHA. En hojas AsA/DHA aumenta a medida que disminuye el contenido de DHA.
En raices, el GSH y el GSSG disminuyen, mientras que en hojas, el GSH aumenta y el
GSSG permanece sin alteracion. La relacion GSH/GSSG so6lo 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 raices son el 6rgano mds 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 raices, el contenido total en glutation
(GSH+GSSG) disminuye, con un claro desequilibrio en el ciclo y con alteracion de las
actividades enzimadticas relacionadas con el mismo. Estos resultados coinciden con los
descritos por (Rodriguez-Ruiz et al., 2019) para el efecto de la toxicidad del As en plantas
de P. sativum cultivadas hidroponicamente. La toxicidad de As provoca un aumento en
las actividades APX y GR tanto en raices como en hojas, mientras que las actividades
DHAR y MDHAR disminuyeron en raices, pero no se vieron afectadas en hojas; y, en
ambos organos, 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 raices, con un comportamiento
similar al descrito para el As. En raices con altas cantidades de Sb acumulado se produce
un aumento de la actividad de GR y disminucion de la actividad DHAR, lo que favorece
la disponibilidad de GSH para la formacion de quelatos con Sb (Noctor et al., 2012). La
formacion de estos quelatos de Sb es un mecanismo de proteccion 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) podria ser la causa del desequilibrio observado
en los componentes antioxidantes, asi como de los efectos que sobre el crecimiento

presenta.

117



En conclusion, las plantas de tomate sometidas a toxicidad por Sb (Figura 31) muestran
una gran capacidad para acumular este elemento, especialmente en sus raices, lo que
produce una alteracion del crecimiento, cambios en la capacidad de absorber otros
elementos minerales como Fe y Mg, y disminucion del contenido de clorofilas y
eficiencia fotosintética. La toxicidad de Sb induce aumentos en la producciéon de ROS y
RNS, y en las actividades de SOD, POX, APX y GR, pero no de DHAR en las raices,
limitando el transporte a las partes aéreas, con alteracion 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 raices 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 parametros de crecimiento,
pigmentos y eficiencia fotosintética, acumulacion de elementos minerales y Sb, produccion de ROS y RNS,
actividades antioxidantes, compuestos fenolicos, y componentes del ciclo AsA-GSH en plantas de S.

Iycopersicum.
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4.2. Respuesta molecular de

Solanum lycopersicum a la

toxicidad de Sb
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4.2.1. Resultados

Analisis de los niveles de expresion de genes que codifican para las enzimas APX,

GR_chl, GST y SOD en dorganos foliares jovenes y maduros

Se ha estudiado la expresion de genes codificantes de enzimas implicadas en el ciclo AsA-
GSH y en la conjugacion de GSH con xenobidticos, como metales y metaloides pesados

en respuesta a la toxicidad por Sb.

En hojas del verticilo basal (maduro) (Figura 32A) se observa que la expresion de la SOD,
asi como de la GR chl se incrementa a medida que aumenta la concentracién del
metaloide, excepto para GR_chl, que a 0,5 mM Sb su expresion es inferior a la medida
en las plantas control, sin estrés. Por otra parte, la expresion 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 patron de expresion mas 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 jévenes
(apicales) (Figura 32B). En estos casos, la expresion de la APX, GR _chl, GSTy 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 expresion
inferiores a los de las plantas control. Sin embargo, en hojas sometidas a 1,0 mM Sb sélo
se observan valores significativamente inferiores al control para la SOD. En las hojas
adultas, los patrones de expresion son mas uniformes que en las jovenes, como muestra

la desviacion tipica (SD).
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(=}

Figura 32. Efecto del Sb en los niveles de expresion de los genes APX, GR_cyt, GST y SOD en hojas
maduras (A) y jovenes (B) de plantas de tomate. Los valores que se indican son las medias, y las
barras de error muestran la desviacion tipica (SD). Las diferencias con el grupo control son
significativas *p < 0,05 y ** p < 0,01 (Krustal-Wallis t-test)
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Andlisis de los niveles de expresion 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 expresion de
APX en raices que en las hojas, en comparacion 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 expresion a nivel foliar y menor a nivel radicular.

En cuanto a la expresion de DHAR (Figura 33B), se observa como su nivel mas alto se
produce en t3 en las raices. Sin embargo, este patron de expresion 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 reduccion en su nivel de expresion en comparacion con el control. Por el contrario,

el comportamiento en t3 es el opuesto: con una mayor expresion en las plantas sometidas

a toxicidad por Sb.
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Figura 33. Efecto del Sb en los niveles de expresion de los genes APX, DHAR, GR_cyt, y GR_chl en raices
y hojas de plantas de tomate. Los valores que se indican son las medias, y las barras de error muestran la
desviacion tipica (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 relacion con laexpresion de GR (Figura 33CD), las dos isoformas que se han estudiado
GR_cyty GR _chl, muestran en t3, como las raices tratadas con Sb tienen, en general, un
mayor nivel de expresion que las raices del grupo control. No obstante, s6lo 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 patron de expresion opuesto en el tratamiento en 0,5
mM Sb para GR_chl. Es interesante destacar como se observa una reduccion en los
niveles de expresion de la isoforma GR chl en t2 en ambos 6rganos y para ambas

concentraciones de Sb (0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb).

Analisis de los niveles de expresion de los genes SOD y GST

El nivel de expresion de SOD (Figura 34A) en t2 y t3 es mayor en raices que en hojas en
relacion a sus controles, al igual que sucede con la expresion de APX (Figuras 33A). La
expresion de SOD en t2 y t3 en el tratamiento con 0,5 mM Sb disminuye en hojas, pero
aumenta en raices. 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 expresion de las isoformas GST estudiadas (Figura 34B,C) se
observaron diferencias en raices y hojas tras el crecimiento durante 24 horas de
exposicion al estrés por Sb (tl. La expresion de GST y GST TCHQD (GST-
Tetraclorohidroquinona deshalogenasa) en hojas aumenta para ambas concentraciones de
Sb, mientras que en raices disminuye. En todos los casos la expresion es superior en hojas
que en raices. En t2, se observa un aumento en la expresion de las dos isoformas, excepto
de GST TCHQD en 0,5 mM Sb. Por el contrario, en raices no hay alteracion, excepto para
GST TCHQD, que disminuye en 1,0 mM Sb. En t3, la isoforma GST TCHQD presenta
niveles de expresion mas bajos en las hojas de las plantas tratadas con 0,5 mM Sb y 1,0
mM Sb y en las raices con 1,0 mM Sb en comparacion con los valores de expresion en
las plantas control. Ademas, el patron de expresion de esta isoforma de GST en raices de
plantas bajo toxicidad de 1,0 mM Sb, es destacable que presenta un patréon basal de

expresion en todos los puntos temporales (Figura 34B,C)
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Figura 34. Efecto del Sb en los niveles de expresion génica de SOD, GST, y GST TCHQD en raices, y hojas
de plantas de tomate. Los valores que se indican son las medias, y las barras de error muestran la desviacion
tipica (SD). Las diferencias con el grupo control son significativas *p < 0,05; **p < 0,01 (Krustal-Wallis t-
test)

Analisis de los niveles de expresion del gen que codifica la enzima GSNOR

El patron de expresion de GSNOR muestra una reduccion 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 expresion en ninguno de los tiempos de exposicion. En
tl se observa una tendencia al descenso en la expresion, conforme se incrementa la
concentracion de Sb (Figura 35), aunque los resultados no son significativos por la gran
desviacion que existe. En las raices, tampoco se observan cambios significativos en los
niveles de expresion, aunque mostrando una tendencia al descenso de la expresion de
GSNOR en las plantas sometidas a 1,0 mM Sb a tiempo muy corto, t1. Bajo toxicidad de

0,5 mM Sb so6lo se observa un ligero, pero no significativo incremento en t2.
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Figura 35. Efecto del Sb en los niveles de expresion génica de GSNOR en raices, y hojas de plantas de
tomate. Los valores que se indican son las medias, y las barras de error muestran la desviacion tipica (SD).

