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INTRODUCCIO

1. Contaminacié per metalls pesants

Els metalls pesants sén dels contaminants quimics més toxics que
existeixen ja que, com a elements quimics que son, no poden ser biodegradats
i, @ més a més, s'acumulen en les cadenes trofiques. Poden, per tant, produir

nombrosos efectes sobre els organismes vius.

Podem destacar per la seua especial toxicitat el Cd, el Hg i el Pb. Altres
com ara Cu, Fe, Mn, Ni o Zn, malgrat que son considerats elements traca i
necessaris a baixes concentracions, a concentracions elevades també poden
provocar efectes perjudicials en els éssers vius (Marschner, 1995; Larcher,
2003).

El present treball se centra en els efectes produits per dos metalls
pesants, Cd i Ni, durant el desenvolupament de plantes d'arros, ambdos
importants contaminants als paisos industrialitzats. Els diferents aspectes que

abarca la investigacio realitzada es relacionen en els Obijectius.

1.1. Origens de la contaminacio

Els metalls pesants, igual que la resta de contaminants quimics poden

tenir dos origens diferents:

- Origen natural, provinent de l'activitat geologica del planeta, com poden
ser les emissions de gasos volcanics i la meteoritzaci6 de roques

(serpentinites) que contenen elements pesants en la seua composicio .

- Origen antropic. Hi ha diferents activitats humanes altament contaminants,

com per exemple:

- algunes practiques agricoles com I'Us abusiu de pesticides i
fertilitzants que contenen guantitats traca de metalls pesants (Gimeno-
Garcia et al.,1996; Krishnamurti et al., 1996)

- la crema abusiva de combustibles fossils (centrals termiques,

transport, calefaccions...)
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- determinades activitats industrials: instal-lacions per a la producci6
de ciments, vidre, materials minerals i productes ceramics; refineries de
petroli i gas; industries del metall i instal-lacions incineradores de
minerals metal-lics; instal-lacions per a la produccié de pasta de paper;

productes quimics inorganics de base i sobretot I'activitat minera.

Tot aix0 ha fet que en els Ultims temps s’haja detectat un augment
molt important de les concentracions d'aquests metalls en l'aire, en les

aigues i en el sol (http://www.eper.cec.eu.int).

1.2. Nivells de contaminaci6

Cal assenyalar que en les dUltimes deéecades, amb lalt grau
d’industrialitzacié aconseguit i el fort increment de la demanda energeética, la
contaminacié ambiental per metalls pesants ha abastat nivells molt
preocupants que obliguen a un seguiment acurat i un control molt precis

per preservar els ecosistemes naturals i, per tant, la qualitat de vida.

Els grafics seglients representen les emissions dels metalls Cd i Ni a
I'atmosfera (Figura 1) i a l'aigua (Figura 2), que es produeixen arreu dels
pai-sos membres de la Unio Europea d’acord amb el seguiment realitzat per
'EPER (Inventari Europeu d’Emissions Contaminants)

(http://www.eper.cec.eu.int).
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Figura 1. Emissions de Cd i Ni a I’atmosfera per pais membre de la

Unio6 Europea.
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Figura 2. Emissions directes de Cd 1 Ni a I’aigua, per pais membre de la

Unio6 Europea.

Com pot observar-se en les figures 1 i 2 encara que Espanya és
el cinqué pais que menys Ni vessa a les aiglies directament, respecte als
altres estats membres estem en el tercer lloc en emissions directes de Cd a
l'aigua, en el segon en emissions de Cd a l'atmosfera i en el primer en
emissions de Ni a I'atmosfera. Entre les activitats que més contribueixen a
aguesta contaminacio per Cd i Ni destaquen les intal-lacions de combustio,
refinadores de petroli i gas, industries del metall (calcinacio, sinteritzacio,
producci6 de metalls...), elaboraci6 de productes quimics de base,
instal-lacions amb utilitzacié de dissolvents organics i instal-lacions per a la

produccio de ciment, materials minerals i productes ceramics.

A més de la contaminacio generalitzada de baixa intensitat que es
produeix en determinades zones per les activitats mencionades, cal no
oblidar que, ocasionalment, es poden donar episodis de contaminacié
puntual aguda, com el que va ocorrer I'any 1998 a Huelva, prop del Parc

Nacional de Dofana.
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2. Efectes de I'excés de Cd i del Ni sobre les plan  tes

Les plantes, al llarg del seu cicle biologic, poden veure’s sotmeses a un
fort estrés ambiental com a resultat de la preséncia de diferents contaminants
en el medi natural. Entre els estressos abiotics més importants a que poden

estar sotmesos els vegetals destaca la contaminacié per metalls pesants.

El Cd i el Ni s6n metalls pesants que es troben de forma natural a
I'escorca terrestre a concentracions relativament baixes, excepte en sols
ultramafics o serpentinics on el Ni és molt abundant (Larcher 2003). Si bé el
Cd no es considera un nutrient mineral, el Ni juga un paper important en el
metabolisme del nitrogen, ja que forma part de I'enzim ureasa i, per tant, és
essencial perqué les plantes hidrolitzen la urea, utilitzada amb molta freqtiéncia
com a fertilitzant nitrogenat per via foliar. I, com ja ha estat indicat previament
per alguns autors, pot estimular el creixement vegetal i la germinacié de les
llavors (Bollard, 1983; Gerendas et al., 1999).

Un dels problemes que presenten els metalls pesants en general i el Cd i
el Ni en particular rau en el fet que, si bé a concentracions traca no son
perjudicials (els vegetals tenen la capacitat de créixer i desenvolupar-se de
forma oOptima en un rang estret de concentracié d’alguns metalls presents al
medi), a concentracions per sobre del llindar de tolerancia de les espécies
poden produir efectes molt toxics que incideixen de forma important en el
desenvolupament de les plantes. Gran part dels simptomes de toxicitat, com
ara reduccié del creixement, clorosi, etc., sébn comuns per a diversos metalls
pesants pero també s’han descrit alguns més especifics en diverses plantes,
com necrosis foliars caracteristiques causades per Ni (Sun i Wu, 1998) o

pigmentacions purpuries en la toxicitat per Cd (Foy et al., 1978).

Diferents autors informen que un excés de Cd i Ni afecta un nombre
important de processos fisiologics i bioquimics en plantes (Slivinskaya, 1991;
Mattioni et al., 1997; Ahonen-Jonnarth i Finlay, 2001; Bertrand et al., 2001,
Carpentier, 2001). A més, si a aix0 afegim el fet que els vegetals son la
primera baula en les xarxes trofiques dels ecosistemes, ens trobem que
aguestes substancies poden afectar de manera importantissima el

desenvolupament dels éssers vius en general.
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Entre els efectes del Cd i el Ni sobre el desenvolupament de les plantes
destacarem els relacionats amb membranes i amb la sintesi d’etilé, hormona

implicada en situacions d’estrés.

2.1. Efectes sobre les membranes cel-lulars

La membrana plasmatica constitueix el primer punt de control en la
incorporacio dels metalls pesants en linterior cel-lular i pot jugar un paper
important en la tolerancia als metalls (Meharg, 1993). Pero també és un lloc
d’accio primari de la seua toxicitat. Canvis en els components proteics (enzims
lligats a membrana) o en els lipidics, per exposici6 a metalls, provoquen
variacions en la funcionalitat de les membranes, que poden causar alteracions
en l'absorcié d’elements minerals essencials i donar lloc tant a desequilibris
nutricionals (Greger i Lindberg, 1987; Moran et al., 1990; Breckle i Kahle, 1992;
Rubio et al., 1994; Hernandez et al., 1996; Ouariti et al., 1997), com a d’altres
transtorns fisiologics que afectarien de manera directa el creixement de les

plantes (Moya et al., 1993).

La bibliografia sobre aquest tema és abundant i, aixi, treballs amb arros
han demostrat que els tractaments amb Cd i Ni indueixen variacions tant en els
lipids del plasmalema com en [lactivitat ATPasa, enzim fonamental en la
incorporaciéo de nutrients (Ros et al.,1992), i altres, treballant amb diferents
espécies, informen d'un increment en la pérdua de K i altres electrolits en
teixits vegetals tractats amb Cd (Keck, 1978; De Filippis, 1979; Fuhrer, 1982).
La pérdua o la menor adquisici6 de nutrients essencials pot conduir a
desequilibris nutricionals responsables de la simptomatologia associada a la

toxicitat per metalls.

Aquests simptomes, pero, també poden ser, en part, consequencia de
multiples transtorns en processos fisiologics fonamentals, com ara el balang
hidric (Becerril et al., 1988; Poschenrieder et al., 1989), la fotosintesi (Becerril
et al.,, 1988; Moya et al., 1993) o la respiracid (Keck, 1978; Lamoreaux i
Chaney, 1978; Greger et al., 1991; Collier et al., 1993; Burzynski i Buczek ,
1994; Romanowska et al., 2002).
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Addicionalment, hi ha informaci6 del fet que els cations divalents
produeixen una despolaritzacié de les membranes cel-lulars (Kennedy i
Gosalves, 1987; Aidid i Okamoto, 1992) i fou suggerit que aquest efecte
estaria relacionat amb la toxicitat dels metalls. D’acord amb els resultats d’Aidid
i Okamoto (1992) en tiges d’'Impatiens balsamina la component depenent de la
respiracio del potencial de membrana resultaria inhibida irreversiblement,

mentre que la component passiva romandria sense canvis.

2.2. Etilé i altres hormones

Un altre aspecte d'interés en I'estudi dels efectes dels metalls pesants és
la possible accié sobre la produccio d’etilé, la considerada hormona de I'estrés,
concepte encunyat per Abeles (1973) per referir-se a la biosintesi accelerada
d’aquest gas associada amb l'estrés biologic o ambiental experimentat per
plantes. Aixi, existeixen nombroses evidéncies que, sota condicions d'estrés
biologic, quimic o fisic, augmenta la produccié d’etilé (Hyodo, 1991; Arshad i
Frankenberger, 2002). Tanmateix, altres estudis mostren una reduccié en
I'alliberament d’etilé produida per metalls pesants (Bhattacharjee, 1997-1998;
Vassilev et al., 2004).

Aquesta hormona és un potent promotor de la senescéencia i s’ha
associat 'augment de la seua produccié amb canvis en les membranes que
condueixen a la pérdua de la funcionalitat d’aquestes. Es més, I'tis d'inhibidors
de la sintesi d’etilé reverteix el seu efecte sobre la integritat de les membranes
(Mann et al., 2002) i I'aplicacié d’inhibidors del receptor de I’'hormona augmenta

la tolerancia a I'estrés (Ella et al., 2003).

La interaccié entre els diferents sistemes de senyal (cross-talk) sembla
ser comu en les plantes i, potser, general. Com a resultat, les hormones
vegetals practicament mai no semblen actuar com a controladors dnics d’un
proceés. Pel contrari, els diferents processos semblen estar sota el control d’una
xarxa de factors que interactuen, alguns dels quals poden ser redundants i

altres antagonics.

Una d’aquestes interaccions és la relacio etilé-gibberel-lines (GAs)-acid

abscissic (ABA) gque té una importancia rellevant en el creixement de l'arros,
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per les especials caracteristiques que presenta com a planta semiaquatica. En
un nombre important de plantes semiaquatiques s’ha descrit que un augment
en els nivells d’etilé promou el creixement (Jackson, 1985; Kaneta et al., 1997),
paper oposat al que realitza en la major part de plantes terrestres en les quals
I'inhibeix (Abeles, 1992). El fet que els teixits estiguen submergits provoca un
augment dels nivells d’etilé, que redueix els d’ABA, i incrementa la sensibilitat
a GAs. Tot aixo0 es tradueix en un augment del creixement (Hoffmann-Benning i
Kende, 1992; Kende et al., 1998; Grichko i Glick, 2001; Voesenek et al., 2003).

Per altra banda, una interaccio de signe contrari s’ha descrit entre ABA i
etilé en el control del creixement de plantes sota estrés hidric, on '’ABA actua
com a promotor del creixement, en inhibir la sintesi d’etilé (Sharp et al., 2000;
Sharp i LeNoble, 2002).

2.3. Mecanismes adaptatius a I'estrés per metalls p  esants

Les plantes davant la preséncia de concentracions molt elevades de
metalls pesants al medi adopten estrategies diferents per a minimitzar els
efectes toxics que aquests els poden produir sobre els processos fisiologics a
nivell cel-lular. Es poden identificar diferents tipus de mecanismes
destoxificadors en plantes superiors (Baker, 1987; Jackson et al., 1990; Verkleij
i Schat, 1990; Ernst et al., 1992; Meharg, 1994; Hall, 2002).

En condicions d’estrés per metalls pesants, com és el cas del Cd i el Ni,
les plantes desenvolupen mecanismes adaptatius a I'exposici6 a aquests
metalls. En alguns casos es presenten mecanismes d’evitacio, com la reduccié
del transport a través de membrana, amb disminuciéo de l'absorcié per les
cel-lules radiculars, la disminucié del transport dins la planta i la
compartimentacio al vacuol (Davies et al., 1991; Brune et al., 1994; Brune et
al., 1995; Verkleij et al., 1998; Blaudez et al., 2000), on juga un paper important
la inducci6 de I'enzim fitoquelatina sintasa (Zenk, 1996; Cobbett, 1999).

