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INTRODUCCIÓ 

 

1. Contaminació per metalls pesants 

Els metalls pesants són dels contaminants químics més tòxics que 

existeixen ja que, com a elements químics que són, no poden ser biodegradats 

i, a més a més, s’acumulen en les cadenes tròfiques. 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 són considerats elements traça 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 produïts per dos metalls 

pesants, Cd i Ni, durant el desenvolupament de plantes d’arròs, ambdós 

importants contaminants als països industrialitzats.  Els diferents aspectes que 

abarca la investigació realitzada es relacionen en els Objectius. 

 

1.1. Orígens de la contaminació 

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

tenir dos orígens diferents:  

- Origen natural, provinent de l’activitat geològica del planeta, com poden 

ser les emissions de gasos volcànics i la meteorització de roques 

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

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

com per exemple: � algunes pràctiques agrícoles com l’ús abusiu de pesticides i 

fertilitzants que contenen quantitats traça de metalls pesants (Gimeno-

García et al.,1996; Krishnamurti et al., 1996) � la crema abusiva de combustibles fòssils (centrals tèrmiques, 

transport, calefaccions...) 
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� determinades activitats industrials: instal·lacions per a la producció 

de ciments, vidre, materials minerals i productes ceràmics; refineries de 

petroli i gas; indústries del metall i instal·lacions incineradores de 

minerals metàl·lics; instal·lacions per a la producció de pasta de paper; 

productes químics inorgànics de base i sobretot l’activitat minera. 

Tot això ha fet que en els últims temps s’haja detectat un augment 

molt important de les concentracions d'aquests metalls en l'aire, en les 

aigües i en el sòl (http://www.eper.cec.eu.int). 

1.2. Nivells de contaminació  

Cal assenyalar que en les últimes dècades, amb l’alt grau 

d’industrialització aconseguit i el fort increment de la demanda energètica, la 

contaminació ambiental per metalls pesants ha abastat nivells molt 

preocupants que obliguen  a un seguiment acurat i un control  molt precís 

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

Els gràfics següents representen les emissions dels metalls Cd i Ni a 

l’atmosfera (Figura 1) i a l’aigua (Figura 2), que es produeixen arreu dels 

paï-sos membres de la Unió Europea d’acord amb el seguiment realitzat per 

l’EPER (Inventari Europeu d’Emissions Contaminants)  

(http://www.eper.cec.eu.int). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 Figura 1. Emissions de Cd i Ni a l’atmosfera per país membre de la Unió Europea. 0
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  Figura 2. Emissions directes de Cd i Ni a l’aigua, per país membre de la Unió Europea. 
 

 Com pot observar-se en les figures 1 i 2 encara que Espanya és 

el cinqué país que menys Ni vessa a les aigües 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 l'atmosfera. Entre les activitats que més contribueixen a 

aquesta contaminació per Cd i Ni destaquen les intal·lacions de combustió, 

refinadores de petroli i gas, indústries del metall (calcinació, sinterització, 

producció de metalls...), elaboració de productes químics de base, 

instal·lacions amb utilització de dissolvents orgànics i instal·lacions per a la 

producció de ciment, materials minerals i productes ceràmics.    A més de la contaminació generalitzada de baixa intensitat que es 

produeix en determinades zones per les activitats mencionades, cal no 

oblidar que, ocasionalment, es poden donar episodis de contaminació 

puntual aguda, com el que va ocórrer l’any 1998 a Huelva, prop del Parc 

Nacional de Doñana.  
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2. Efectes de l’excés de Cd i del Ni sobre les plan tes 

 Les plantes, al llarg del seu cicle biològic, poden veure’s sotmeses a  un 

fort estrés ambiental com a resultat de la presència de diferents contaminants 

en el medi natural. Entre els estressos abiòtics més importants a què poden 

estar sotmesos els vegetals destaca la contaminació  per metalls pesants. 