Las diferencias con el grupo control son significativas *p < 0,05; **p < 0,01 (Krustal-Wallis t-test)

Analisis 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 relacion entre DHAR, GST, GR _cyt, GR chl, APX y SOD. En concreto,
GR y APX son las enzimas que interactiian con un mayor nimero de enzimas del sistema
de defensa estudiado. Por el contrario, GSNOR (que interacciona con GR _chl y APX) y
GST TCHQD (sélo interactia 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 interaccion, sobre todo entre ellas, donde GST parece actuar como
intermediario de muchas de esas interrelaciones. Ademas, APX puede desempefiar un
papel similar a la GST en la relacion GR_chl-APX-SOD. Por otra parte, APX interactia
con GST, DHAR y GR cyt, GSNOR, pero en menor grado que con GR _chl y SOD.
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GST TCHQD

Figura 36. Red de interaccion proteina-proteina 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 fusion.
Verde- Prueba de interaccion. Azul- Prueba de co-ocurrencia. Linea morada- Prueba experimental. Linea
amarilla- Pruebas de bibliografia (tedricamente existe relacion). Linea azul claro- Prueba de base de datos.

Negro- Prueba de coexpresion.

Analisis filogenético y de las secuencias peptidicas de los motivos de las isoformas de
GSTy GR

El estudio filogenético revela una estrecha relacion entre GR de Solanaceae y A4. thaliana,
principalmente entre la isoforma GRI_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
relacion entre GST de Solanaceae y GST Tau 19 de Arabidopsis, pero en menor medida

que entre GST TCHQOD de Solanaceae y GST phi 8 de Arabidopsis (Figura 37B).
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Figura 37. Relaciones filogenéticas basadas en secuencias entre GR_chly GR_cyt(A), GSTy GST TCHQD
(B) en A. thaliana, Z. mays, O. sativa sp. japonica y Solanaceae. Las secuencias de proteinas deducidas se
obtuvieron de Gramene y se usaron en una alineacion global con el programa Genious, utilizando Cost
Matrix Blosum90 en la plataforma GENIOUS. El arbol filogenético se construyé con el constructor de
arboles 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 peptidicas (Figura 38), permite esclarecer que todas las
GR poseen una region de union 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 ortdlogos de la GR citosdlica descrita
en tomate, y en otras solanidceas como GR de pimiento, ni en la GR de Solanum
tuberosum (patata). Ademas, todos los residuos implicados en interacciones funcionales

o de unién con GSH de GST tau se conservan en Arabidopsis, arroz, y otras solanaceas

(Figura 39).
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4.2.2. Discusion

La expresion de APX 'y SOD esta altamente controlada por diferentes estreses abidticos
como sequia, 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 expresion similar.

Al analizar los resultados de las enzimas APX y SOD, se observa un patrén de expresion
parecido en los tiempos t2 y t3 en los dos tejidos estudiados, hojas y raices. Cuando se
evaltian los valores de expresion cuantificados en las raices de plantas tratadas con Sb,
estos son siempre mayores que los detectados en las plantas control. No sucede lo mismo
en las hojas jovenes, en las que los niveles de expresion son siempre son mas altos en las
plantas sin estrés, salvo la expresion de SOD en hojas en t2. No obstante, estas diferencias
en los patrones de expresion solo son significativas en t3 bajo toxicidad de 0,5 mM Sb
para APX,yent2 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 estan involucradas en el crecimiento
vegetativo, por tanto, su expresion 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 expresion de ambas enzimas es superior
en las raices, ya que es la zona de absorcion y acumulacién de este metaloide. Este
comportamiento similar no se produce en tl. Se observa una tendencia al aumento de la
expresion de APX en ambos 6rganos bajo condiciones de estrés, aunque este aumento no
es significativo. El gen SOD en tl presenta valores de expresion semejantes al control
cuando se somete a toxicidad de 1,0 mM Sb. En este caso, se observa un descenso del
patron de expresion a nivel de la raiz y a un incremento significativo de la expresion de
SOD. Las diferencias en la expresion 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 expresion de APX'y de SOD en raices que en hojas jo toxicidad
de Sb, coincide con otros estuidos realizados con este metaloide (Benhamdi et al., 2014;
Ortega et al., 2017; Vaculikova et al., 2014) u otro metal pesado (Feigl et al., 2015;
Rodriguez-Ruiz et al., 2019; Srivastava et al., 2015). Ademas, en Arabidopsis, su
tolerancia a metales pesados o metaloides (Zn, Cd, Al, Cu y As) mejora si existe una

sobreexpresion 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
restriccion de Sb en la raiz puede evitar dafios a las flores y hojas y, de ese modo,
comprometer los eventos reproductivos y fotosintéticos en las plantas, respectivamente
(Horst et al., 2010; Krzestowska, 2011). Esta hipotesis se puede apoyar en el hecho que
en otras investigaciones previas con Zn y Pb se hallan rastros de estos compuestos en las
raices, pero no en los dvulos y el saco embrionario, de modo que las semillas estan libres
de compuestos toxicos (Horst et al., 2010). Esta retencion en la zona de la raiz podria
deberse a la banda de Caspary que actia interrumpiendo el apoplasto a nivel de la

endodermis (Horst et al., 2010; Krzestowska, 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
evolucion temporal de la exposicion de las plantas de tomate a Sb. Asi, enzimas como la
DHAR, que utiliza GSH para reducir el DHA hasta AsA, la GR, que est4 implicada en la
formacion de GSH, y la GST, responsable de la conjugacion de GSH con elementos
xenobioticos a través del grupo tiol de la cisteina, 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 expresion y actividad
aumente ante el estrés por Sb y a medida que se incrementa el tiempo de exposicion. Los
resultados obtenidos para la expresion de ambas isoformas de GR en t3 coinciden con
este comportamiento. La expresion de GR en raiz aumenta (p < 0.05, 0,5 mM Sb, GR_cyr).
Este aumento de la expresion en t3 es consistente con los resultados de la actividad
enzimatica descritos en las experiencias previas (capitulo 4.1.) en hojas adultas en t3 y
raices, en las que también se observa una mayor actividad. Posiblemente, este aumento
se deba a que en t3, la planta esté tratando de generar la méxima cantidad de GSH posible
para paliar el estrés inducido por la presencia de Sb. Este proceso es clave en la raiz,
organo donde este metaloide se acumula preferentemente. Estos resultados de expresion
concuerdan con los resultados mencionados anteriormente (capitulo 4.1.). La GR se
expresa y actiia continuamente para regenerar GSH, tratando de defender la planta del
compuesto toxico (Pourrut et al., 2013). En las hojas, no hay un patrén claro de expresion
como en las raices, aunque se observa una reduccion en los niveles de expresion den
respuesta al Sb para la isoforma GR_chl. Por otra parte, en los tiempos t1 y t2 los patrones

de expresion de ambas isoformas de GR para hojas y raices o son semejantes a los valores
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control, o bien, son inferiores en las raices de ambas isoformas en t1 y en hojas y raices

de la GR chlent2.