Altres plantes desenvolupen mecanismes bioquimics i fisiologics no ben
coneguts que els permeten tolerar I'excés de metalls. Un cas extrem és el de
les plantes hiperacumuladores, com so6n algunes especies de la familia

Brassicaceae (generes Alyssum y Thlaspi) i Fabaceae, que tenen la capacitat
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d’emmagatzemar quantitats elevades de metalls pesants. En I'actualitat, com a
consequencia de l'augment dels nivells de metalls pesants en el medi,
aguestes plantes han adquirit una gran importancia, ja que es presenten com
una tecnologia innovadora per a la recuperacié de sols i aigiies contaminats
per metalls pesants (bioremediacid). Les aplicacions més comunes de la
bioremediacié son: la bioextraccio (absorcidé i acumulaciéo del metalls en la
planta) i la bioestabilitzacio (transformacid del metalls en espécies poc o0 gens
toxiques) (Gleba et al., 1999; Lombi et al., 2001; Prasad i Freitas, 2003; Pilon-
Smits, 2005).

3. L’arros

L’'arrdos é€s una monocotiledonia que pertany a la familia Poaceae.
Actualment les varietats que es cultiven en la major part de paisos son del
genere Oryza. De les moltes especies que trobem només dues presenten
interés agricola per al conreu: Oryza sativa (origen asiatic) i Oryza glaberrima
(originaria d’Africa occidental). L’espécie O. sativa és la més conreada arreu del

mon i ha derivat en tres subespecies:

- indica: de grallarg i cristal:li
- Jjavanica: de gra llarg i ample

- japonica: de gra curt, redd i perlat.

3.1. Arees de cultiu

L’arrds es cultiva principalment al continent asiatic, on es produeix
més del 80 % de la producci6 mundial (Figura 3). Paisos com la Xina i
I'india conreen més de la meitat de I'arrds mundial, perd altres paisos
asiatics com Indonesia, Vietham i Tailandia sén capdavanters en la seua
produccio. Brasil és el primer productor mundial no asiatic, mentre que dins
de la Uni6 Europea és lItalia qui ocupa aquest lloc.

(http://r0.unctad.org/infocomm/espagnol/arroz/descripc.htm) .
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Figura 3. Produccid6 mundial d’arrds (mitjana de 1999 a 2003) Font: UNCTAD
segons dades estadistiques de [’Organizaci6 de les Nacions Unides per a

I’ Agricultura 1 1” Alimentacid.

El conreu de I'arros es realitza basicament en quatre ecosistemes:

- Zones baixes en sols estancats: amb el 25% de la superficie conreada i
el 17% de la produccié mundial, aquest tipus d’arros ocupa el segon lloc

després de I'arros irrigat.

- Zones de muntanya o0 meseta: representa aproximadament el 13% de la

superficie en tot el mon i el 4% de la produccié mundial d’arros.

- Zones de regadiu: representa el 55% de la superficie en tot el mén i el

75% de la produccié mundial d’arros.

- Zones d’aigues profundes: la superficie de conreu representa un 7% del

total i la produccié mundial se situa en el 4%.
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Figura 4. Superficie cultivada 1 produccié total d’arros a les

diferents zones agroecologiques. També es mostren els rendiments

corresponents a cada ecosistema (en t/Ha, entre paréntesis).

(http://www .fao.org).

A Espanya, com a tot Europa, el cultiu és de regadiu, que és el més

productiu (Figura 4). El nostre pais ocupa el segon lloc de produccio dins

de la Uni6 Europea, i la Comunitat Valenciana, amb una superficie de

14.350 hectarees, és una de les zones principals de conreu.

En aquest treball hem utilitzat la varietat Bahia, del tipus japonica,

gue té una bona adaptacio a les diferents zones arrosseres del nostre pais.

Es una varietat de gra curt, redé i amb un elevat grau de perlat, que mostra

una certa tendencia a I'encamat. Aquesta €s una de les tres varietats

emparades sota la denominacié d’origen Arros de Valéncia, juntament amb

les varietats Bomba i Sénia.
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3.2. Importancia agronomica

L’'arros és l'aliment més important per a més de la meitat de la
poblacié mundial i el cereal el cultiu del qual esta més estés, possiblement a
causa de la seua capacitat de creixement en condicions edafiques i

climatiques molt dispars.

A més de la seua importancia alimentaria, I'arros és una font
economica importantissima ja que proporciona feina a una gran part de la
poblacion rural de la major part d’Asia (és el cereal tipic d’Asia meridional i
oriental), i és ampliament conreat a Africa, a América i a Europa meridional,
sobretot a les regions mediterranies. A escala mundial abasta els 150
milions d’hectarees, extensio equivalent a '11% de la terra conreada del
planeta. La zona del mediterrani produeix una mica més de 9 milions de
tones anuals. Per assegurar les necessitats d’'una poblaci6 mundial
creixent, a la qual I'arros proveeix actualment el 21 % del total de calories
consumides, la produccié s’hauria de duplicar en els propers 20-30 anys
(Informes de CIRAD, SIA | FAO).

El fet que I'arros siga un dels conreus de primer ordre, des del punt
de vista nutricional i economic, han fet d’ell una planta de maxim interés
dins del camp de la investigacio i es considere un model d’estudi de molts
dels processos fisiologics i metabolics en plantes. Per altra banda, que el
genoma de l'arros siga el de menor tamany dins dels cereals i s’haja
sequenciat recentment fa que l'arros siga la base de nombroses
investigacions biotecnologiques i es considere aquesta planta un sistema

model en monocotiledonies (Bajaj i Mohanty, 2005).

Una altra indicacio de la seua importancia dins del camp de la
investigacio és l'existencia de I'Institut Internacional d’Investigacions de
I’Arros (IRRI) dedicat a tot tipus d’estudis cientifics relacionats amb aquesta
planta.

Per tots aquests motius i altres, com 'augment de la fam al mon, la
desnutricio i la pobresa, les Nacions Unides declararen I'any 2004 Any
Internacional de I'Arrds (AIA), una declaracié que no té precedents en la

historia d’aquesta organitzacio.
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OBJECTIUS

Investigacions previes han mostrat que I'arros absorbeix eficagment i pot

acumular quantitats elevades de Cd i Ni i constitueix, per tant, un sistema

experimental molt adequat per a estudiar els efectes de la contaminacié per

aguests metalls en cereals. L'objectiu_global de la Tesi Doctoral que es

presenta €s determinar els efectes fisiologics causats pel Cd i el Ni en plantes

d’arros en desenvolupament.

Les investigacions realitzades se centren en els seglents objectius concrets

>

Caracteritzacié de I'efecte del Cd i del Ni sobre les membranes
cel-lulars, primer punt d’interaccio de la planta amb els metalls i que
no sols pot constituir un punt de control de la seua entrada, sind

també una diana de I'acci6 toxica dels metalls.

Aquest objectiu s'aborda des de dos vessants diferents que

reflecteixen la funcionalitat de les membranes:

+» Estudi de les variacions de la diferéncia de potencial
transmembrana (Em), que constitueix el millor marcador

del funcionament in vivo de les ATPases de membrana.

+» Determinacio dels canvis de la permeabilitat a que poden

conduir les alteracions de la integritat de les membranes.

Estudi de I'accié del Cd i del Ni sobre I'activitat respiratoria de les
plantes, en relacio amb les variacions del creixement que es poden
donar a consequéncia de 'estrés causat pels metalls i que, a més,
constitueix el sistema d’energitzacié del transport a través de

membrana a les arrels.

Estudi comparatiu de les variacions dels nivells d’etilé, hormona
relacionada amb canvis de permeabilitat durant la senescencia, en
les plantes sotmeses a estrés pels metalls i la modulacié per acid

abscissic i acid gibbereél:lic.

En cadascun dels tres objectius abordats s’ha estudiat paral-lelament si

els efectes produits pels metalls poden ser revertits per la seua eliminacié del

medi.

15




MATERIALS | METODES




Materials i Métodes

MATERIALS | METODES

1. Cultiu de les plantes

Les plantes d’arros (Oryza sativa L. cv. Bahia) foren cultivades en medi
hidroponic en cambra de creixement. Les llavors s’esterilitzaren durant 20 min
en una solucié de NaClO (lleixiu comercial, diluit al 10 %), es rentaren
exhaustivament amb aigua destil-lada i es feren germinar, en la foscor, sobre
reixetes de plastic suspeses en aigua destil-lada dins de contenidors de plastic.
Als dos dies s’afegiren els nutrients indicats i a les concentracions finals que es

mostren en la Taula 1:

Taula 1.- Composicid de la soluci6 nutritiva utilitzada per al cultiu de les plantes.

Macroelements Oligoelements

(concentraci6 final) (concentracio final)
KNO3; 3 mM H3BO3 15 uM
KCl 1 mM MnCl, 5,9 UM
Ca(NO3), 1 mM CuSO. 0,5 UM
NaH;PO4 1mM ZnS0Oy4 0,28 uM
MgSO, 0,75 mM (NH,)sMoO4 1uM
Fe-EDTA 3mgxL*

Als sis dies de la sembra es van traure els plancons de la foscor i es va
iniciar I'aireacié del medi, amb un suau borbolleig creat per un difusor connectat
a una bomba de peixera. Les plantes es mantingueren al llarg del cultiu a 60-75
% d’humitat relativa i sota un réegim fotoperiodic de 8 h de foscor a 25 °C i 16 h
de llum a 30 °C, amb 80-100 pmol fotons x m? x s de radiacié fotosintética-

ment activa (PAR).
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P

Figura 5. Plantes d’arrds de 6 dies d’edat, dia en qué s’inicia la il-lumi-

nacio, I’aireaci6 del medi i es fan els tractaments a llarg termini (DO).

2. Tractaments

Les plantules d’arros van ser sotmeses a tractaments d’estrés de curta
(hores) o de llarga (dies) durada.

L'estudi dels efectes a curt termini es va dur a terme utilitzant plantes de 6
a 16 dies d’edat, crescudes en el medi nutritiu descrit en I'apartat anterior. Les
plantes van ser introduides en recipients amb solucions de CdCl, o NiCl,, a
concentracions finals entre 0,01 i 1 mM i les respostes fisiologiques al xoc

causat per la preséncia dels metalls al medi varen ser seguides de 2 a 24
hores, segons I'experiment.

La modulacié hormonal de les respostes als metalls es va investigar amb
plantes crescudes en la mateixa solucié nutritiva, complementada amb acid
abscissic (ABA) o acid gibberel-lic (GAs). Les hormones van ser dissoltes en un
petit volum d’etanol i després diluides amb aigua destil-lada abans de vessar-

les al medi, per donar una concentracié final de 5 ppm (equivalent a 1,9 x 10
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M en el cas de 'ABA i a 1,4 x 10° M en el del GAs). Als cultius control se’ls va

afegir la mateixa quantitat d’etanol.

En els tractaments de llarga durada es van fer créixer les plantes en
presencia dels metalls en el medi nutritiu. Aixi, sis dies després de la sembra es
van afegir volums adients de solucions estoc de CdCl, o NiCl, al medi nutritiu,
per donar unes concentracions finals de 0,1 mM de Cd i de 0,5 mM de Ni,
excepte quan s’indique una altra concentracio. Les plantes es mostrejaren
periodicament fins a 10 dies després de l'addicié dels metalls (D10) i es

dugueren a terme les analisis corresponents.

Per tal d’estudiar la capacitat de les plantes a I'hora de recuperar-se de
I'estrés per metalls, en una serie d’experiments es va renovar el medi nutritiu
als 5 dies de tractament (D5), tant de les plantes controls com de les sotmeses
a estrés, per solucio nutritiva nova amb (plantes +/+) o sense (plantes +/-) Cd o

Ni i es realitzaren mostrejos fins a 5 dies després (D10).

En la Figura 6 es mostra un esquema temporal del sistema de cultiu

utilitzat, on s’indiguen els moments de tractament i de mostreig.

Addicio de Renovaci6
Cd o Ni de la soluci6
0 2 6 11 16 edat de les
plantes (dies)
T Y______i ______ Y______i ______ v > Mostreig |
Sembra DO D5 D10 analisi
; i ; Z:
Addicio dels : i '
nutrients v A4 v » plantes +/+ 1
+/- metall

Figura 6.- Esquema temporal del sistema de cultiu emprat, on es mostren els
moments d’aplicacio 1 eliminacié dels metalls en els tractaments de llarga durada 1
els moments de mostreig de les plantes. A DO s’inicia ’aireacid del medi i1 la

il-luminacié fotoperiodica de les plantes.
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3. Mesura de la diferencia de potencial transmembra  na (Em)

La mesura de la diferencia de potencial transmembrana es va dur a
terme segons el métode descrit per Martinez-Cortina et al. (1992), amb

lleugeres modificacions.

Plantes de 6 a 16 dies d’edat es col-locaren amb les arrels dins d’'una
cambra de plexiglas, com la de la Figura 7, per la qual es va fer circular una
soluci6 de perfusio consistent en KCI 0,2 mM i CaSO4 0,2 mM, ajustada a pH
6,5 amb NaOH i a un flux de 0,42 L h™.

Figura 7. Cambra de plexiglas on s’introdueixen les

arrels 1 s"hi fa circular la soluci6 de perfusio, a la qual

s’afegeixen els metalls en els moments adients.