En relacion a la expresion de DHAR, se observa un incremento a medida que aumenta el
tiempo de exposicion al Sb, al menos en raices (significativo en t3). En las hojas, no se
observa el mismo patrén de expresion, excepto para 0,5 mM Sb en t3. En el tratamiento
con 1,0 mM Sb se mantiene el nivel de expresion 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 sequia (Kim et al., 2014; Vaish et al., 2020). De hecho, la sobreexpresion 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). Ademas, se observan diferencias significativas en el contenido total de AsA
en mutantes knockout de dharl, 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). Ademaés, Bashir & John (2023) describen como la aplicacion de
Silicio (Si) junto con brasinosteroides (BR; 1 mM) mejora la tolerancia de plantulas de
tomate bajo estrés por frio. Esta respuesta puede deberse a un aumento en la expresion 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 abidtico. 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 raices, lo que
posiblemente contribuya a la defensa antioxidante (Ortega et al., 2017). Considerando los
resultados de expresion y los resultados previos obtenidos para la actividad enzimatica,
se puede decir que, aunque hay una mayor expresion de DHAR para aumentar la
reduccion de DHA a AsA utilizando GSH, esta actividad esta condicionada por varios

factores. Por un lado, DHAR es susceptible a altas concentraciones de H>O», lo que
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modifica su actividad. Considerando los altos niveles de expresion de SOD y APX, puede
ocurrir que, bajo la toxicidad de Sb, la alta cantidad de H>O; interfiera con la capacidad
funcional de DHAR. Ademas, la unién de Sb a GSH puede ocurrir como un mecanismo
de desintoxicacion y, por lo tanto, cuando aumenta la concentracién de Sb, hay un mayor
consumo de GSH, incluso si se esta sintetizando mas, lo que puede explicarse por el
aumento en la expresion y actividad de GR. El aumento en la expresion de DHAR no
parece conllevar un aumento en su actividad, posiblemente debido a la falta de GSH

disponible al estar participando en la formacién de complejos GSH-Sb.

El patrén de expresion de SOD, APX, GR_chl y GST bajo diferentes concentraciones de
Sb tras 14 dias de exposicion (t3) en los 6rganos foliares muestra diferencias dependientes
de la edad. De hecho, SOD, GR y APX en hojas jovenes en t3, tienen un patréon de
expresion mas bajo que en hojas de plantas control. Solo GST parece mostrar un patréon
similar en ambos tejidos, aunque s6lo a 1,0 mM Sb su expresion es mas alta que la de la
planta control. Por lo tanto, base a estos resultados, se puede decir que el estado de
desarrollo del organo analizado es un factor clave en la expresion de estas enzimas
defensivas bajo el mismo estrés y tiempo de exposicion. Las hojas maduras pasan de unas
condiciones en un entorno sin estrés alguno a un medio con unas dosis toxicas de Sb,
mientras que las hojas mds jovenes comienzan a desarrollarse bajo estas condiciones
estresantes. Ademas, las hojas maduras estan sometidas mas tiempo a la toxicidad de Sb.
Por esta razon, es posible que el patréon de expresion de SOD y APX en tl sea similar al
cuantificado en las hojas adultas de plantas sometidas a distintas concentraciones de Sb
durante 14 dias. Por el contrario, si se observan diferencias en los niveles de expresion de
GR_chl y GST, debido posiblemente a que la actividad de APX y de SOD se inicie mas
tarde. Dependiendo de la etapa de desarrollo foliar bajo estrés de estas plantas y el tiempo

de exposicion al mismo, el patron de expresion de estas enzimas puede variar.

Ademas 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 expresion de GSNOR no se alteran por la presencia de Sb. Este resultado
coincide con el observado por varios autores, que observan una expresion mas 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
Kubienova et al. (2014) y Jahnova et al. (2019), en tomate.
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La GSNOR puede ser regulada tanto a nivel transcripcional como postraduccional. Esta
regulacion contribuye al ajuste de la sefializacion de *NO en plantas. Por un lado, la
modificacién oxidativa reversible de los residuos de cisteina de GSNOR inhibe su
actividad enzimadtica in vitro, lo que sugiere una posible interaccion entre la sefializacion
de RNS y ROS (Lindermayr, 2018; Ticha et al., 2017). Ademas, la biosintesis de *NO en
plantas depende del sitio y la naturaleza del estimulo que desencadena su sintesis (Mur et
al., 2013; Yu et al., 2014). EI *"NO puede ser producido por vias oxidativas o reductoras,
reacciones enzimaticas o no enzimaticas (Mur et al., 2013; Yu et al., 2014). El aumento
del contenido de *NO y los cambios en la actividad de GSNOR muestran la participacion
de RNS en respuesta al Sb. En tomate, el Sb induce aumentos en el contenido en *NO,
pero la actividad y expresion 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 concentracion de H>O2 que conduce a un aumento de *NO para limitar

el desequilibrio redox inducido.

Los resultados obtenidos muestran que la expresion de SOD aumenta de tl a t3,
provocando un aumento de H>O». Una alta cantidad de H2O» es capaz de producir un
aumento de *NO en la raiz. El exceso de H2O» también ser utilizado para la sintesis de
lignina en las paredes celulares (sobre todo en las raices), y como un sistema de
inmovilizacion para el Sb (raices y hojas). A través de mutantes nox/ (sobreproduccion
de *NO con alto nivel de l-arginina y I-citrulina) y gsnorl-3 (actividad reducida de
GSNOR vy alto nivel de *NO, nitrato y RSNO) en 4. thaliana expuesta a concentraciones
toxicas de Cu?" (Feechan et al., 2005; Petd 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
(Petd et al., 2013). El mutante gsnorl-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 toxicas 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 raiz
(Arasimowicz-Jelonek & Floryszak-Wieczorek, 2014), bajo estrés abidtico por
compuestos xenobidticos que son coherentes con los resultados expuestos para el tomate.
Ademas, en otras especies de otras familias como P. sativum, bajo toxicidad por Cd, hay

un aumento de *NO junto con una disminucion de la actividad de GSNOR (Barroso et al.,
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2006). Esta divergencia en el patrén de GSNOR vy 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.

Analisis Filogenético y sobre los dominios y residuos proteicos de las isoformas de
GSTy GR

Mediante un andlisis bioinformatico profundo sobre las secuencias peptidicas y los
motivos de las isoformas estudiadas de las enzimas GR y GST se puede evaluar la
evolucion 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 ortélogos
descritos en especies de referencia de dicotiledoneas (Arabidopsis) y monocotiledoneas
(O. sativa y Z. mays). El estudio de las regiones funcionales o reguladoras de estas
enzimas es clave, tal y como describe Boliikbasi (2021), que también indican que estas
proteinas, GR y GST, pueden ser utiles para programas de mejora de plantas enfocados a

desarrollar variedades mas tolerantes a estreses bidticos y/o abidticos.

Tras evaluar estos analisis, se observa que existe una alta conservacion de los dominios
funcionales entre monocotiledéneas y dicotiledoneas, especialmente una alta

conservacion 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 t (tau), GSTF @
(phi), GST A (lambda), GST 0 (theta), GST Z (zeta), DHAR, TCHQD, EFIBy
(elongacion 1B, hemeritrina e lota) (Liu et al., 2013). Las isoformas GST tau y GST phi
son las que tienen mayor relevancia en los procesos de desintoxicacion de compuestos
xenobiodticos, ademas de ser las mas abundantes en las plantas (Kumar & Trivedi, 2018).
GST tau tiene una serie de residuos descritos tanto en A. thaliana como en O. sativa
(japonica), dicotiledonea y monocotiledonea, respectivamente, como residuos implicados
en la union de GSH. Estos residuos también se encuentran en las isoformas de GST
analizadas en tomate y otras solanaceas (pimiento o patata) (Figura 39). Entre los residuos
conservados destacamos dos residuos de arginina (Arg, R): Arg20, responsable de la
protonacion de GSH; y Arg98, que interviene en el establecimiento de un enlace de

hidrégeno que proporciona estabilidad a la enzima. Estos residuos en arroz
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(OsGST _TAU_23) son muy importantes porque su eliminacion conduce a la pérdida de
su region catalitica (Song et al., 2021). Tras analizar las dos isoformas de GST descritas
en Solanaceae, GST 'y GST TCHQD, ambas colaboran en procesos de detoxificacion de
compuestos xenobidticos 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 TCHQOD, Warner et al. (2008) describen
que en Sphingobium clorofenolicum cataliza la deshalogenacion reductora de TCHQ para
degradar el pentaclorofenol. Sin embargo, la ortologia no esta clara en Z. mays, donde se
requiere de mas informacion. Los resultados filogenéticos indican que la isoforma GST
TCHQD dentro de la familia Solanaceae parece que se diversifico tempranamente del
resto de las dicotiledoneas (Arabidopsis). Estas diferencias pueden conllevar a que se
encuentran regiones especificas dentro de la familia Solanaceae, aunque falta profundizar
mas en el estudio de esas regiones o dominios especificos. Es posible que el origen de
esta divergencia se deba a procesos de duplicacion génica. Estos procesos desempefian
un papel importante en la evolucion de las plantas y pueden servir para la adquisicion de
nuevas funciones (Huang et al., 2022) . Los procesos de duplicacion 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 duplicacion de un solo gen seria suficiente para la aparicion

de nuevos genes (Magadum et al., 2013).

Un tipo de duplicacion génica es la duplicacion en tandem, que involucra dos o mas genes
homologos adyacentes entre si en el genoma (Jander & Barth, 2007). Tanto en las
Brassicaceae (Arabidopsis) como en las monocotiledoneas, se han producido
duplicaciones en tandem. De hecho, este tipo de regiones representa una proporcion
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 excepcion. Dentro de esta familia, hay muchos fragmentos
cromosémicos duplicados. Ademas del proceso de duplicacion experimentado por todas
las dicotiledoneas, hace aproximadamente 65 millones de afios, las especies de
Solanaceae tuvieron otro evento de duplicacion (Consortium tomato, 2012). Los genes
duplicados se separaron posteriormente. Por lo tanto, esto puede explicar por qué las
regiones de GR y GST estan conservadas en algunos residuos. Los residuos conservados
pueden permitirles desempefar su funcion, 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 expresion de los genes
codificantes de enzimas de defensa, observandose diferencias en los patrones de
expresion de las enzimas APX, GR_chl, GST y SOD entre las hojas de verticilos mas
apicales (hojas jovenes) frente a las hojas de verticilos mas basales (hojas mas adultas) a
t3. En general, ante el estrés por Sb, se observa una clara tendencia al aumento de la

expresion de APX'y SOD en raices y hojas adultas, pero no en hojas jovenes.

La expresion de las dos isoformas de GR evaluadas es mayor en t3 y a medida que
aumenta concentracion de Sb, excepto en las hojas de plantas sometidas a 0,5 mM Sb. El
incremento de la expresion en t3 es consistente con los resultados de la actividad
enzimatica descritos en las experiencias previas sobre hoja adulta y raiz en t3,
posiblemente porque sea necesario para la regeneracion de GSH. GST muestra un patron
de expresion similar en raicse y hojas jovenes a tiempo final (t3), a pesar de que su
expresion en hojas disminuye a medida que aumenta el tiempo de exposicion. La isoforma
GST TCHQD muestra un patron de expresion que disminuye con el tiempo de exposicion
al metaloide, siendo significativamente inferior en raices y hojas a tiempo final (excepto
en raices bajo 0,5 mM Sb). DHAR muestra una mayor expresion sin que aumente su
actividad. El aumento de expresion 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 expresion
del gen codificante de la enzima GSNOR vy la variacion del contenido de *NO en la raiz
de plantas sometidas a concentraciones toxicas de Sb. La respuesta de GSNOR puede
estar condicionada por el tipo de estrés y especie vegetal. La expresion de estos genes

depende del desarrollo, 6rgano y del grado de estrés (Figura 40).

El andlisis filogenético revela una alta conservacion de los dominios funcionales y
residuos descritos para las diferentes isoformas de GR y GST de especies modelos de
monocotiledoneas, dicotiledoneas y otras solanaceas. Por otra parte, posibles eventos de
duplicacién 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 expresion de genes relacionados

con las actividades antioxidantes en plantas de S. lycopersicum
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4.3. Evaluacion 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 dias (27 dias de edad) bajo toxicidad de
0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, muestran una significativa reduccion en la longitud de la parte

radicular y de la parte aérea en relacion con las plantas control, asi como del area foliar y

de los PF y PS (Figuras 41 y 42, Tabla 9).

10cm

Control 0,5 mM Sb 1,0 mM Sb

Control 0,5 mM Sb 1,0 mM Sb

Figura 41. (A) Plantas enteras de D. viscosa y (B) hojas procedentes de plantas control y tratadas con 0,5

mM Sby 1,0 mM Sb (17 dias de tratamiento con Sb).
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Figura 42. indice de area 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 area foliar disminuye en respuesta a la toxicidad de Sb, con valores similares para las
dos concentraciones utilizadas. El area foliar total de las plantas control es de 417,5 +
75,9 ¢cm?, reduciéndose este valor hasta 209,4 + 34,6 cm? y 264,6 + 85,8 ¢cm? para los
tratamientos con 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente (Figura 42). Se produce una
disminucioén de la longitud (Tabla 9) del 28% y del 36% de las raices 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 raices, siendo similares (en torno al 20%) para
ambas concentraciones. En las raices, se observa una reduccion 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 disminucion 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 acumulacion 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 absorcidon y acumulacion 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 acumulaciéon mayor
en la parte radicular que en la derea. Asi, en presencia de 0,5 mM Sb se observa una
acumulacion de este elemento en las raices de 13503 ug g! PF, mientras que si la
concentracion del medio es de 1,0 mM Sb se alcanzan los 24450 pg g'! PF. La cantidad
de Sb que se acumula en la parte aérea es mucho menor, con valores de 810 ug g'! PFy
1547 ug g! PF, para 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente. En las raices control se
detecta 4,1 pg g! PF, mientras que en la parte aérea no aparece. Los valores de FB
obtenidos muestran claramente la gran capacidad de absorcién y acumulacion de Sb en
raices de D. viscosa. Los valores del FB calculados son similares para ambas
concentraciones, aunque dependen del 6rgano. La absorcion muestra una tendencia a la
saturacion, 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 raices y parte aérea, valores de factor de bioacumulacion (FB) y factor de
translocacion (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).

Tratamiento Sb (ug Sb g! PF) FB FT
Raices Parte aérea Raices Parte aérea
Control 4,1+1,1¢ - - - -
0,5 mM Sb 13503 + 225b 810 + 52,5b 224 12,12 0,060
1,0 mM Sb 24450 + 3562 1547 + 75,02 2022 12,82 0,0632

La presencia de Sb en el medio, y su absorcion por los tejidos altera la absorcion y
acumulacion 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 raices como en parte aérea,
hasta valores muy similares para ambas concentraciones de Sb. El contenido en Ca y Mg

solo disminuye en las raices, manteniéndose sin alteracion en la parte aérea. La excepcion
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entre los macroelementos es el P que no muestra alteracion de su contenido total ni en
parte radicular ni aérea. En los micronutrientes, se observa como el contenido en Fe y Cu
sufre un fuerte descenso, mayor en raices que en parte aérea, siendo la alteracion 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 raices 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 relacion a los valores control. El B s6lo desciende en la
parte radicular, y aumenta su contenido total en la parte aérea (20% para ambas

concentraciones toxicas de Sb).

Efecto del Sb sobre el contenido en pigmentos fotosintéticos y eficiencia fotosintética

En la Tabla 12 se muestra cémo 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 relacion 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 disminucién en el contenido en
clorofilas, la relacion 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, observandose 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 alteracion en el contenido en clorofilas
y carotenoides en respuesta al estrés inducido por la toxicidad de Sb, pero la eficiencia
fotosintética solo se ve afectada y de forma muy ligera por la concentraciéon mas alta, lo
que indica la capacidad de D. viscosa para mantener sus niveles normales de fotosintesis

bajo estas condiciones de estrés.
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Peroxidacion lipidica y contenido de ROS

El dafio oxidativo es determinado por la medida de la peroxidacion lipidica tanto en raices
como en hojas. En raices, la toxicidad de Sb produce un fuerte incremento de la
peroxidacion de los lipidos de membrana, con incrementos del 21% y 43% para 0,5 mM
Sb y 1,0 mM Sb, respectivamente, en comparacion con los valores control (Figura 43A).
Sin embargo, sorprendentemente en las hojas no se observa incremento en los niveles de

peroxidacion lipidica, con valores incluso inferiores a las plantas control.