La diferencia de potencial transmembrana (Em) de les cel-lules del
cortex de I'arrel es mesura amb microeléctrodes de vidre emplenats de KCI 3 M
i ponts salins de referéncia que contenien KCl 3 M en agar al 2 % (p/v), tots dos
connectats via eléctrodes de Ag/AgCl a un amplificador amperometric (List, LM-
1) i a un enregistrador de paper. L'eléctrode de referéncia es mantingué
submergit en la cambra de perfusio, prop de l'arrel, i el microeléctrode de
mesura s’inseri mitjancant un micromanipulador en una cél-lula del cortex de
I'arrel, en la regi6 on comencen a desenvolupar-se els péls radiculars (10-30

mm de I'apex).
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Els tractaments amb metalls es dugueren a terme després que les
cel-lules arribaren a un potencial d’equilibri (resting potential). Per tal d’evitar
'efecte del contrai6 durant el canvi de solucio, en la major part dels
experiments I'efecte del Cd i del Ni es mesura per intercanvi amb una solucié
equimolecular de CaCl,, de forma que es mantingué aixi constant la

concentracio6 de CI'.

Després de I'addicié de Cd o Ni a la soluci6 de perfusié es van seguir els
canvis d’'Em. Durant temps de mesura prolongats el creixement de les arrels
desplaca I'eléctrode i trenca la connexié eléctrica amb la cél-lula, per la qual
cosa l'efecte dels metalls sobre Em més enlla d'1 o 2 hores es va estudiar
determinant el potencial d’equilibri de plantes tractades fins a 10 h amb els

metalls abans de realitzar les mesures.

4. Determinaci6 de la permeabilitat de les membrane s

L'efecte dels metalls sobre la integritat de les membranes cel-lulars va
ser determinat mitjancant les variacions causades en la permeabilitat. Dels
diferents marcadors de permeabilitat utilitzats comunament, en aquest treball
hem elegit el potassi que, com a i6 més mobil, és un dels marcadors més
frequents en els estudis dels efectes sobre les membranes de diversos tipus
d’estrés (De Filippis, 1979; Aurisano et al., 1995; Tetteroo et al., 1996; Murphy
et al., 1999; Bharali i Bates, 2004).

4.1. Mesura de I'eixida de K * al medi extern

Mostres duplicades de 5 a 25 plantes van ser utilitzades per a mesurar
els canvis de permeabilitat produits pels tractaments. Les arrels de les
plantes mostrejades van ser rentades exhaustivament amb CaSO, 1 mM
fred per tal deliminar la solucié nutritiva de I'apoplast, i després
s’eixugaren rapidament sobre paper de filtre suau i amb molta cura, per
evitar possibles danys mecanics sobre les arrels que pogueren alterar els
resultats produits per I'efecte dels metalls. Cada mostra va ser introduida
en un vas de precipitats amb 25 mL de CaSO, 0,2 mM que contenia CdCl,

0,2 01 mM o bé NiCl, 0,5 0 1 mM, i s'incubaren durant 2 h en un bany
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(Selecta, Unitronic 320 OR) a 25 °C i amb agitaci6é (50 U/min). A intervals
de 30 min i fins a 2 h des de I'inici del tractament es van prendre aliquotes
de la solucié i es va mesurar el contingut en K* per fotometria de flama
(Jenway, PFP7) o amb eléctrodes selectius per a K* (Crison, GLP22).
Mesures de plantes control, sense metalls afegits, van ser dutes a terme

simultania-ment per a cada concentracio.

L'efecte de la major concentraci6 de metall utilitzada (1 mM) va ser
també seguida fins a 8 h. En aquest cas, mostres de 8 a 15 plantes van
ser incubades en 25 mL de CaSO,4 0,2 mM amb CdCl, o NiCl, 1 mM i es
va determinar I'alliberament de K™ al medi a 2, 4, 6 i 8 h d’incubacio. Es
van utilitzar mostres independents per a cada temps de mesura per tal
d’analitzar el contingut intern romanent en les arrels al final de cada

incubacio.

Per a I'estudi de I'efecte dels metalls a llarg termini, es van utilitzar tant
fulles com arrels de plantes crescudes fins a 10 dies en medi nutritiu amb
metalls (Cd 0,1 mM o Ni 0,5 mM). Segments de fulles o arrels senceres
(100 mg de pes fresc) van ser incubades durant 1 h com s’ha indicat

abans.

+

4.2. Mesura de la concentracio interna de K

El material vegetal (arrels i fulles), previament congelat, va ser triturat
amb un homogeneitzador (IKA-Werk, Ultra-turrax T25) en un tub de
centrifuga amb 5 mL d’aigua destil-lada. L’homogeneitzat va ser diluit amb
aigua destil-lada, mantingut durant 30 min al bany a 100 °C i després es
va centrifugar 10 min a 9.500 g, a 25 °C (Beckman, J2-21M). El
sobrenadant obtingut, després de decantar i, en cas necessari, de filtrar a
través de tela de mussolina, s'afora a 25 o 50 mL amb aigua destil-lada i
s'utilitza per mesurar el contingut en K* per fotometria de flama o amb

eléctrodes selectius per al K”.
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5. Mesura de la taxa respiratoria i I'intercanvine tde CO,

Mostres duplicades de 5 a 25 plantes, o bé mostres de 200 mg de pes
fresc d’arrels o de segments de fulles s’introduiren en recipients de vidre amb
25 mL de CaSO4 1 mM, es tancaren herméticament amb taps provistos d’un
séptum d’injeccid i es mantingueren en la foscor. Els canvis de la concentracié
de CO, en l'atmosfera interna del recipient es determinaren per extraccio
d’aliquotes at =0 i t = 60 min i quantificaci6 mitjancant un analitzador de
gasos a l'infraroig, IRGA (Li-Cor, LI-6250).

L’'analitzador, dissenyat per a mesurar I'activitat fotosintética de fulles
incloses en una cambra unida al detector de CO,, va ser adaptat
convenientment per substitucié de la cambra de mostres per un circuit tancat
provist d’un septum d’injeccié, tal com es mostra en la Figura 8. La validesa de
la calibracié de I'analitzador amb aquesta configuracié va ser comprovada per

injeccio de diferents concentracions de CO, estandard.

AT.ABOMBA
......... DET.A CAMBRA
I O I
septum ]
! ; AT.AMOSTRA 300 - injecci()
D DE 1.A ROMRA
= i COs injectat
o}
£ 220-
v
180 ; ; ;
Absorbent DE 1. ABSORRBENT 0 10 20 30
AT7ABRSORRENT Temps (s)

Figura 8. Esquema de la configuracio del circuit de circulacio de gasos a 'TRGA
per a les mesures de la concentracido de CO, de mostres injectades a través del
séptum (part superior esquerra). L[a grafica inserida mostra el canvi de

concentracio de CO; al circuit a conseqiiéncia de la injeccio.

El canvi de concentraciéo de CO; al circuit de I'lRGA abans i després de

la injeccio, a 25 °C, de l'aliuota permeté quantificar el CO, injectat a cada
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temps de mesura (veure grafica inserida en la Figura 8). La diferéncia de CO,
injectat entre t = 0 i t = 60 (ACO,) permeté calcular la taxa respiratoria del

material vegetal, d’acord amb la férmula:

ACO; (ppm) X Virga (L) X V recipient (ML)

umols CO, x g* PF x h™ =
24,47 x Vingectar (ML) x PF (g) x t (h)

En alguns experiments, després de prendre l'aliquota a t = 60 min els
recipients van ser transferits a la cambra de creixement i mantinguts sota el
regim de temperatura i fotoperiode indicats en l'apartat 1. A les 24 h es va
determinar novament la concentracio de CO, en I'atmosfera del recipient per tal

de conéixer I'intercanvi net diari de gasos.

L'efecte immediat dels metalls sobre la respiraci6 es va mesurar
manometricament amb un aparell Warburg (Braun, VL66), a 25 °C. Mostres de
100 mg de pes fresc d'arrels provinents de plantes crescudes en solucié
nutritiva control van ser introduides en els matrassos Warburg. Quantitats
adequades de CdCl, 100 mM o NiCl, 500 mM van ser dipositades en el brac
lateral, de forma que en unir-se amb la resta de la solucié del matras donara les
concentracions finals de 0,1, 0,5 o 1 mM. El CO; produit va ser absorbit per
KOH al 10 % (p/v) (0,25 mL) afegit al pouet central del matras i el descens de la
pressio gasosa es mesura a intervals de 10 min. La taxa respiratoria va ser
seguida durant 1 h abans de mesclar la solucié de metall amb la resta i durant

4 h posteriorment.

6. Determinacio6 de I'alliberament d’etilé

Mostres duplicades de 5 a 25 plantes senceres de 6 a 16 dies d’edat
s’introduiren en recipients de vidre tancats herméticament amb taps provistos
d’'un septum de cautxd, que contenia 25 mL de solucid nutritiva. A temps que
varien entre les 1 i les 24 hores, es van extraure amb una xeringa aliquotes d’'1
mL de I'atmosfera del recipient a partir de les quals es determinaren els nivells

d’etilé produits per les plantes.
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La quantificaci6 de l'etilé en laliguota es dugué a terme amb un
cromatograf de gasos (Shimadzu, GC-14B), utilitzant una columna empaqueta-
da de silice i un detector d’ionitzacié de flama (FID).Es van utilitzar diverses

concentracions d’etilé estandard com a patro extern.

Al llarg del manteniment de les plantes en els recipients hermetics, fins a
24 h, es pot produir una important variacid6 de I'atmosfera del recipient,
principalment un enriqguiment en CO, com a conseqiéencia de I'activitat
respiratoria de les plantes. Com que s’ha descrit que elevades concentracions
de CO, poden afectar la produccié d’etilé, tant negativament (Rothan i
Nicholas, 1994), com positiva (Philosoph-Hadas et al., 1986; Mathooko et al.,
1998), es va validar la metodologia utilitzada (metode estatic, Saltveit i Yang,
1987) analitzant la possible correlacié entre nivells de CO, i producci6 d'etilé
sota les nostres condicions experimentals. Com s’observa en la figura 9, no es
pot demostrar estadisticament I'existéncia de cap correlacid significativa, ni

positiva ni negativa, entre els dos parametres.

4
o Etilé (nL)
—~ @) © CO, Correlacio de -0,073
—E' (ppm) Pearson
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= N 244
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Figura 9. Relacio entre ’etilé alliberat durant 24 h en recipients
hermeétics amb diferents concentracions de CO,. La taula inserida
mostra el coeficient de correlacio entre els dos parametres i el grau

de significacio (n.s.)
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7. Analisi estadistica de les dades

La significacio estadistica dels resultats es determina sotmetent els
valors obtinguts a una analisi de la variancia (ANOVA) (programa SPSS, versio
11.0.1).

L’existéncia de diferencies significatives entre les mitjanes s’'analitza
mitjancant un test de Tukey a un nivell de significacié de P < 0,05. En cas que
les dades no compliren la condici6 d’homoscedascidat després de la
transformacio6 inversa o arrel quadrada, s'utilitza el test T2 de Tamhane, per a

variancies no homogenies, al mateix nivell de significacio.

Les dades presentades en percentatges van ser analitzades amb el test

t-Student, igualment a P < 0,05.

En les figures es mostren els valors mitjans amb I'error estandard
corresponent, en forma de barres verticals, aixi com el nombre de repeticions

realitzades en cada cas.
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Resultats

1. EFECTE DELS METALLS SOBRE EL. CREIXEMENT

1.1. Variacions en pes fresc

Les respostes de creixement de les plantes d’arros a l'estrés
causat pels metalls Cd i Ni sén diferents en funcié del metall afegit al
medi de cultiu i de la concentracié aplicada, com es pot observar en les
figures 10i 11. Les plantes cultivades en medi amb Ni 0,1 mM presenten
un pes fresc semblant al de les plantes control, tant després de 5 com de
10 dies d'iniciats els tractaments. Entre els dies 5 i 10 s’evidencia un
lleuger creixement en ambdds casos, a I'entorn del 10-15 %. Ara bé,
amb una concentracio de Ni 0,5 mM, el creixement pateix una caiguda
molt important, de forma que el pes fresc de les plantes tractades es
troba al voltant del 50% del dels controls, tant als 5 com als 10 dies de
tractament. Es interessant ressaltar que amb aquesta concentracié de Ni
s’enregistren valors negatius dels index de creixement. Aixi, I'index de
creixement relatiu (RGR) es manté al voltant de —0,02 dia™* durant tot el
periode experimental i esta originat per una pérdua en el pes fresc de les

plantes, que entre els dies 5i 10 de tractament se situa en el 6 %.

250 H CONTROL
o~ @ENi 0,1 mM
ENi0,5mM
£ 200 -
3
o
X
X 150 -
E
O i
Q100
L
T
(f) 50 B
L
o
0

5 10
TEMPS DE TRACTAMENT (dies)

Figura 10. Pes fresc de plantes d’arros cultivades durant 5 o 10 dies en
medi nutritiu suplementat amb diferents concentracions de Ni. Els
asteriscs indiquen diferéncies significatives amb els corresponents

controls (n = 3-30).
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Pel que fa a les plantes tractades amb Cd es pot dir que la
concentracido menor utilitzada (0,01 mM), igual que la de 0,1 mM de Ni,
no provoca efectes apreciables sobre el creixement (Figura 11). No
ocorre el mateix amb les concentracions majors. Les plantes tractades
amb Cd 0,1 i 1 mM presenten una grandaria, en termes de pes fresc, un
25 % menor que els controls als 5 dies de tractament i s’apropa al 40 %
als 10 dies, ja que les plantes control continuen creixent durant aquest

periode i les tractades no ho fan.
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Figura 11. Pes fresc de plantes d’arros cultivades durant 5 o 10 dies
en medi nutritiu suplementat amb diferents concentracions de Cd. Els
asteriscs indiquen diferéncies significatives amb els corresponents

controls (n = 1-45).

Es evident, per tant, que la preséncia dels metalls en el medi de
cultiu a concentracions igual o majors a 0,1 mM en el cas del Cd i de 0,5
mM en el del Ni, provoquen no sols una detencio del creixement, sind
també una reduccié del pes de les plantes. El deteriorament de les
plantes després de 5 dies de tractament es manifesta visiblement (Figura
12). A més a més de disminuir la grandaria (Figura 13), I'aspecte que
presenten és clorotic, particularment les tractades amb Cd. En el cas del
Ni, s’aprecia un dessecament de la part aeria que no es dona en les

plantes sota estrés per Cd (Figura 14).
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Figura 12. Aspecte general que presenten els cultius als 5 dies de tractament
amb Cd 0,1 mM (esquerra) o Ni 0,5 mM (centre), en relacid als controls de la

mateixa edat (dreta)

Control Ni0,5mM Cdo0,1 mM
/_/% f__%

Figura 13. Detall de I’aspecte que presenten les plantes als 5 dies de
cultiu en preseéncia de Ni 0,5 mM o Cd 0,1 mM, en relaci6 amb els

corresponents controls.

33




Resultats

Control

Figura 14. Detall de la primera fulla i de la zona d’inserci6 en la tija, de plantes
tractades durant 5 dies amb Ni 0,5 mM o Cd 0,1 mM, en comparacido amb els
controls. Es pot apreciar, com a principals caracteristiques diferencials, el

dessecament causat per Ni i la clorosi produida per Cd.

Dins del rang de concentracions utilitzades, es va elegir per a
cada metall la concentraci6 menor que produeix efectes apreciables
sobre el creixement (0,1 mM de Cd i 0,5 mM de Ni) per fer un seguiment
més detallat al llarg del cultiu i, addicionalment, per estudiar si el
deteriorament causat és irreversible o bé les plantes poden recuperar-se
de I'estrés per eliminacio del metall del medi. Per tant, es van cultivar les
plantes durant 10 dies en presencia dels metalls (plantes +/+ metall) o
durant tan sols 5 dies i després s’elimina el metall del medi (plantes +/-

metall).

Els resultats obtinguts d’aquesta série d’experiments es mostra en
la Figura 15. Com pot observar-se, en les plantes control s’aprecia un
increment sostingut del pes fresc, i es constata un augment del 35 % als
10 dies de cultiu, respecte del valor a I'inici de I'experiment. En el cas de
les plantes tractades amb Ni es produeix una disminucié progressiva del
pes al llarg del tractament de manera que pot apreciar-se una péerdua
important, del 30 % en pes fresc als 10 dies (plantes +/+ Ni), mentre que
quan s’elimina el metall del medi (plantes +/- Ni) manifesten una

recuperacio del 15 %.
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Pel que fa a les plantes tractades amb Cd es pot evidenciar que la
perdua de pes no és tan important, ja que se situa al voltant del 10 %,
perd també la recuperacié és menor (al voltant del 6% respecte de les
plantes +/+ Cd). En ambdos casos s’observa que els metalls afecten de

manera clara el creixement si es compara amb els controls.
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Figura 15. Canvis en el pes fresc de plantes senceres crescudes en presencia dels
metalls Ni 0,5 mM i Cd 0,1 mM durant 10 dies (plantes +/+) o durant 5 dies
seguits de 5 dies sense metall en el medi (plantes +/-). Els asteriscs indiquen les

diferencies significatives amb els controls corresponents (n = 14).

Cal destacar que des del tercer dia de tractament les diferencies
entre el control i els diferents tractaments son estadisticament
significatives. Als cultius als que s’eliminen els metalls a partir de 5 dies
de tractament (plantes +/- metall), es déna una menor perdua de pes a
consequencia de I'alleugeriment de I'estrés. Aquesta recuperacio de les
plantes és més evident en el cas del Ni, tot i que les diferencies que
comencen a establir-se amb les plantes mantingudes sota estrés
(plantes +/+ Ni) no arriben a nivells de significacié estadistica en els 5

dies que es va fer el seguiment de la recuperacio.
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1.2. Variacions en el contingut hidric

Com ja s’ha mencionat adés, una caracteristica dins la
simptomatologia de I'estrés per Ni és la dessecacio evident de les tiges
que es presenta clarament ja als 5 dies de tractament. Aquest simptoma
es correspon amb una forta disminucié del contingut hidric, calculat en
relacio al pes fresc (CHpr), de les plantes tractades (Taula 2). En
contrast amb els controls, que augmenten al principi del cultiu i
s’estabilitzen al voltant de 5 dies després d'iniciat I'experiment, en les
plantes tractades amb Ni el CHpr disminueix significativament de forma
continuada i quasi lineal fins a I'Gltim mostreig realitzat. Aixi, als 10 dies
de tractament la diferéncia en contingut hidric entre plantes tractades

amb Ni i els controls és proper al 12 %.

Taula 2. Variacio del contingut hidric de plantes cultivades en preséncia dels
metalls Ni 0,5 mM i Cd 0,1 mM durant 10 dies (plantes +/+) o durant 5 dies

seguits de 5 dies sense metall (+/-). Els asteriscs indiquen les diferencies

significatives amb els controls corresponents (n = 14).

Dies de Control Cadmi 0,1 mM Niquel 0,5 mM
tractament
0 77310 78,2+0,6 779+0,7
3 82,3+0,6 79,4* 0,5 76,8*+0,9
5 84,0 £0,5 81,0r+0,6 74,4* +17
7 845+0,4 | 80,9*+0,8 | 81,4+0,9| 73,9*£2,3 |78,2*+0,9
10 839+05 | 80,0*+1,2 |819+0,8| 72,1*+2,8 | 79,7*+0,8

La mitigacio de l'estrés per eliminacié del metall als 5 dies
(plantes +/-) indueix una recuperacio del 8% en el CHpr respecte de les
plantes mantingudes en soluci6 amb Ni fins 10 dies (plantes +/+),
abastant valors superiors als mesurats abans de l'inici del tractament,

pero sense arribar al nivell de les plantes control de la mateixa edat.

També apareixen diferéncies significatives entre les plantes

tractades amb Cd i els controls de la mateixa edat, perdo aquestes son
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menors que en el cas del Ni, degut a que el CHpr de les plantes
crescudes amb Cd a penes varia al llarg del cultiu. Aixi, en les plantes
tractades 10 dies amb Cd 0,1 Mm és produeix un augment minim del
CHpr sobre els valors inicials, vora un 4 % menor que en els controls, i
quan s’elimina el metall del medi (plantes +/- Cd) es dona una lleugera
recuperacio respecte de les plantes no recuperades (+/+ Cd). Com
abans, aquesta recuperacié no és suficient per a abastar els nivells de

les plantes control.

1.3. Efectes diferencials en arrels i tiges

Per a determinar un possible efecte diferencial dels metalls sobre
diferents organs de la planta, fou estudiat el creixement en arrels i tiges

per separat. Els resultats es presenten en les Figures 16 i 17.
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Figura 16. Canvis en el pes fresc d’arrels de plantes crescudes en preseéncia dels
metalls Ni 0,5 mM i Cd 0,1 mM durant 10 dies (+/+ Cd o Ni) o durant 5 dies
seguits de 5 dies sense metall en el medi (+/- Cd o Ni). Els asteriscs indiquen
diferéncies significatives amb els controls 1 els cercles, les diferéncies entre plantes

+/+ 1+/- metalls (n = 7-22).

En les plantes control, les arrels presenten un augment de pes del
150 % en 10 dies de cultiu. El tractament amb Ni afecta de manera clara
el creixement de les arrels, ja que provoca una disminucié del 20%

respecte del valor inicial en el mateix periode. No obstant, quan el metall
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és eliminat del medi de creixement, les arrels de les plantes (+/- Ni)
també mostren una forta recuperacio del 50% respecte de les plantes no

recuperades (+/+ Ni).

Les arrels tractades amb Cd també es veuen afectades de
manera important pero no tant com amb Ni. Encara que no es produeix
una pérdua de pes, com en el cas anterior, 'augment que experimenten
esta molt allunyat del del que mostra el control (30% i 150 %,
respectivament). Pel que fa a les arrels a les quals se’ls elimina el metall
del medi als 5 dies (+/- Cd), presenten una tendéncia semblant als
controls i s’observa un important augment en pes, de quasi el 70 %
respecte de les arrels no recuperades (+/+ Cd). Després de 5 dies de

recuperacio de I'estrés, no es diferencien significativament dels controls.

En les tiges les respostes als dos metalls son semblants (Figura
17), amb la diferencia que el Ni provoca una lleugera disminucio del pes
fresc i amb Cd es manté constant al llarg del cultiu. En els controls,
mentrestant, s’'observa un creixement en pes fresc de més del 60 %,

amb una taxa mitjana de creixement absolut (AGR) 5,4 mg x dia™.
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Figura 17. Canvis en el pes fresc de tiges de plantes crescudes en preséncia dels
metalls Ni 0,5 mM 1 Cd 0,1 mM durant 10 dies (+/+ Cd o Ni) o durant 5 dies
seguits de 5 dies sense metall en el medi (+/- Cd o Ni). Els asteriscs indiquen

diferéncies significatives amb els controls (n = 7-22)
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Quan els metalls son eliminats del medi, en ambdds casos es
constata un augment en pes que representa al voltant del 20 % més que
el corresponent al de les plantes mantingudes en preséncia del metall
(+/+ Cd o Ni).

L’efecte dels metalls sobre el contingut hidric de les plantes es
manifesta tant a nivell de I'arrel com, de forma més intensa, sobre les
tiges (Taula 3). Les plantes tractades amb Ni mostren una disminucio
significativa del CHpr des del pricipi del tractament, que es manté mentre
les plantes estan sotmeses a estrés. L'eliminacié del metall del medi
indueix un augment del contingut hidric, de forma que les plantes +/- Ni

no es diferencien estadisticament dels controls de la mateixa edat.

Taula 3. Variaci6 del contingut hidric de les tiges i les arrels de plantes
cultivades en presencia dels metalls Ni 0,5 mM 1 Cd 0,1 mM durant 10 dies

(plantes +/+) o durant 5 dies seguits de 5 dies sense metall (+/-). Els asteriscs

indiquen les diferencies significatives amb els controls corresponents (n = 3-6).

Dies de ,
tractament Control Cd 0,1 mM Ni 0,5 mM
0 87 +0,5 88,3+0,5 87,3+0,6
5 87,6 +0,4 82,8+0,9 79,0+ 2,2
+/+ 83,5+0,9 78,8*+0,8
10 87,4+0,2
+/- 83,6*+0,5 81,4+0,5
ARRELS
0 825+1,7 83,9+29 80,8+24
5 88,6 +0,5 81,5*+23 80,6*+1,8
+/+ 83,7+1,1 84,8*+0,5
10 89,6 +0,5
+/- 85,5*+0,4 846+16
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2.

EFECTE DELS METALLS SOBRE LA FUNCIONALITAT DE
LES MEMBRANES

Els efectes dels metalls sobre les membranes s’han estudiat abordant
dos vessants diferents de la seua funcionalitat. Per una banda, les
variacions de la diferencia de potencial transmembrana (Em), que
reflecteixen el funcionament in vivo de les ATPases de membrana. | per
altra, els canvis de la permeabilitat a que poden conduir les alteracions de

la seua integritat.

2.1. Variacions de la diferéncia de potencial transmembra  na (Em)

En aquest apartat es presenten grafiques representatives dels
enregistraments obtinguts en el seguiment de I'efecte immediat dels
metalls sobre 'Em. En les figures es mostren alguns dels valors
numerics mesurats, en mV. Les mesures es realitzen en cél-lules
corticals de les arrels, en les quals s’insereix I'electrode gracies a un

micromanipulador i amb I'ajuda d’'un microscopi muntat horitzontalment.

L’addicié de Cd o Ni a la solucié de perfusié en la qual es troba
submergida I'arrel provoca una rapida despolaritzacié de la membrana
de les cel-lules, la magnitud de la qual presenta una relacio directa amb
la concentraci6 aplicada (Figura 18). Després de la despolaritzacié inicial
s’observa, en ocasions, una lleugera repolaritzacié pero no es torna a
recuperar el potencial d’equilibri previ a I'addicié del substrat. Tan sols
després de I'eliminacio del Cd o del Ni es produeix la repolaritzacio de la
membrana i s’arriben a mesurar els valors inicials. En el cas del Ni,
frequientment es dona una hiperpolaritzacio transitoria quan es retira de

la soluci6 de perfusio.