Con respecto a la produccion de O™ (Figura 43B), se observa un incremento en raices
que fueron similares en valor (=14%) para las dos concentraciones de Sb utilizadas. Estos
resultados coinciden con la observacion de la produccion y acumulacion de O™ en raices
mediante sondas de fluorescencia especificas (Figura 44A,D) en las que se ve que la
fluorescencia es muy similar en las raices tratadas con Sb, independientemente de la
concentracion utilizada. En las hojas (Figura 43A,B) se produce un aumento del 18% con

1,0 mM Sb, pero no se observa alteracion alguna con 0,5 mM Sb.

En cuanto al contenido en H>O», se observa como la toxicidad del Sb provoca un aumento
significativo en el contenido de H20O: en raices, 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 H>O, acumulada
determinada por microscopia de fluorescencia (Figura 44B,E), se observan fuertes

aumentos en respuesta a la toxicidad de Sb (x2,5 y x3,1 para las dos concentraciones de
Sb).

También se observa como el contenido de *NO bajo condiciones de estrés por Sb aumenta
en ambos organos (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 raices y hojas respectivamente. Las imagenes de fluorescencia
muestran este claro aumento en el contenido de *NO de las raices (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 raices y hojas de plantas expuestas a la

toxicidad del Sb. Como puede observarse, se produce un fuerte aumento en las raices
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(52%, o x1,5), siendo similar para las dos concentraciones de Sb utilizadas. El
comportamiento es similar en las hojas, siendo un incremento mas moderado (18%, x1,2).
Nuevamente, las iméagenes de fluorescencia permiten visualizar este aumento en la
cantidad de H>S acumulado en las raices (Figura 44G,J) (x2,2 y x2,4 para 0,5 mM Sb y

1,0 mM Sb, respectivamente).
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Figura 43. Efecto del Sb sobre la peroxidacion lipidica (A), la produccion de Oz (B) y el contenido de H>O»
(C), °NO (D) y H2S (E) en raices (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 raices también se observa un fuerte aumento, como
se puede ver en las imdgenes de microscopia de fluorescencia (Figura 44H,K) (x2,2 y
x2,6, para Sb 0,5 mM Sb y 1,0 mM Sb). El tratamiento con Sb también altera el contenido
en RSNOs (Figura 441,L). Asi, mediante fluorescencia se observa como en las raices hay
un fuerte aumento en la produccion y acumulacion de estos compuestos para ambas
concentraciones de Sb utilizadas. Asi, los RSNOs aumentan un 52,9% cuando las raices

se tratan con 0,5 mM Sb y un 70% cuando es con Sb 1,0 mM Sb.
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de intensidad de fluorescencia cuantificados en unidades arbitrarias (D-F, J-L), respectivamente. Se
analizaron al menos cinco raices para cada condicion experimental y cinco repeticiones independientes

(letras distintas indican diferencias significativas a p < 0,05, prueba U de Mann-Whitney). Barra: 200 um.
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Efecto del Sb sobre las actividades antioxidantes enzimaticas

La actividad SOD disminuye en raices, 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
raices, mientras que en hojas se producen aumentos del 13% y 22,4%, respectivamente,
en relacion a los valores que se observan en hojas control. La actividad POX (Figura 45B)
no muestra alteracion alguna inducida por Sb en raices, 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 raices 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 raices 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 actividlad 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 raices y hojas respectivamente. En cuanto a la actividad GR (Figura 45F) no se
observan cambios en raices por el tratamiento con Sb, y en hojas el comportamiento
fluctia 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 raices (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 raices 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 raices
como en hojas, aunque este aumento es significativo solamente con 1,0 mM Sb (24 y 25%

en raices y hojas respectivamente).
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La actividad de GST (Figura 46C) en raices 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.
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Figura 46. Efecto de Sb sobre las actividades GSNOR (A), L-DES (B) y GST (C) en raices (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 fendlicos

Previa a la determinacioén del contenido en compuestos fenolicos, se realizan medidas
relacionadas con el metabolismo de estos fenoles, asi se miden las actividades CA-POX

y PPO, enzimas implicadas en su oxidacion.

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 raices 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 raices disminuye dependiendo de la concentraciéon 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 fendlicos (Figura 47C) muestra como en las raices se
incrementan leve, pero significativamente, en respuesta al tratamiento con 0,5 mM Sb, y
sin alteracion respecto del control para 1,0 mM Sb. Por el contrario, en las hojas se
observa una disminucion 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 oxidaciéon por la PPO de estos

compuestos es superior en raices.
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flavonoides (D), en raices (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 AsSA-GSH

Se observa que en raices el contenido de AsA muestra una reduccion 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 raices 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 raices como en hojas, excepto
en 0,5 mM Sb en raices cuando no se producen alteraciones. Finalmente, la relacion
AsA/DHA muestra una disminucion no significativa en raices 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 como el contenido en
GSH sufre un fuerte descenso, sobre todo en raices, en una respuesta tanto mayor cuanto
mayor es la concentraciéon de Sb utilizada. El contenido en GSSG también desciende,
sobre todo en raices y para 1,0 mM Sb. Como consecuencia de estas alteraciones el
contenido total (GSH+GSSG) desciende, siendo este efecto nuevamente mucho mas
fuerte en raices que en hojas. Finalmente, la relacion 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 relacion
AsA/DHA, los contenidos de GSH, GSSG y glutation (GSH+GSSG) y la relacion 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).

Tratamiento AsA (nmol g' PF) DHA (nmol g! PF)
Raices Hojas Raices Hojas
Control 76,86 + 7,63* 185,30+ 15,61° 308,23 +18,57° 1827,49 +129,10°

0,5mMSb 70,30+ 8,53 21021+10,17°  339,24+28,13*  1288,89 452,30
10mMSb 64,55+ 8,05 213,97 £22,80° 24341+ 13,10°  1021,50 + 100,13¢

Tratamiento AsA + DHA (nmol g' PF) AsA / DHA (nmol g' PF)

Raices Hojas Raices Hojas
Control 385,06 +21,14* 2012,72 + 92,75* 0,249 +0,030° 0,101 +0,009¢
0,5 mM Sb 409,54 +32,17* 1499,10+105,11° 0,210 +0,024° 0,164 + 0,009°

1,0 mM Sb 307,92 + 18,50° 1237,47 £ 107,98° 0,264 £ 0,027* 0,224 + 0,044*

Tratamiento GSH (nmol g PF) GSSG (nmol g PF)
Raices Hojas Raices Hojas
Control 2,81 +0,322 5,01 +£0,72* 0,34 +0,04* 10,10 + 1,82
0,5 mM Sb 0,90 +0,12° 3,48 £0,16° 0,23+0,11° 10,25 +0,86*
1,0 mM Sb 0,54 +0,23¢ 2,60 + 0,29¢ 0,14 +0,08° 8,31 +0,49°
Tratamiento GSH + GSSG (nmol g PF) GSH / GSSG (nmol g' PF)
Raices Hojas Raices Hojas
Control 3,15+ 0,30* 1511+1,53* 8,36 +1,3* 0,492 +0,035*
0,5 mM Sb 1,13 +0,21° 13,73 £ 1,10 3,91 +0,8° 0,342+ 0,014°
1,0 mM Sb 0,68 + 0,24° 10,91 + 0,57° 3,85+ 0,9 0,316 + 0,044
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4.3.2. Discusion

La exposicion de D. viscosa a elevadas concentraciones de Sb provoca reduccion del
crecimiento y de la produccién 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 dias, se ve reducida la
longitud, el PF, y el PS tanto de la parte radicular como de la parte aérea, asi como de la
produccion total de biomasa. La reduccion del crecimiento es mas pronunciada en las
raices 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
concentracion de Sb. (Chai et al., 2016; Ortega et al., 2017; Tschan et al., 2009b; Zhou et
al., 2018) .