Contrariament al que succeeix amb Ni, el tractament amb Cd a
elevada concentracio té un efecte més permanent sobre la membrana
cel-lular ja que, fins i tot després de la seua eliminacié del medi i d'una

repolaritzacié que no dura meés de 2-3 min, continua el descens de 'Em
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Figura 18. Respostes electriques de les cel-lules corticals de l’arrel d’arros a I’addicié de diferents
concentracions de CdCl, o NiCl,. Les fletxes negres indiquen el moment d’addici6 i1 les blanques el

d’eliminacio6 dels substrats de la solucio de perfusio (0,2 mM CaSO4 + 0,2 mM KCl, pH 6,5).
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(Figura 18, Cd 5 mM). El seguiment de les variacions d’Em induides per
Cd i Ni durant temps més llargs permet detectar aquest efecte
diferencial dels dos metalls també a baixes concentracions (Figures 19 i
20).

Els canvis induits per Ni van ser seguits en la mateixa cél-lula durant
1 h (Figura 19), al llarg de la qual s’observa que I'addicié de Ni 0,5 mM,
provoca una despolaritzacié inicial que manté un valor menor d’Em
durant uns 4-5 min. Aquesta despolaritzaci6 és seguida d'una
repolaritzacié lenta pero sostinguda, que permet arribar al potencial
inicial en aproximadament 10-15 min i fins i tot a valors majors del
potencial d’equilibri assolit préviament a I'addicié de Ni, amb la mateixa
concentracio de CaCl,. La retirada del NiCl, de la solucié de perfusié

indueix una tipica hiperpolaritzacio transitoria.
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Figura 19. Respostes eléctriques de les cel-lules corticals
de les arrels d’arros al Ni 0,5 mM. El Ni, en forma de
clorur, va ser afegit en substitucio de CaCl,, present en la

solucio de perfusio a la mateixa concentracio.

En el cas del Cd, I'addicio del metall a la solucié de perfusio, tant
a la concentraci6 de 0,1 com d’'l mM, indueix també una rapida
despolaritzacié inicial (Figura 20). Aquesta despolaritzacio, pero, és
seguida per una altra fase de despolaritzacid6 major, fins arribar a valors

d’Em al voltant de —50 mV, valor que es manté durant unes 2 hores
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Figura 20. Respostes electriques de les cel-lules corticals de les arrels d’arros al Cd, 0,111 mM. El Cd, en
forma de clorur, va ser afegit en substitucié de CaCl,, present en la solucid de perfusio a les mateixes

concentracions.
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després de les quals s'observa, en ocasions, una tendéncia a la
repolaritzacio.

Com gque les mesures tenen lloc en una zona en creixement actiu,
no es pot mantenir I'electrode inserit en una mateixa cél-lula durant meés
temps i la tendencia a la repolaritzacié observada no pot ser confirmada
mitjancant el seguiment continu de les variacions d’Em des del moment

de I'addici6 del metall.

Per tal de confirmar la tendencia a la repolaritzacio, les plantes
van ser mantingudes en solucié amb els metalls (0,1 mM de Cd i 0,5 mM
de Ni) fins a 10 hores, i durant diferents intervals de temps es va
mesurar 'Em de les plantes tractades. Els resultats es presenten en la

Figura 21.

——Cd 0,1 mM
—m—Ni 0,5 mM

0 2 4 6 8 10
TEMPS DE TRACTAMENT (h)

Figura 21. Valors mitjans de la diferéncia de potencial transmembrana (Em)
mesurada en arrels de plantes tractades amb Cd 0.1 mM o Ni 0.5 mM finsa 10 h
m=2-11).

Amb aguest metode de mesura es confirma que la despolaritzacié

inicial causada pel Ni és rapidament seguida per una repolaritzacio en la
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seua preséncia que manté el potencial de membrana en valors que no

difereixen dels mesurats abans del tractament.

En el cas de les plantes mantingudes en soluci6 amb Cd (0,1
mM), la forta despolaritzacié observada durant les primeres 2 h no es
manté al llarg del temps. La tendéncia a la repolaritzacié observada en
les mesures continues (Figura 20) es confirma d’aquesta manera. Com
s’observa en la Figura 21, la membrana de les cél-lules del cortex
radicular mostra valors clarament més negatius ja a les 3 hores d'iniciat

el tractament, i s’assoleix el potencial inicial en unes 6 — 8 h.

| | ! P

¢ ‘ | : 15/ : : | 30 min

SESSESESEESE '

| I_ |_ e . | _|_.

SEmESSSSS=sSsseeer
Pl o e ety e -109
PR =g e = B = T e e

e e IZOrhV
t e e e g e
Cd 0,1 mM i ey i

Figura 22. Variacions de ’'Em mesurades en una cél-lula
del cortex radicular d’una planta d’arros crescuda en
presencia de Cd 0,1 mM durant 10 dies. El CaCl, (0,1
mM) de la solucio de perfusio va ser substituit per Cd a la
mateixa concentraci® en el moment assenyalat per la

fletxa.

A més llarg termini, les plantes crescudes fins a 10 dies en medi
nutritiu suplementat amb Cd 0,1 mM mantenen un potencial de
membrana semblant al de les plantes control quan es mesuren en
solucié de perfusi6 amb Ca a la mateixa concentracio (Figura 22). La
substitucio del Ca per Cd 0,1 mM indueix una lleugera despolaritzacié
transitoria, que no és seguida per la forta despolaritzacié observada en

les plantes cultivades en medi sense metall (Figura 20).
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2.2  Variacions de la permeabilitat

La presencia de Cd en la soluci6 experimental indueix un
increment en I'eixida de K™ de les cél-lules de I'arrel. Aixi, 1 h després de
I'addicié de Cd, l'eixida de K* de les arrels de les plantes tractades amb
una concentracié d'1 mM és aproximadament el doble de la dels
controls, mentre que amb 0,1 o 0,5 mM l'increment mesurat en I'eixida de
K* és d’'un 20 — 30 % major. Quan es comparen les dades expressades
en percentatges sobre els corresponents controls per a cada temps
(Figura 23), els valors obtinguts per a les plantes tractades amb 1 mM de
Cd son significativament majors ja des de la primera mesura, feta als 30
min de tractament, i a les concentracions menors es troba un efecte

significatiu a partir d’1 h d’'incubacié en presencia del metall.
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Figura 23. Canvis en I’eixida de K' en arrels induits per la preséncia de Cd o Ni a
diferents concentracions. Els resultats s’expressen com a percentatge sobre el
corresponent control al mateix temps. Els asteriscs marquen els augments

significatius respecte als controls al mateix temps (n = 6-14).

Per la seua part, I'efecte immediat del Ni sobre les membranes de
les cél-lules de I'arrel contrasta amb el descrit per al Cd, ja que durant
les 2 h que es va fer el seguiment de I'eixida de K* no va detectar-se cap
increment de la permeabilitat i, fins i tot, a les concentracions majors
utilitzades, el K" extruit va ser lleugerament menor que en els

corresponents controls.

46




Resultats

Atés el clar efecte immediat del Cd sobre la permeabilitat, es va
seguir I'evolucié dels canvis produits durant 8 h, en relacié a la quantitat
total de K* continguda en les arrels (Figura 24). Aixi, en les arrels
sotmeses a tractament amb Cd 0,1 mM es va mesurar una eixida del 4
% del contingut en K™ en 2 h, que va duplicar-se a les 4 h. Pero aquesta
eixida quasi linial durant les primeres hores va estabilitzar-se
posteriorment i la quantitat de K* extruit a les 6 o 8 h no es diferencia de
les mesures anteriors. Amb els tractaments amb Cd 1 mM es va donar
una pérdua de prop del 15 % del contingut en K a les 2 h d’'incubacio i
va continuar augmentant fins almenys 8 h després d’iniciat el tractament,
amb més d’un 30 % de pérdua de K”. Per a tots els moments de mesura,

es dona un efecte significatiu de la concentracié de metall aplicada.

B CdO0,1 mM
30 Cd1mM
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(eixida de K *, en % del total)

2 4 6 8
TEMPS DE TRACTAMENT (h)

Figura 24. Efecte del Cd 0,1 i 1 mM sobre la permeabilitat de
les membranes de les cel-lules de I’arrel, expressada com a
percentatge d’eixida de K’ en relacid al contingut total en
I’arrel. Lletres diferents mostren I’existéncia de diferéncies

significatives (n =4-5 pera Cd 11 0,1 mM, respectivament)

Corroborant els resultats obtinguts amb Ni a curt termini, els
tractaments amb aquest metall fins a 8 h amb la concentracié major

utilitzada (1 mM, Figura 25) no van resultar en una perdua important del
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contingut intern de K, i els valors mesurats no es diferencien

significativament dels d’arrels controls (1,1 + 0,2 pmol K* x g* PF x h™)

80

M Contingut intern
O Solucié externa

60 -
40
20
(% \ ‘
0 2 4 6 8

TEMPS DE TRACTAMENT (h)

PERMEABILITAT
(umol K* x g* PF)

Figura 25. Fixida de K a la solucio externa i contingut
intern de K* que roman en linterior de les cél-lules de arrel,

per tractaments amb Ni 1 mM fins a 8 h (n = 3).

Una possible acci6 a més llarg termini d’aquest metall va ser
estudiada utilitzant plantes crescudes fins a 10 dies en medi nutritiu
suplementat amb Ni 0,5 mM. En aquests experiments es va determinar
addicionalment l'efecte sobre la permeabilitat de les membranes

cel-lulars de les tiges.

Els resultats obtinguts (Figura 26, pannell inferior) mostren que la
permeabilitat de les arrels disminueix a mesura que augmenta I'edat de
les plantes, de manera que es dbéna una reduccioé de vora el 50 % en
I'eixida de K* en les plantes control al llarg dels 10 dies de I'experiment.
Aquesta pauta de variacié no es veu modificada de forma significativa
per la presencia de Ni en el medi de cultiu i, igualment, I'eliminacié del

metall del medi no provoca cap modificacio.

Per contra, en les tiges es produeix un clar deteriorament de les
propietats de permeabilitat de les membranes, tot donant-se una elevada
pérdua de K* des dels primers dies de tractament i augmentant la pérdua

amb els dies de tractament (Figura 26, pannell superior). La mitigacio de
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I'estrés per eliminaciéo del metall del medi va tenir un efecte també
immediat i els resultats es revertiren en pocs dies. Aixi, en les plantes en
procés de recuperacio de I'estrés (plantes +/- Ni) la pérdua de K va
diferir significativament de les que es mantingueren en presencia del

metall (plantes +/+ Ni) i aquestes, de la dels controls.

200 | Tiges By

= 150 -
X
[T
o
i 100 -
o
X [ ]
L 50
©
g
= 0

4 Arrels
:: 60
|_
3
2
w 40
=
4
L
o

201 _m—+/+Ni
—A—+/-Ni
—e— Control
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10
TEMPS DE TRACTAMENT (dies)

Figura 26. Eixida de K" a la soluci6 externa en tiges i
arrels de plantes crescudes fins a 10 dies en medi
suplementat amb Ni 0,5 mM. Els asteriscs indiquen les
diferéncies significatives amb els controls 1 els cercles,

les diferéncies entre plantes +/+ 1+/- Ni (n = 2-5).
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2.3. Variaci6 del contingut en K ¥ en les tiges i les arrels

La variacié al llarg del temps de cultiu dels nivells de K™ en les tiges i
les arrels presenta caracteristiques propies en cada cas. En les plantes
control, el contingut en les arrels mostra una clara tendencia a minvar
(Figures 27 i 28, pannells inferiors), amb un descens de prop del 25 %
durant els 10 dies de I'experiment, mentre que en les tiges la
concentracié de K™ augmenta inicialment i s’estabilitza després (Figures
27 i 28, pannells superiors), de manera que es produeix una acumulacié

sobre els valors inicials.

o
o
I@
X
g
= Tiges
. 0
N4
w 100 -
[a)
5 75
2
£ 50 -
z
8 25 | —e— Control
—4—Cd0,1mM Arrels
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10
TEMPS DE TRACTAMENT (d)

Figura 27. Variacié del contingut en K* dels organs de
plantes tractades amb Cd 0,1 mM al llarg de 10 dies de
cultiu. Els asteriscs indiquen les diferéncies signifi-

catives respecte als controls de la mateixa edat (n = 3).

La pauta descrita per a les plantes control varia de forma important
en funcio del tractament aplicat. Pel que fa a les arrels, en el cas de les
plantes tractades amb Cd 0,1 mM no es detecta cap variacio significativa

respecte als controls. Tanmateix, en les tiges es dona una acumulacio
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major, que es manté al llarg del temps i continua donant-se per damunt
dels nivells de significacio estadistica després de 10 dies de tractament

amb el metall (Figura 27).

El Ni, per contra (Figura 28), no modifica la pauta d’acumulacio de
K* en les tiges descrita per als controls. Aquest metall, perd, produeix un
clar efecte a nivell de les arrels. Aixi, 5 dies després de l'inici de I'estrés
el contingut en K' en les arrels de les plantes tractades és
significativament menor que el de les controls i de forma concomitant
amb la mitigacié de I'estrés, es detecta un augment de la concentracié
de K*, fins arribar als 5 dies de recuperacid6 a valors que no es

diferencien significativament dels de les plantes control.

400 | .
Tiges
300 -
o
8 200 -
(@]
X —o— +/- Ni
g 100 + —8— +/+ Ni
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0
t, 1004 Arrels
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0 T T T T T
0 2 4 6 8 10
TEMPS DE TRACTAMENT (d)

Figura 28. Variacio del contingut en K' dels organs de
plantes tractades amb Ni 0,5 mM al llarg de 10 dies de
cultiu (plantes +/4+ Ni) o 5 dies, seguits de 5 dies sense
metall en el medi (plantes +/- Ni). Els asteriscs indiquen les
diferéncies significatives respecte als controls de la mateixa

edat (n = 4-6).
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D’acord amb els resultats de [l'apartat anterior, si bé la
permeabilitat de les tiges augmenta amb els tractaments amb Ni, les
arrels mostren una eixida de K" semblant a la dels controls (Figura 26).
Cal considerar, pero, que els continguts de K™ en les arrels és molt
menor que en els controls, de forma que si la permeabilitat es calcula en
funcié del contingut en l'arrel, els valors d'eixida, en percentatge del
contingut total en K*, son significativament majors en les arrels tractades
amb Ni (Figura 29). L’eliminacié del metall del medi (plantes +/- Ni)
disminueix la permeabilitat de forma significativa respecte a la de les

arrels de plantes +/+ Ni, i arriben a valors que no es diferencien dels
controls.
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L X
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o 2 —&—+/+ Ni
2 10 —o—+/- Ni
S —e— Control

O T I I I I
0 2 4 6 8 10
TEMPS DE TRACTAMENT (d)

Figura 29. Eixida de K™ a la solucié externa, expressada
com a percentatge del contingut total en arrels de plantes
crescudes fins a 10 dies en medi suplementat amb Ni 0,5
mM. Els asteriscs indiquen les diferéncies significatives
amb els controls i els cercles, les diferéncies entre

plantes +/+ 1 +/- Ni (n = 4-10).
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3. EFECTE DELS METALLS SOBRE L'INTERCANVI DE GASOS

3.1. Intercanvi net de CO ,

En el nostre sistema de cultiu, la il-luminacié de les plantes s’inicia als sis
dies d’edat i, per tant, el creixement que es dona fins aqueix moment
depén exclusivament de la utilitzacio de les reserves nutritives

emmagatzemades en la llavor.

Aixi, la mesura de l'intercanvi net diari de CO, mostra un balang
clarament positiu de la produccié davant del consum de CO; a les 24 h
de I'inici del regim fotoperiodic (Figura 30). El balanc es manté positiu
fins que les plantes arriben al voltant de 13 dies d’edat, uns set dies
després de l'inici de la il-luminaci6. A partir d’aqueix moment se
sobrepassa el punt de compensacié de CO; i s’obté un balanc negatiu,
és a dir, es dona un major consum de CO, per fotosintesi que el que

s’allibera per respiracio.

L’addicio tant de Cd 0,1 mM com de Ni 0,5 mM al medi de cultiu
(Figura 30, pannells central i inferior, respectivament) provoca una
important disminucié de I'activitat fotosintetica de les plantes, i dona lloc
a balancos en l'intercanvi de CO, positius al llarg de tot el temps de

tractament.

L’eliminacié dels metalls del medi indueix una recuperacié de les
plantes estressades durant 5 dies, que es reflecteix en una tendéncia del
balan¢ de CO, a decréixer cap a valors propers al punt de compensacio,
tot i que no es va assolir un balang net de zero en els 5 dies del periode

experimental en qué es van recuperar les plantes (plantes +/- metall).
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NET DE CO: (umol x g™ pF x dia™)

INTERCANVI

EDAT DE LES PLANTES (dies)

6 9 12 15 18
140 —e— Control
90
40 -
T T i ___‘ T
-10
140 —a—+/+ Cd
—e—+/-Cd
90 +
40 -
-10
140 - —m— +/+ Ni
—o— +/- Ni
90 -
40
10 5 3 6 9 12

TEMPS DE TRACTAMENT (dies)

Figura 30. Evolucié de I’intercanvi diari net de CO, al llarg del
cultiu en les plantes control i en plantes cultivades en preseéncia
de Cd 0,1 mM o Ni 0,5 mM durant 10 dies (+/+ Cd o Ni) o

durant 5 dies seguits de 5 dies sense metall (+/- Cd o Ni) (n=3).
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3.2. Variacions de la taxa de respiracio

La taxa respiratoria de les plantes control va ser maxima durant
els primers tres dies i després va decréixer lentament i progressiva
(Figura 31). Tant la magnitud com el model d’evolucié dels canvis
respiratoris mesurats en les plantes crescudes fins a 10 dies en
presencia de Ni 0,5 mM o Cd 0,1 mM van ser iguals als de les plantes
control, sense que es pogueren detectar diferencies estadisticament
significatives entre les plantes sotmeses a estrés per qualsevol dels dos

metalls i les plantes no estressades.

20
% 15 3
gi b
x 2
: 10 |
(@]
|
i
% 5 1 —e— Control
~ —4—Cd 0,1 mM
—a—Ni0,5mM
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10

TEMPS DE TRACTAMENT (dies)

Figura 31. Variacié temporal de la taxa de respiracio de plantes
cultivades en preséncia de Ni 0,5 mM o de Cd 0,1 mM durant 10
dies (n=4-14).

Per tal de comprovar la possible existencia d’'un efecte diferencial
dels metalls sobre els diferents organs, es van estudiar separadament
les arrels i les tiges.

Com es pot observar en la Figura 32, la tendéncia a disminuir la
respiraci6 amb l'edat de les plantes rau fonamentalment en les
variacions que tenen lloc en les arrels, ja que en les tiges els valors

mesurats es mantenen constants al llarg de I'experiment.
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25 1

Tiges

(umols CO , x g* PF x ht)

5 | —e— control
—A—Cd 0,1 mM

254 Arrels

RESPIRACIO

0 2 4 6 8 10

TEMPS DE TRACTAMENT (dies)

Figura 32. Variaci6 temporal de la taxa de respiracio
d’arrels 1 tiges de plantes cultivades durant 10 dies en
preséncia de Cd 0,1 mM, en comparacié amb els controls,

no tractats (n = 4-9).

La preséncia de Cd 0,1 mM en el medi no va produir variacions
significatives en I'activitat respiratoria de les arrels respecte als controls i,
si bé en les tiges els valors mesurats van ser lleugerament menors, la

respiracio es mantingué constant fins als 10 dies de tractament.

Al contrari, la presencia de Ni 0,5 mM en la solucié de cultiu indui
un augment transitori de la respiracié de les tiges durant els 5 primers
dies de tractament i després va minvar progressivament fins arribar als
valors dels controls després de 10 dies d’estrés (Figura 33). En conjunt,

la taxa respiratoria mitjana de les tiges durant els 10 dies de I'experiment
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va ser major en les plantes tractades amb Ni que en les controls (18,8 +
1,2 16,7 £0,3 umol CO, x g* PF x h™! respectivament), encara que no
es van detectar diferéncies estadisticament significatives. En contrast
amb la resposta de les tiges, en les arrels es produi una clara inhibicio
de la respiracio, que arriba a nivells significatius després de 5 dies

d’estrés i fins als 10 dies de tractament.

25 | Tiges

TPFhY

o
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o —e— control
O 5| —m—+/+ Ni
S —e—+/-Ni
e
=2 0 ‘ T
O 20 Arrels
O
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5 |
ES
ES
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10

TEMPS DE TRACTAMENT (dies)

Figura 33. Variacio temporal de la taxa de respiracié d’arrels
i tiges de plantes cultivades en presencia de Ni 0,5 mM
durant 10 dies (+/+ Ni) o durant 5 dies seguits de 5 dies sense
metall (+/- Ni). Els asteriscs indiquen les diferéncies

significatives amb els controls de la mateixa edat (n=3 a 13).

Les tiges i les arrels de les plantes tractades amb Ni també van
mostrar una resposta diferent a I'eliminacio del metall de la solucié de
cultiu. Quan les plantes sotmeses a estrés durant 5 dies van ser

canviades a nova solucié nutritiva, sense metall, per tal d’estudiar la
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possibilitat de recuperacio de I'estrés, es dona una disminucié major de
la respiracié de les tiges que I'observada en les plantes control durant
agueix periode (Figura 33, pannell superior). Per contra, en les arrels es
produi un lleuger augment de la taxa respiratoria en relacié amb la de
les plantes encara mantingudes en solucié amb Ni (Figura 33, pannell

inferior).

Els efectes del metalls sobre la respiracié de les arrels van ser
estudiats addicionalment mitjancant el seguiment de I'accié a curt termini

de diverses concentracions dels metalls.
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Figura 34. Canvis en la taxa de respiracié de les arrels, expressada com a
percentatge respecte als valors abans del tractament (x = 17,6 + 0,7 mmol O, x
g PF x h™), induits per 1’addici6 de diferents concentracions de Cd o Ni en el
medi. Els asteriscs mostren les diferéncies significatives amb el control al

mateix temps (n = 3).

En tots els casos, el consum d’O, mesurat disminueix al llarg del
temps de mesura, per la qual cosa les dades s’expressen com a
percentatge sobre el valor de respiraci6 abans de comencar el

tractament. Aquests valors es comparen amb els corresponents controls
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a diferents intervals de temps fins a 4 h de tractament. Els resultats
obtinguts (Figura 34) mostren I'abséncia d’efecte dels metalls a curt
termini i tan sols el Cd a la concentracido major utilitzada (1 mM) inhibeix
significativament de forma sostinguda la respiracié de les arrels, acci6

que es detecta després de 2 h de tractament.

59




Resultats

4. EFECTE DEL METALL SOBRE LA PRODUCCIO D’ETILE

El sotmetiment de les plantes a un xoc per metalls a la concentracié d’'1
mM condueix a una clara inhibici6 de Ialliberament d’etilé, considerada
I’lhormona de I'estrés. Ja des de les primeres hores de tractament (Figura 35)
s’evidencia la menor produccié que té lloc en les plantes sotmeses a estrés,
tant per Cd com per Ni. A mesura que transcorre el temps, aquestes diferéncies
entre les plantes control i les tractades amb qualsevol dels dos metalls van

augmentant de manera clara i arriben a nivells significatius a les 4 hores de

tractament.
—@— Control
3 —m—Ni1lmM
— —4—Cd1mM
[
o
.@ |
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:'5 *
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Figura 35. Alliberament d’etilé en plantes d’arros de 16 dies
d’edat, durant les 4 primeres hores de tractament amb CdCl, o
NiCl, 1T mM. Els asteriscs indiquen les diferéncies significatives

amb els controls del mateix temps (n =4 - 5).

L’efecte inhibitori dels metalls es manté al llarg del temps sense a penes
variacions i, a les 24 hores de l'inici del tractament, la produccié d’hormona en

les plantes control duplica la de les tractades (Figura 36).
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Figura 36. Alliberament d’etilé en plantes d’arros de 16 dies
d’edat, 24 hores després del tractament amb Cd o Ni. Es mostren

els factors de variacio respecte al control (n = 5).

L’'acci6 del Cd i el Ni sobre la produccio d’etilé es va estudiar també a
més llarg termini en plantes cultivades fins a 10 dies en preséncia de menors
concentracions dels metalls. En les plantes control la produccio d’etilé és major
en les plantes més joves. Els valors obtinguts sén al voltant d’'un 40 % majors
als 5 que als 10 dies d'iniciat I'experiment (plantes d’11 i 16 dies d’edat,
respectivament) (Figura 37). Aquesta caiguda en la producci6 d’etilé en plantes
control és una constant generalitzada també per als tractaments amb els

metalls, encara que en aquests els descensos no son tan importants.

Pel que fa als tractaments amb Cd (Figura 37), les plantes van ser
sotmeses a dues concentracions de Cd, 0,01 i 0,1 mM. Amb Cd 0,01 mM es
dona una reducci6é del 25 % en l'alliberament d’etilé als 5 dies de tractament,
percentatge que gairebé es duplica en el cas de les plantes tractades amb Cd
0,1 mM. Als 10 dies el tractament amb Cd 0,01 mM no presenta practicament
cap diferencia respecte de les plantes control. Aquest fet estaria relacionat amb
el fort descens del 40 % que experimenten les plantes control. Malgrat aixo, la
concentracio major de Cd si que provoca una inhibicié propera al 50 % si es

compara amb plantes control i tractades amb Cd 0,01 mM.
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Figura 37. Efecte de diferents concentracions de Cd sobre la
sintesi d’etilé en plantes d’arros després de 5 1 10 dies de

tractament (n = 3-14).

Igualment, dues concentracions van ser usades per deteminar
els efectes del Ni sobre la sintesi d’etilé, 0,1 i 0,5 mM (Figura 38). Als
5 dies de tractament la concentracié de 0,1 mM, provoca una inhibicié
d’aproximadament el 40 %, mentre que la concentracid més elevada
ocasiona una caiguda superior, propera al 50 %, en comparacio als
controls. Als 10 dies de tractament es pot observar un descens en la
produccio d’etilé respecte als 5 dies, pero de menor magnitud que la
que es dona en els controls en el mateix temps, per la qual cosa els
valors obtinguts en les plantes tractades amb aquesta concentracio de
Ni no es diferencien dels de les plantes control. Amb 0,5 mM el
descens en la produccié de I'hnormona és molt acusat inicialment i no
tant posteriorment, de manera que donen valors semblants als de la

concentracié menor als 10 dies de tractament.
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Figura 38. Efecte de diferents concentracions de Ni sobre
la sintesi d’etilé en plantes d’arros després de 5 1 10 dies

de tractament (n = 4-14).