El Sb se acumula mayoritariamente en raices, siendo esta acumulacion 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 raices 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 acumulacion, posiblemente debido
a la menor biodisponibilidad de Sb en los suelos que estudiaron en comparacion con los

niveles aportados en este trabajo, donde las plantas crecen en cultivo hidropdnico.

La absorcion 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 raices como en la parte aérea. Sin embargo, el
contenido de P se mantiene inalterado. Shtangeeva et al. (2012) describen una
disminucién en el contenido de Ca y K bajo toxicidad de Sb, mientras que (Zhu et al.,
2020b) describen la disminucién en el contenido de K pero un aumento en el contenido
de Ca. El contenido de Mg disminuye en raices (Zhu et al., 2020b), pero esta disminucion

es mucho menor en la parte aérea, observandose un FT para este elemento mucho mayor

160



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 mas
acusado en raices, 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 disminucioén del
contenido de Fe y Zn, con aumentos de Mg y Cu. El comportamiento de Mn es diferente,
disminuyendo en las raices, 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 practicamente sin cambios, con ligeras fluctuaciones que, junto con la menor
disminucién del contenido de Mg, podria contribuir a mantener la eficiencia fotosintética.
Este resultado es similar al descrito por Rodriguez-Ruiz et al. (2019) quienes observan
descensos del contenido de Mg y Mn en las raices, 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
disminucioén en su biosintesis (Pan et al., 2011; Xue et al., 2015; Zhang et al., 2010) o por
un aumento en su degradacion (Jain et al., 2010; Jaleel et al., 2009). La relacion 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 disminucion del contenido de clorofila b que la observada
para la clorofila a, posiblemente debido a una mayor degradacion 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 disminuciéon en el
contenido de carotenoides como en la relacion carotenoides/clorofilas (Zhou et al., 2018).
Este aumento en el contenido de carotenoides, sumado a la disminucién del contenido
total de clorofilas, hace que la relacion carotenoides/clorofilas también aumente. La
toxicidad de Sb induce un aumento en la produccion de ROS que afecta negativamente al
contenido de clorofilas. La relaciéon clorofila a/b estd relacionada con el grado de
apresamiento y fluidez de las membranas tilacoidales (Anderson & Aro, 1994; Chow,
1999). El aumento de la relacion clorofila a/ b es interesante ya que refleja los cambios

que se producen en la funcionalidad de las membranas tilacoidales, modificando su estado
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de apresamiento y con ello el funcionamiento del PSII (Anderson & Aro, 1994). La
relacion 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. Asi, 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 fotoinhibicion (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 capitulo
4.1 de este trabajo, se observa, en girasol y en tomate, coémo la toxicidad de Sb induce un
aumento en la relacion 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.
Soélo se observa una ligera disminucion, no significativa, con 1,0 mM Sb. El aumento de
la relacion clorofila a/b en D. viscosa es porcentualmente menor que el observado en H.
annuus (Ortega et al., 2017) y S. lycopersicum (capitulo 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 como junto con la disminucién de clorofilas, se produce un aumento
en el flujo de disipacion de energia, lo que conduce a una disminucion de la eficiencia
fotosintética en respuesta a esta toxicidad. En D. viscosa los valores de Fo y Fm se
mantienen constantes, lo que hace que la eficiencia fotosintética también lo haga. El
mantenimiento estable de los valores de Fo puede indicar que el centro de reaccion del
PSII no esta afectado, sin reduccion del flujo de energia desde las clorofilas antena hasta
el PSII. Este efecto puede deberse al control en la produccion de ROS. Ademas, la Fy sin
cambios parece indicar que tampoco existen alteraciones significativas en la
ultraestructura de las membranas tilacoidales, a pesar de un mayor apresamiento que
podria 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 asi la funcionalidad del PSII del dafio oxidativo (Chai et al., 2017;
Palm et al., 2017; Sanita di Toppi et al., 2009; Simkin et al., 2008).

En raices, las concentraciones utilizadas de Sb producen un aumento en el contenido de
H>0O> y, en menor grado, de O2"". Una consecuencia del aumento de ROS es el aumento
de la peroxidacion lipidica que se observa. Sin embargo, en hojas no hay aumento en la

peroxidacion lipidica a pesar del aumento en la produccion de estas ROS. El aumento en
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la produccién 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 produccion de O;" fue mucho menor que el observado previamente en H.
annuus (Ortega et al., 2017), y S. lycopersicum (capitulo 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 peroxidacion lipidica como en el contenido de H>O»
(Alyemeni et al., 2018; Kaya et al., 2020a). Este aumento de la peroxidacion lipidica 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 alteracion de los
niveles de peroxidacion lipidica en hojas puede estar relacionada con el desempefio eficaz
del sistema antioxidante y con la capacidad de esta planta para compartimentalizar en las
raices 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 peroxidacion lipidica.

El ligero aumento en la produccion de O>" esta en consonancia con la disminucioén de
actividad SOD que se observa en raices y el pequefio aumento en hojas. El sistema
antioxidante enzimatico se ve alterado por la toxicidad del Sb. Las actividades POX y
APX se comportan de forma similar en raices y hojas, no aumentan su actividad y
muestran valores similares a los controles, incluso inferiores. La disminucion de estas
actividades provoca la acumulacion de H>O3, a pesar de la disminucion de la actividad de
SOD en raices, 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; Vaculikova 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 raices. La diferente respuesta de estas
enzimas antioxidantes segliin el 6rgano también es descrita por Rodriguez-Ruiz et al.
(2019) en plantas de guisantes sometidas a estrés por As, en las que la expresion de la
SOD disminuye fuertemente en las raices, pero no en las hojas, mientras que la actividad
de APX aumenta en las raices y disminuye en las hojas. El aumento en el contenido de
H>0: puede estar siendo aprovechado para realizar procesos de lignificacion, que pueden

constituir una primera barrera de defensa para reducir la entrada de Sb a las raices. Esta
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posibilidad esta respaldada por el fuerte aumento, en respuesta a la toxicidad de Sb,
mostrado por la actividad CA-POX, peroxidasa apopléstica de clase III, implicada en la
produccion de lignina. Ademads, aunque el contenido total de compuestos fendlicos 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 fendlicos con fuertes actividades antioxidantes. Ademads, 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; Vaculikova et

al., 2014; Zhu et al., 2020a).

En cuanto al resto de enzimas del ciclo AsA-GSH, la actividad DHAR aumenta en las
raices, 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 6rganos, mientras la actividad
GR no muestra cambios significativos en las raices, 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 6érgano estudiado y de la concentracion 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 disminucion en las actividades de DHAR y
MDHAR. Por su parte, Rodriguez-Ruiz et al. (2019) describen aumentos o disminuciones
en las actividades GR, MDHAR y DHAR dependiendo del 6rgano, en respuesta a la
toxicidad de As, coincidiendo con los resultados aqui descritos. Por el contrario, Feng et
al. (2009) describen una disminucién en la actividad de GR inducida por la toxicidad de
Sb. La disminucion 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 comparacion con las raices. Ademas, la relacion GSH/GSSG disminuye
menos en las hojas que en las raices. Este comportamiento dependiente del 6rgano
estudiado es también observado Zhang et al. (2008) en O. sativa sometido a toxicidad por
Cd, que describen un comportamiento 6rgano-dependiente de la actividad GST, con
aumentos en hojas y disminuciones en raices, sugiriendo la posible existencia de
diferentes isoenzimas y diferentes niveles de expresion. Mostofa et al. (2015) observan
una disminucién de la actividad GST en hojas de O. sativa sometidas a toxicidad por Cd,
con aumentos en el resto de actividades enzimaticas antioxidantes. El aumento de esta
actividad observado en las raices 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 raices como en hojas. Por otro lado, Hou et al.
(2019) observan en A. thaliana cdmo 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 raices de D. viscosa, el Sb produce un aumento de la actividad GST, que detoxifica

este metaloide uniéndolo al grupo tiol del GSH, protegiendo asi del dafio 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 raices 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. Ademas, 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 varian segun el 6rgano. Por el contrario, Rodriguez-Ruiz et al. (2019)
describen como la toxicidad de As en guisantes inhibe tanto de la actividad GSNOR como

de la formacion de *NO y ONOO".