Amb el proposit de determinar la possible reversio dels efectes
observats, es va repetir I'experiment amb les concentracions majors
utilitzades per a Cd i per a Ni, i s’eliminaren els metalls del medi 5 dies

després de comencat el tractament.

Les dades obtingudes (Taula 4) confirmen les dels experiments
anteriors respecte a l'efecte inhibidor dels metalls sobre la produccié
d’etilé en plantes d'arros. A més, mostraren que l'alleugeriment de les
condicions d’estrés per eliminacié dels metalls de la solucié nutritiva,
dona com a resultat una rapida recuperacié del nivells de produccié
d’etilé, que augmenta en 5 dies quasi un 30 % en el cas del Ni i més del
50 % en el del Cd respecte de les plantes encara mantingudes en solucio

amb metalls.
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Taula 4. Variacio de la produccié d’etilé en plantes d’arrds cultivades en
presencia dels metalls Cd 0,1 mM 1 Ni 0,5 Mm durant 10 (plante +/+) o durant

5 dies seguits de 5 dies sense metall (+/- ). Els valors es donen en nL. x g PF x

dia” (n=2-20). Es presenten també els % sobre el control per al dia 10.

Control Cd 0,1 mM

Dies de

tractament +/+ +/- +/+ +/-
0 20,72 £3,51 21,06 + 3,08 18,44 £1,73
5 29,43 £ 3,32 16,21 £1,68 12,53 +£1,69
10 18,90 £ 2,07 11,79 +£2,59 22,24 £9,43 11,77 £0,98 16,87 £9,9
% sobre 100 62,4 117,7 62,3 89,3
control

4.1. Modulacié de I'efecte dels metalls per ABAIG  As.

La preséncia d’acid abscissic (ABA) a una concentracio de 5 ppm
en el medi de cultiu disminueix la produccié d’etilé de les plantes d’arros
en aproximadament un 70 %. Per la seua part, la mateixa concentracio

d’acid gibberel:lic (GAs) no provoca cap efecte significatiu (Figura 39).

x 1,09

25 -
20 -

15 1

x 0,32

10 1

ETILE (nL x g PF x dia™)

Control ABA GA ,

Figura 39. Producci6 d’etilé per les plantes d’arros
cultivades durant 10 dies en medi nutritiu suplementat amb
ABA o GA; 5 ppm. Es mostren els factors de variacio

respecte als controls (n = 4).
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Addicionalment al seu efecte directe sobre la produccié d'etilé,
aguestes fitohormones exerceixen una acci6 moduladora de la dels
metalls pesants. Aixi (Figura 40), quan les plantes tractades
hormonalment durant 10 dies son sortmeses a un xoc d’estrés a curt
termini amb Cd o Ni a elevada concentracio (1 mM), I'efecte de 'ABA és
additiu amb el dels metalls, i es déna una reduccié en la produccio d’etilé
de més del 80 %. Contrariament, el GA; sembla contrarestar I'efecte dels
metalls, i lalliberament d'etilé en estes plantes no es diferencia

significativament del mesurat en les controls.

o5 0 Control
ER T <09
X 20 BOGA, :
o
= 15 x 0,57
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£ 10 -
Y
=S
L
0

Ni 1 mM Cd1mM

Figura 40. Producci6 d’etilé per les plantes d’arrds cultivades
durant 10 dies en medi nutritiu suplementat amb ABA o GA3 5 ppm
i sotmeses a un xoc d’estrés per Cd o Ni. Es mostren els factors de

variacio respecte als controls no subjectes a estrés (n = 3).
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DISCUSSIO

1. FUNCIONALITAT DE LES MEMBRANES: EFECTES DIFEREN-
CIALS DE Cd I Ni

Els dos metalls investigats, Cd i Ni, semblen exercir un efecte diferent
sobre la funcionalitat de les membranes de les cel-lules d’arros. Les variacions
mesurades en els dos parametres estudiats pel que fa al cas, la diferencia de
potencial transmembrana (Em) i la permeabilitat, mostren caracteristiques
diferencials en funcio del metall. Aixi, mentre I'addicié de Ni 0,5 mM a la solucio
de perfusié produeix una despolaritzacié de la membrana de les cél-lules
corticals de les arrels que és rapidament seguida per una repolaritzacié fins
arribar als valors inicials en pocs minuts (Figures 19 i 21), la induida per Cd,
tant a 0,1 com 1 mM provoca una despolaritzaci6 més intensa i mantinguda
(Figures 20 i 21). Durant les 2 — 3 primeres hores de tractament amb Cd
s’obtenen uns valors d’Em propers a -50 mV, del mateix ordre que els
mesurats en preséncia de desacobladors metabolics, com ara CCCP o NaNsg, i
que representen, per tant, el potencial de difusié per a la solucié de perfusié
utilitzada. Valors semblants als obtinguts en aquest treball han sigut mesurats
per altres autors en cél-lules radiculars d’arros amb solucié de perfusié de la
mateixa concentracié de K™ (Wang et al., 1994).

Els resultats obtinguts amb els tractaments amb Cd estan d’acord amb
els de Aidid i Okamoto (1992) per a tiges d’Impatiens. Segons els resultats
d’aquests autors el Cd a una concentracié d'1 mM despolaritza la component
del potencial dependent de la respiraci6 en les cel-lules de la interficie
xilema/simplast, mentre que no té efecte sobre la permeabilitat passiva de la
membrana. A menor concentracio (0,5 mM), pero, el potencial de membrana no
es veu afectat. Es possible que les arrels siguen més sensibles al Cd que les
tiges ja que, com en el cas de I'arros, també Kennedy i Gonsalves (1978) han
observat una forta despolaritzacié causada per Cd 0,1 mM en les arrels de
dacsa. Per altra banda, Aidid i Okamoto (1992) indiquen que sota les seues

condicions experimentals I'efecte inhibidor del Cd és irreversible, fins i tot
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després d’eliminar el metall de la solucié de perfusid. A¢o contrasta amb els
resultats obtinguts en les arrels d’arros (Figures 20 i 21) en les quals es dona
una repolaritzacioé espontania en presencia de Cd.

Els resultats obtinguts en aquest treball es poden interpretar assumint
que el Cd inhibeix la component activa del potencial de membrana, pero la
possible existencia de mecanismes de destoxificacié podrien revertir I'efecte. Es
coneixen diversos mecanismes de destoxificacio de metalls pesants en plantes
superiors (Jackson et al., 1990; Ernst et al., 1992; Meharg, 1994; Hall 2002),
incloent-hi mecanismes induibles, com ara la induccié per Cd de la fitoquelatina
sintasa (Zenk, 1996; Cobbett, 1999). En aquest context, €s interessant notar
que treballs anteriors amb arrds han mostrat que la H*-ATPasa de la membrana
plasmatica de les cel-lules radiculars és inhibida per Cd quan s’aplica in vitro
perd no després de 5 o 10 dies de I'aplicaci6 in vivo (Ros et al., 1992). Altres
autors també han indicat que I’ATPasa de les arrels d’arros és molt sensible a la
inhibicié per Cd in vitro, la qual cosa no es correlaciona amb la tolerancia que
mostren les plantes intactes (Obata et al., 1996). Aquest fet pot implicar que
inicialment el Cd pot afectar la component activa del potencial de membrana, a
través d’'una inhibicio directa de la P-ATPasa, i no indirectament per inhibicié de
la respiracio. Un efecte directe del Cd sobre l'activitat enzimatica de I'ATPasa
també ha sigut observat en arrels de diverses especies (Keck, 1978; Lindberg i
Wingstrand, 1985; Fodor et al., 1995). Aquests Uultims autors indiquen que
I'accié del Cd esta relacionada probablement amb la capacitat d’aquest metall
per a formar complexos amb I'ATP, amb el consegient descens de la
concentracio del substrat de I'ATPasa, el Mg-ATP.

Per tant, s’han d’assumir altres efectes del Cd sobre la component activa
d’Em, diferents a la inhibici6é de la respiracio. De fet, tot i que la major
concentracio de Cd utilitzada (1 mM) causa un descens de la respiracio a curt
termini (Figura 34), les variacions d’Em i de la respiracio observades no
coincideixen en el temps. Aixi, el potencial de membrana comenca a
incrementar-se unes 3 hores després de I'addicié de Cd 0,1 o 1 mM, mentre
que la respiracié es mantenia en aqueixos moments per davall de la dels
controls en les mostres tractades amb Cd 1 mM. A més a més, les dues
concentracions estudiades afecten 'Em de forma semblant, mentre que el

consum d’O, no és modificat significativament per Cd 0,1 mM (Figures 20 i 34).
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Addicionalment a I'efecte inicial sobre la component activa de 'Em, no es
pot descartar una possible accio del Cd sobre la component passiva. L’augment
de la permeabilitat de la membrana observada en preséncia del metall (Figures
23 i 24), que també ha sigut observada per altres autors en altres especies (De
Filippis, 1979; Fuhrer, 1982), recolzarien aquesta hipotesi.

El Ni, per altra part, sembla tenir un mecanisme d’accié diferent al del
Cd. El tractament amb Ni 0,5 mM provoca una forta inhibicié del creixement de
les plantes i, igualment que el Cd 0,1 mM, tampoc no mostra cap efecte sobre la
respiracio durant les primeres hores de tractament (Figura 34) malgrat que el
seu efecte a llarg termini és més important que el de Cd (veure Seccio 2
d’aquesta Discussi6). A diferencia del que succeeix amb Cd, no es déna una
despolaritzacié sostinguda en preséncia del metall i, fins i tot, algunes plantes
tractades amb Ni presenten valors d’Em majors que els controls. Aquest efecte
podria deure’s a I'estimulacié de I'extrusié de H*, demostrada per al Ni i altres
cations divalents amb arrels de dacsa (Cocucci i Morgutti, 1986). D’acord amb
aguests autors, I'entrada del Ni en les cél-lules es déna a favor de gradient
electroquimic per un mecanisme d’uniport, la qual cosa indueix I'extrusié de H*
per compensar les carregues eléctriques.

Pero la compensacié de carregues també dona lloc a I'eixida de K* que,
en absencia de mecanismes destoxificadors, comporta a llarg termini una
pérdua important de K’. De fet, en aquest treball hem pogut mesurar un
descens progressiu dels nivells de K™ en les arrels al llarg del temps de cultiu
en presencia de Ni (Figura 28) que, per altra banda, podria estar relacionat amb
les alteracions del balanc hidric observades en les plantes sota estrés per Ni
(Taules 2 i 3). Les pérdues de K’ podrien, doncs, estar causades per la
compensacio electroquimica durant la incorporacié dels metalls, més que per
canvis de la permeabilitat de la membrana (Buwalda et al., 1988). En el cas del
Ni en plantes d’arrdos no s’observen efectes sobre la permeabilitat en les arrels
quan es determina l'eixida de K* en valors absoluts, perod si quan s’expressa en
funcié del contingut intern (Figures 26 i 29). Murphy et al. (1999) indiquen que
una pérdua de K a llarg termini es correlaciona inversament amb la tolerancia
al Cu de diferents ecotips d’Arabidopsis, mentre que I'eixida a curt termini, que

no es déna amb arros (Figura 23), més que com un simptoma de toxicitat
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(danys en membranes), pot associar-se a mecanismes de destoxificacié del Cu

(alliberament al medi d’acids organics).

2. METABOLISME ENERGETIC: EFECTES SOBRE LA RES-
PIRACIO

La preséncia de Ni 0,5 mM o Cd 0,1 mM en el medi de cultiu afecta
drasticament els processos basics del metabolisme energetic, fotosintesi i
respiracio. Sota les condicions de cultiu utilitzades, les plantes depenen de les
reserves emmagatzemades en la llavor durant els primers dies i, si creixen en
solucié nutritiva control, passen a ser autonomes energeticament uns 7 dies
després de l'inici de la il-luminacié (Figura 30). L’addicio dels metalls al medi
canvia aquesta pauta temporal del desenvolupament de les plantes, ja que
redueix drasticament l'activitat fotosintetica i déna lloc a un balang favorable a
la respiracié. En cap moment del tractament d’estrés per metalls s’arriba al
punt de compensacio del CO; (PCco2). La respiracio, per tant, no sembla ser
afectada en el mateix grau que la fotosintesi. Altres autors han mostrat una
inhibicié de la fotosintesi per metalls pesants, concomitant amb augments
(Lamoreaux i Chaney, 1978) o absencia d’efecte sobre la respiracio (Schlegel
et al. 1987).