Con respecto al efecto que la toxicidad de Sb presenta sobre la produccién de HaS,
estudios previos han descrito como la aplicacion exdgena H»S actiia 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 interconexién entre H>S 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 HoS, més marcado en raices 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
funcion del HaS endogeno. Kaya et al. (2020a) han descrito aumentos en el contenido de
H>S y *NO en condiciones de toxicidad de Cd en el trigo, con un aumento notable en el
contenido de H>O: 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 H>S enddgeno,

lo que induce la formacion de compuestos quelantes de Cd ademds de actuar
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disminuyendo el flujo de Cd a través de las membranas. Por el contrario Kushwaha &
Singh (2020b) muestran cémo la toxicidad de Cr provoca un descenso en los niveles de
H>S endoégeno, aunque la aplicacion de HaS exodgeno actiia 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
HaS 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). Asi, el aumento del contenido
de *NO puede contribuir a reducir tanto la formacién de O,", a través de su efecto
inhibidor sobre la RBOH, como su acumulacion, a través de la formacion de ONOO™. El
aumento de la actividad GSNOR puede actuar para mantener los niveles de *NO,

regulando asi sus efectos.

Los resultados de este trabajo muestran como el Sb induce una respuesta diferente
dependiendo del 6rgano estudiado. Asi se observa una disminucion en el contenido de
AsA en las raices, pero no en las hojas, mientras que el contenido de DHA si disminuye
en ambos 6rganos. Esta alteracion 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 relacion AsA/DHA disminuya ligeramente en
las raices, pero aumente en las hojas. En raices de tomate expuestas a toxicidad de Cr
(Kushwaha et al., 2020a), se ha observado como el contenido de AsA disminuye, sin que
se observen cambios significativos en la cantidad de DHA, lo que provoca también una
disminucion 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 desempeiia un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis redox celular (Foyer & Noctor, 2011; Hasanuzzaman
et al., 2017), se observa cémo el Sb altera su contenido. Se producen descensos de los
contenidos tanto de GSH como de GSSG, y de la relacion GSH/GSSG, especialmente en
las raices. Esta disminucion puede ser debida por la alta capacidad del Sb para unirse a
grupos tiol (Sun et al., 2000), siendo este efecto es mas fuerte en raices, donde se
encuentra la mayor acumulacion 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 toxicas
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de Cr en raices de plantas de tomate (Kushwaha et al., 2020a), en condiciones toxicas de
Cd en raices y hojas de alfalfa (Cui et al., 2014), y de arroz (Mostofa et al., 2015).
Ademas, en guisantes sometidos a toxicidad de As, Rodriguez-Ruiz et al. (2019)
describen disminuciones en el contenido de GSH y GSSG tanto en raices como en hojas.
La disminucion en el contenido de GSH puede deberse a que actiia como sustrato para la
sintesis de fitoquelatinas que, posteriormente, pueden actuar para formar quelatos con Sb
(Rodriguez-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 disminucion del contenido de GSH junto con el
aumento de la actividad de GST observado en las raices pueden, junto con el fuerte
aumento de la actividad de la CA-POX, pueden ser la causa de la gran acumulacién de

Sb que se produce en este érgano.

La toxicidad de Sb provoca un aumento en la formacién de complejos Sb-tioles,
favoreciendo asi su inmovilizacion, y reduciendo su absorcion y transporte (Huang et al.,
2021a), como muestra el bajo FT de este metaloide en D. viscosa. Shi et al. (2014)
muestran cémo la interaccion de H»S y *NO es necesaria para inducir la respuesta de
defensa frente al estrés por metales pesado. El aumento del contenido de HoS 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 H>S y *NO enddgenos aumentan en respuesta al tratamiento con Cd (Shivaraj et al.,
2020). El *NO puede prevenir los aumentos de O y la peroxidacion lipidica (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, ademas de su interaccion con *NO y H>O, 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 raices como en hojas (Figura 48). La gran
capacidad de las raices de Dittrichia para acumular Sb es la razon del diferente
comportamiento observado en los sistemas enzimaticos antioxidantes de los dos 6rganos.

En raices, el aumento en los niveles de ROS inducido por Sb se correlaciona con un
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aumento en los niveles de peroxidacion lipidica, reflejando el desarrollo de dafio
oxidativo a nivel de este drgano. Es en las raices donde se detecta la mayor cantidad de
Sb en la planta, con poca capacidad de translocacion a la parte aérea. La toxicidad de Sb
causa alteraciones en las actividades de SOD, APX, DHAR, MDHAR y GR en raices,
pero poca alteracion en hojas. Se produce la disminucioén de los componentes del ciclo
AsA-GSH, lo que unido al aumento de la actividad de GST en raices, muestra la
capacidad del GSH para interaccionar con Sb, uniéndose y siendo posiblemente esta la
principal forma de acumulacion y desintoxicacion que presenta D. viscosa como
respuesta a este metaloide. El Sb altera el equilibrio de ROS, especialmente con respecto
al H202, lo que provoca un aumento de *NO y HzS, que actlian sobre el sistema
antioxidante para limitar el desequilibrio redox inducido por Sb. Ademas, los aumentos
en el contenido de *NO, ONOO~ y RSNOs, y la actividad de GSNOR son evidencias de
la participacion de RNS en esta respuesta. Posiblemente, la mayor parte del exceso de
H>O:> puede utilizarse en el proceso de sintesis de lignina, tanto en las paredes celulares

de las raices como de las hojas como sistema de inmovilizacion 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 acumulaciéon 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 dafios necroticos. Dittrichia presenta valores
de bioacumulacién de Sb, sobre todo en sus raices, 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 caracterizacion molecular parece que Dittrichia puede ser una planta
bioacumuladora de Sb, susceptible de ser utilizada en procesos de descontaminacion de
suelos con presencia de Sb. En esta capacidad de respuesta el GSH parece ser un factor

clave, asi como la interaccion H2O, *NO y H»S.
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Figura 48. Esquema general de los efectos de la toxicidad de Sb sobre los parametros de crecimiento,
pigmentos y eficiencia fotosintética, acumulacion de elementos minerales y Sb, produccion de ROS, RNS
y H2S, actividades antioxidantes, compuestos fenolicos, y componentes del ciclo AsA-GSH en plantas de

D. viscosa.
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5. Conclusiones

171



172



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 raices, con bajo factor de translocacion. 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.

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 raices, pero en hojas s6lo SOD y
APX aumentan su actividad. La homeostasis redox se ve alterada y el contenido
en GSH en raices desciende. Este descenso de GSH en raices podria afectar al

desarrollo radicular al alterar la distribucion de auxinas.

En plantas de Solanum lycopersicum bajo toxicidad de Sb se produce cambios en
la expresion de SOD, APX, DHAR, GRcuy GSTrcrop, pero no la de GRey, GST'y
GSNOR, que s6lo lo hacen significativamente en un 6érgano determinado, para una
determinada concentracion y en un determinado tiempo de tratamiento. La
expresion depende del 6rgano, raiz/hoja, de la concentracion de Sb y del tiempo

de exposicion a la toxicidad.

El andlisis de interacciones protéicas muestra una estrecha relacion entre las
enzimas SOD, APX, DHAR, GRci, GRcyr y GST. Las que mayor interaccion
muestran son APX y GR, mientras que GSNOR y GSTrcugp son las que tienen
menor interaccion. DHAR, GST y GR.» muestran una alta interaccion entre si. El
andlisis filogénetico revela una alta conservacion de los dominios funcionales y
residuos en las isoformas de GR y GST. Las divergencias pueden deberse a

duplicaciones génicas.