Les plantes d’arros mostren una sensibilitat menor al Ni que altres
plantes de cultiu. Aixi, I'addici6 de Ni 0,1 mM al medi nutritiu no afecta el
creixement de les plantes (Figura 10), mentre que s’ha indicat que una
concentracio 10 voltes menor causa una reduccio del 30 al 40 % de biomassa
en pesol o en iute (Gabbrielli et al., 1999; Saleh, 2002). A 0,5 mM, pero, el
creixement d’arros es veu severament afectat (Figures 10 i 15). Part de la
diferencia en pes fresc respecte als controls es pot adscriure a un descens
progressiu del contingut hidric en les plantes tractades (Taula 2). L’existencia
d’'una correlacié negativa entre la concentracié de Ni i el contingut hidric ha
sigut indicada també en pésol (Gabbrielli et al., 1999). Tanmateix, el descens
en contingut hidric no explica totalment la diferéncia en creixement observada.
Sota I'assumpcié que la respiracio constitueix un dels millors predictors del

creixement (Smith et al., 2001), caldria esperar que I'important descens causat
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per Ni hagués estat acompanyat de disminucions significatives de la respiracio,

cosa gue no succeeix (Figura 31).

Investigacions realitzades per Burzynski i Buczek (1994) amb
cogombre mostren que el tractament amb Ni afecta negativament I'absorcio de
NO3’, un procés altament dependent de la provisié d’energia, perd no modifica
la taxa respiratoria a curt termini. Aquests autors indiguen que el consum d’O;
tan sols minva a llarg termini o bé per tractament amb concentracié elevada de
Ni (1 mM). En arros, les concentracions que afecten el creixement de les
plantes o fins i tot majors (0,5 i 1 mM) no alteren la respiracio de les arrels a
curt termini (Figura 34). A¢co contrasta amb I'efecte del Cd 1 mM, que indueix
un descens significatiu a partir de les 2 hores de tractament. Sembla que
'efecte del Ni pot no ser immediat, com han indicat abans altres autors
(Zornoza et al., 1999; Kukier i Chaney, 2001). Aco S’ajusta també als resultats
obtinguts en aquest treball en relacié amb el seu efecte sobre la permeabilitat
de les membranes, que tampoc no es manifesta de forma rapida (Figures 23 i

25), com és el cas del Cd.

Quan l'efecte dels metalls sobre la respiracié s’estudia a llarg
termini en arrels i tiges separadament es pot comprovar que el Cd 0,1 mM, que
no presenta accio immediata sobre les arrels, tampoc no I'exerceix al llarg del
temps de cultiu, ni en arrels ni en tiges. Fins als 10 dies de tractament amb
aguest metall els valors obtinguts no es diferencien del control (Figura 32). Al
seu torn, el Ni provoca una clara inhibicio de la respiracié en les arrels i, alhora,
un lleuger augment en les tiges (Figura 33). Encara que, d’acord amb Pinel et
al. (2003), el transport de Ni de les arrels a la part aeria esta afectat per
nombrosos factors, Gerendas et al. (1999) indiquen que, en comparacié amb
altres metalls, el Ni és bastant mobil dins les plantes. Rubio et al. (1994) han
mostrat que en arros i en contrast amb el que succeeix amb Cd, que presenta
una baixa mobilitat, una proporcié elevada del Ni absorbit per les arrels es
transporta cap a les tiges. Per tant, cal esperar que el Ni puga exercir algun
efecte en la part aeria. De fet, el grau de reducci6 del creixement de les plantes
(Figures 10 i 15) no pot ser explicat per canvis en la biomassa de les arrels
exclusivament, ja que aquestes representen Uunicament al voltant del 15 % del

pes total (Rubio et al., 1994). Tant el pes fresc de les arrels com el de les tiges

73



Discussio

son reduits significativament pel tractament amb Ni (Figures 16 i 17). El lleuger
increment de la respiracio en les tiges causat pel metall (Figura 33) ocorre, per
tant, de forma concomitant amb la disminucié del creixement. El descens de la
respiracio en les arrels sembla compensat per 'augment observat en les tiges i,

en conjunt, a nivell de planta sencera no es detecta cap efecte.

Es un fet conegut que el Ni inhibeix fortament el creixement de les
arrels (Woolhouse, 1983), pero s’ha indicat per a diverses especies herbacies,
incloent-hi cereals com ara el blat, que el seus efectes son més pronunciats en
tiges (Ewais, 1997; Kovacevic et al., 1999). En contrast, el nivell d’estrés
imposat en aquest estudi pareix exercir un major efecte en les arrels d’arros
qgue en les tiges, la qual cosa esta d’acord amb resultats de Gabbrielli et al.
(1999) per a pesol. Aquests autors indiquen gue els efectes toxics del Ni s6n
marcadament superiors en les arrels. En arros, tant el creixement de I'arrel com
la demanda energética estan drasticament reduits pel tractament de Ni i,
consequentment, I'alleugeriment de I'estrés per eliminacié del metall del medi
indueix una recuperacio tant del pes fresc com de la respiracio. Per contra,
I'activitat respiratoria de les tiges es manté o fins i tot augmenta, pel tractament
amb el metall. Com que el creixement de I'drgan disminueix, una major
proporcié de I'energia produida per la respiracio en les tiges és utilitzada per al
manteniment dels teixits sotmesos a estrés. La tendéncia a minvar la respiracio
que té lloc després de I'eliminacio del metall, s’ajusta bé a aquesta hipotesi.
Canvis en la distribucio de I'energia resultant de la respiracioé entre creixement i
manteniment han sigut descrits per a arrels de plantes sota diferents estressos
(Collier et al., 1993; Lambers et al., 2002) i és el que sembla ocorrer també en

les tiges d’arros sota estrés per Ni.

3. SINTESI D’ETILE: REDUCCIO PER Cd I Ni

Esta ampliament acceptat que una resposta generalitzada de les plantes
en situacions d’estrés és l'augment de la produccio d’etilé, ja que existeixen
nombroses evidencies que sota estrés biologic, fisic o quimic s’incrementa la
seua sintesi (Hyodo, 1991; Inaba et al., 1991; Wang i Gemma, 1991; Chen i
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Kao, 1994; Lutts et al., 1996; Arshad i Frankenberger, 2002; Sharp i LeNoble,
2002).

Els metalls pesants no son una excepcio i la bibliografia existent dins de
la literatura cientifica aixi ho indica; I'estrés per metalls pesants en plantes
provoca un increment en la sintesi d’etilé (Rodecap i Tingey, 1981; Gora i
Clijsters, 1989; Lu i Kirkham, 1991; Mattoo et al., 1992; Peng i Yamauchi, 1992;
Kao, 1995).

Malgrat aixo, els nostres resultats mostren que els tractaments amb els
metalls Ni i Cd redueixen la capacitat de sintetitzar etilé en plantes d’arros, fins i
tot a concentracions que no provoquen efectes detectables sobre el creixement
(Figures 37 i 38 versus Figures 10 i 11). Aquesta caiguda en la produccio d’etilé
respecte dels controls es manté fins al final de I'experiment, i S’aprecia una

tendéncia a augmentar quan els metalls sén eliminats del medi (Taula 4).

Tot i que, com s’ha indicat adés, abunden més els estudis que mostren
un augment d'etilé sota estrés per metalls, també altres autors han indicat
I'efecte contrari, la qual cosa estaria d’acord amb els nostres resultats. Aixi, els
obtinguts per Bhattacharjee (1997/1998) amb concentracions de Cd semblants
a les utlitzades en aquest treball, mostren com concentracions creixents
d’aquest metall produeixen una inhibici6 de la sintesi detilé en plantes
d’amarant 7 dies després d’iniciat el tractament. Poschenrieder et al., (1993)
també aporten dades de la inhibicié en I'evolucio d’etilé en bajoca i de la seua
dependéncia de la concentracié de Cr. Vassilev et al. (2004), per altra banda,
refereixen un efecte del Cd dependent de la concentracié aplicada, de forma
gue les concentracions baixes augmenten la produccié d’etilé en plantes d’ordi,
mentre que a elevades concentracions es dona una disminucio, i alhora canvis

en el contingut total d’acids grassos de les membranes cloroplastiques.

Diversos estudis mostren que diferents cations divalents, com ara el
Co?" o el Ni** o també algun monovalent, com la Ag**, a concentracions dins
del rang mil-limolar, inhibeixen la sintesi d’etilé (Beyer 1976; Lau i Yang, 1976;
Abeles et al., 1992; Pennazio i Roggero, 1992). Es sabut que I'enzim ACC
oxidasa és fortament inhibida per quelants metal-lics (Apelbaum et al., 1981;

Tsai i Chiang, 1994) i que necessita, tant in vivo com in vitro, del Fe* com a
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cofactor essencial (Bouzayen et al., 1991; Ververidis i John, 1991; Fernandez-
Maculet i Yang, 1992). Alguns autors indiquen que la inhibicié per Ni estaria
relacionada amb I'accié del metall sobre aquest I'enzim (Pennazio i Roggero,
1992). Yang i Hoffman (1984) situen 'ACC oxidasa en les membranes i com a
requisit fonamental per a la seua funcionalitat, la integritat d’aquestes. Alguns
autors han suggerit que els efectes toxics de metalls pesants com el Cr sobre
les membranes, serien els responsables de la inhibici6 de la sintesi d’etilé
(Vazquez et al., 1987). No obstant, altres investigacions situen majoritariament
I'enzim en la fraccié citosolica (Fernandez-Maculet i Yang, 1992; Chung et al.,
2002).

El descens dels nivells d’etilé causat per I'estrés podria deure’s també a
les caracteristiques de la planta utilitzada en aquest estudi. Citant a Larcher
(2003), es pot dir que diferents espécies responen de forma diferent a un
mateix estrés, en funcid6 de la seua “norma de reaccid” geneticament
determinada. Aixi, en moltes plantes semiaquatiques, contrariament al que
ocorre en la majoria de plantes terrestres, el creixement €s promogut per etilé
(Abeles, 1992; Reid, 1995).

En aquest tipus de plantes, com ara I'arros (Kende et al., 1998; Sauter,
2000) o el Rumex (Voesenek et al., 2003), s’ha descrit que 'augment d’etilé en
les parts submergides provoca un descens dels nivells d’ABA, la qual cosa
condueix a un increment en la sensibilitat a GAs i a I'elongacié de les tiges.
Pero addicionalment a I'efecte de I'etilé sobre les GAs, també s’ha demostrat
que les GAs augmenten la sintesi d’etilé (Kaneta et al., 1997). En el present
treball hem pogut comprovar que, en contrast amb el que succeeix amb I'’ABA,
si bé l'acid gibberél:lic no afecta la produccio d’etilé quan la planta no es troba
sota estrés (Figura 39), si que I'augmenta en les plantes tractades amb metalls

i contraresta el seu efecte inhibidor (Figura 40).

Sembla clar que I'efecte dels metalls sobre la produccio d’etilé en el cas
de I'arros és d’inhibicio. El fet que aquest descens es done fins i tot quan els
metalls s’apliquen a concentracions baixes que no afecten el creixement de les

plantes, suggereix que no és un simple reflex de danys produits per I'estrés.
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Conclusions

CONCLUSIONS

Els resultats obtinguts en les nostres investigacions sobre les respostes

fisiologiques a I'estrés pels metalls Cd i Ni en plantes d’arros, poden resumir-se

en les conclusions seguents:

1) L’efecte dels metalls Cd i Ni sobre la funcionalitat de les membranes

mostra trets diferencials.

>

El Cd presenta una clara acci6 sobre els dos vessants estudiats. Tant
la permeabilitat de les membranes com la diferencia de potencial
transmembrana (Em) es veuen afectades per aquest metall, que
afecta la component activa d’Em de forma transitoria.

Contrariament, el Ni no provoca alteracions d’Em en les arrels, ni es
detecten augments de la permeabilitat a curt termini. En tiges, el
tractament a llarg termini amb Ni si que afecta la permeabilitat de les
membranes.

Al llarg del temps de cultiu amb el Ni es déna una disminucié del
contingut de K™ a les arrels, que podria estar relacionada amb la
simptomatologia associada a l'estrés per aquest metall, ja que es
detecta una reduccié important del contingut hidric de les plantes

tractades.

2) Ambddés metalls afecten drasticament [l'activitat fotosintética de les

plantes i a nivell de planta sencera, no es detecten canvis en l'activitat

respiratoria. Respecte a aco, també apareixen efectes distintius dels dos

metalls:

>

>

El Cd no altera la taxa respiratoria de tiges ni d'arrels, quan es
mesuren separadament, excepte a concentracions elevades.

El Ni provoca una clara inhibicio de la respiracio en les arrels, mentre
gue augmenta lleugerament la de les tiges. Aquest efecte indica un
canvi en la distribucié de I'energia que resulta de la respiracié entre

creixement i manteniment dels teixits.
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3) Els dos metalls presenten un efecte comu sobre la produccié d'etilé.
Contrariament al que succeeix en altres especies, el Cd i el Ni indueixen
una disminucié de l'alliberament de I'hormona. El GAs, pero no 'ABA,
interacciona amb I'efecte inhibitori dels metalls, i augmenta la produccio

d’etilé fins a valors semblants als dels controls.

En conjunt, podem dir que existeix una clara i rapida acci6 del Cd sobre
les propietats de les membranes, que es manifesta ja en els experiments a curt
termini (hores). En contrast, els efectes del Ni s’exerceixen a més llarg termini
(dies) i, d’entre els processos fisiologics estudiats, es manifesten particularment
en canvis en la respiracio. Tots els efectes detectats, i per als dos metalls
estudiats, poden ser revertits, al menys parcialment, per I'eliminacié dels

metalls del medi on creixen les plantes.
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