En plantas de Dittrichia viscosa la toxicidad por Sb provoca un menor desarrollo
y una fuerte acumulacioén de este metaloide en sus tejidos, sobre todo en raices,
mostrando baja capacidad de traslocacion. El contenido en Fe, Mn y Cu
desciende, mientras que en Mg sdlo desciende en raices. 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

H>S, sin aumento en los niveles de peroxidacion lipidica. Las actividades SOD,
APX, DHAR, MDHAR, GR y GST se ven alteradas, aunque no de igual manera
en hojas y raices. Por el contrario, las actividades CA-POX, GSNOR y L-DES
aumentan en ambos oérganos dependiendo de la dosis de Sb. Esto indica la
implicacion de las peroxidasas, el *NO y el HoS en la respuesta al Sb. Se produce
una alteracion del contenido de GSH, sobre todo en raices, afectando la
homeostasis redox. El descenso del GSH indica el papel clave que desempefia en

el proceso de detoxificacion de Sb, mediante la formacion de complejos GSH-Sb.

La respuesta fisiologica de Dittrichia viscosa a altas concentraciones de antimonio
evidencia que, a falta de la caracterizacion molecular, puede ser una planta
bioacumuladora de Sb, susceptible de ser utilizada en procesos de
descontaminacion de suelos con presencia de Sb. En esta capacidad de respuesta

el GSH parece ser un factor clave, asi como la interaccion H2O2, *NO y H»S.
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A. CoA Acetil coenzima A

ADH3 Alcohol deshidrogenasa de clase III
Ala Alanina

AOX Oxidasa alternativa

APF 3'-(p-aminofenill) fluoresceina
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 carbonica

CA-POX Coniferil-alcohol peroxidasa
CaM Calmodulina

cAPX Ascorbato peroxidasa del citosol
CAS B-cianoalanina sintasa

CAT Catalasa

CDNB 1-cloro-2,4-dinitrobenceno

CHR % Contenido hidrico relativo

COS Sulfuro de carbonilo

CS Cisteina sintasa

Cys Cisteina

DAF-2DA Diaminofluoresceina diacetato
DCF-DA 2,7 -diclorofluoresceina diacetato
DHAR Dehidroascorbato reductasa
DHE Dihidroetidio

DMAB 4-(Dimetilamino)benzaldehido
DTT DL-ditiotreitol

ECS Glutamilcisteina sintasa

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EF Eficiencia fotosintetica

Fo Fluorescencia minima

FAD Flavin adenin dinucleo6tido

FAO Organizacion de Naciones Unidas para Agricultura y Alimentacion
FB Factor de bioacumulacion

Fd Ferredoxina

Fm Fluorescencia maxima
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FMN Flavin mononucleotido

FNR Ferredoxina NADP reductasa

FT Factor de translocacion

Fv Fluorescencia variable

Glu Glutamato

Gly Glicina

GR Glutation reductasa

GS Glutatién sintasa

GSH Glutatién reducido

GSNO S-nitrosoglutation

GSNOR S-nitrosoglutation reductasa
GSSG Glutatién oxidado

His Histidina

HR% Humedad relativa

ICP-MS Espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente
L-DES L-cisteina desulthidrasa

Lys Lisina

MBTH Clorhidrato de 3-metil-2-benzotiazolinona-hidrazona
MDA Malondialdehido

MDHAR Monodehidroascorbato reductasa
MoCo Pterina complejo de molibdeno
NBT Nitroazul tetrazolio

NEM N-etilmaleimida

NifS-like Cluster de proteinas nitrogenasas
NiNOR Nitrito-NO reductasa

NOS NO sintasa

NOS Oxido nitrico sintasa

NR Nitrato reductasa

OAS O-Acetil serina

OASTL O-Acetiserin(tiol)liasa

OMS Organizacién Mundial de la Salud
PBS Tampon fosfato sodico

PCD Muerte celular programada

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PET Tereftalato de polietileno

PF Peso fresco

Pi Fosfato inorganico

PLP Piridoxal 5’-fosfato

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
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POX
PPGs
PPO
Pro
PRX
PS
PSI/II
PTMs
PVPP
Pyr
RBOH-NOX

RNS
ROS
RSNO
RSS
RSU
sAPX
SAT
Ser
SiR
SOD
tAPX
TBA
TBE
TCA
TCHQD
TF
Thr
TRX
Tyr
UAF
UE
USEPA
XO
ZE

Peroxidasa

Fenilpropanoides glicosidos

Polifenoloxidasa

Prolina

Peroxirredoxina

Peso seco

Fotosistema I/11
Modificaciones postraduccionales

Polivinilpolipirrolidona

Piruvato

NADPH oxidasa de la membrana plasmatica, homoélogo de oxidasa

de macrofagos

Especies reactivas del nitrégeno

Especies reactivas del oxigeno

S-Nitrosotiol

Especies reactivas del azufre
Residuos so6lidos urbanos
Ascorbato peroxidasa del estroma

Serina acetil transferasa

Serina

Sulfito reductasa

Superdxido dismutasa

Ascorbato peroxidasa de los tilacoides
Acido 2-tiobarbitutrico

Tris borato y EDTA

Acido tricloroacético
Tetraclorohidroquinona deshalogenasa

Factor de transcripcion

Treonina
Tiorredoxinas

Tirosina

Unidades arbitrarias de fluorescencia

Unién Europea

Agencia de Proteccion Ambiental de Estados unidos
Xantina oxidasa

Zona de elongacion
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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 O».~, HoOo, 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. O,®~ generation increased slightly, while lipid peroxidation
increased only in roots. HyO,, NO, ONOO™, S-nitrosothiols, and H,S 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 HyO,. This led to an increase
in NO and H,S acting on the antioxidant system to limit that Sb-induced redox imbalance. The
interaction NO, HpS and HyO, appears key to the response to stress induced by Sb. The interaction
between ROS, NO, and H;S 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,

Antioxidants 2021, 10, 1698. https:/ /doi.org/10.3390/antiox10111698

236

https://www.mdpi.com/journal/antioxidants



g ) L] L]
> antioxidants

Article

Effect of Thallium(I) on Growth, Nutrient Absorption,
Photosynthetic Pigments, and Antioxidant Response of
Dittrichia Plants

Francisco Espinosa *(*, Alfonso Ortega, Francisco L. Espinosa-Vellarino and Inmaculada Garrido

check for
updates

Citation: Espinosa, F; Ortega, A.;
Espinosa-Vellarino, EL.; Garrido, I.
Effect of Thallium(I) on Growth,
Nutrient Absorption, Photosynthetic
Pigments, and Antioxidant Response
of Dittrichia Plants. Antioxidants 2023,
12, 678. https://doi.org/10.3390/
antiox12030678

Academic Editor: Stanley Omaye

Received: 30 January 2023
Revised: 2 March 2023
Accepted: 7 March 2023
Published: 9 March 2023

Copyright: © 2023 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

Research Group FBCMP(BBB015), Faculty of Sciences, Campus Avenida de Elvas s/n, University of Extremadura,
06006 Badajoz, Spain
* Correspondence: espinosa@unex.es

Abstract: Dittrichia plants were exposed to thallium (TI) stress (10, 50, and 100 uM) for 7 days. The
TI 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 (O;.7),
hydrogen peroxide (H,0,), and nitric oxide (NO) in the roots than in the leaves, with increases in both
organs in response to Tl toxicity, except for O,.~ production in the roots, which fluctuated. There was
increased hydrogen sulfide (H,S) 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 uM Tl, which showed increased
GSH. These TI toxicity-induced alterations modify the AsA/DHA and GSH/GSSG redox status. The
NO and H,S 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, x-tocopherols, and carotenoids [2,8].
The ascorbate—glutathione (AsA-GSH) cycle removes hydrogen peroxide (H,O;), 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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