 El Cd i el Ni són metalls pesants que es troben de forma natural a 

l'escorça terrestre a concentracions relativament baixes, excepte en sòls 

ultramàfics o serpentínics 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 l’enzim ureasa i, per tant, és 

essencial perquè les plantes hidrolitzen la urea, utilitzada amb molta freqüència 

com a fertilitzant nitrogenat per via foliar. I, com ja ha estat indicat prèviament 

per alguns autors, pot estimular el creixement vegetal i la germinació de les 

llavors (Bollard, 1983; Gerendás 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 traça no són 

perjudicials (els vegetals tenen la capacitat de créixer i desenvolupar-se de 

forma òptima en un rang estret de concentració d’alguns metalls presents al 

medi), a concentracions per sobre del llindar de tolerància de les espècies 

poden produir efectes molt tòxics que incideixen de forma important en el 

desenvolupament de les plantes. Gran part dels símptomes de toxicitat, com 

ara reducció del creixement, clorosi, etc., són comuns per a diversos metalls 

pesants però també s’han descrit alguns més específics en diverses plantes, 

com necrosis foliars característiques causades per Ni (Sun i Wu, 1998) o 

pigmentacions purpúries 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 fisiològics i bioquímics en plantes (Slivinskaya, 1991; 

Mattioni et al., 1997; Ahonen-Jonnarth i Finlay, 2001; Bertrand et al., 2001; 

Carpentier, 2001).  A més, si a això afegim el fet que els vegetals són la 

primera baula en les xarxes tròfiques dels ecosistemes, ens trobem que 

aquestes substàncies poden afectar de manera importantíssima 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 síntesi d’etilé, hormona 

implicada en situacions d’estrés. 

2.1. Efectes sobre les membranes cel·lulars   

 La membrana plasmàtica constitueix el primer punt de control en la 

incorporació dels metalls pesants en l’interior cel·lular i pot jugar un paper 

important en la tolerància als metalls (Meharg, 1993). Però també és un lloc 

d’acció primari de la  seua toxicitat. Canvis en els components proteics (enzims 

lligats a membrana) o en els lipídics, per exposició a metalls, provoquen 

variacions en la funcionalitat de les membranes, que poden causar alteracions 

en l’absorció 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; Hernández et al., 1996; Ouariti et al., 1997), com a d’altres 

transtorns fisiològics que afectarien de manera directa el creixement de les 

plantes (Moya et al., 1993).  

 La bibliografia sobre aquest tema és abundant i, així, treballs amb arròs 

han demostrat que els tractaments amb Cd i Ni indueixen variacions tant en els 

lípids del plasmalema com en l’activitat ATPasa, enzim fonamental en la 

incorporació de nutrients (Ros et al.,1992), i altres, treballant amb diferents 

espècies, informen d’un increment en la pèrdua de K+ i altres electròlits en 

teixits vegetals tractats amb Cd (Keck, 1978; De Filippis, 1979; Fuhrer, 1982). 

La pèrdua o la menor adquisició de nutrients essencials pot conduir a  

desequilibris nutricionals responsables de la simptomatologia associada a la 

toxicitat per metalls.  

 Aquests simptomes, però, també poden ser, en part, conseqüència de 

múltiples transtorns en processos fisiològics fonamentals, com ara el balanç 

hídric (Becerril et al., 1988; Poschenrieder et al., 1989), la fotosíntesi (Becerril 

et al., 1988; Moya et al., 1993) o la respiració (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 informació del fet que els cations divalents  

produeixen una despolarització 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 

respiració 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 l’estudi dels efectes dels metalls pesants és 

la possible acció sobre la producció d’etilé, la considerada hormona de l’estrés, 

concepte encunyat per Abeles (1973) per referir-se a la biosíntesi accelerada 

d’aquest gas associada amb l’estrés biològic o ambiental experimentat per 

plantes. Així, existeixen nombroses evidències que, sota condicions d’estrés 

biològic, químic o físic, augmenta la producció d’etilé (Hyodo, 1991; Arshad i 

Frankenberger, 2002). Tanmateix, altres estudis mostren una reducció en 

l’alliberament d’etilé produïda per metalls pesants (Bhattacharjee, 1997-1998; 

Vassilev et al., 2004). 

  Aquesta hormona és un potent promotor de la senescència i s’ha 

associat l’augment de la seua producció amb canvis en les membranes que 

condueixen a la pèrdua de la funcionalitat d’aquestes. És més, l’ús d’inhibidors 

de la síntesi d’etilé reverteix el seu efecte sobre la integritat de les membranes 

(Mann et al., 2002) i l’aplicació d’inhibidors del receptor de l’hormona augmenta 

la tolerància a l’estrés (Ella et al., 2003). 

 La interacció entre els diferents sistemes de senyal (cross-talk) sembla 

ser comú en les plantes i, potser, general. Com a resultat, les hormones 

vegetals pràcticament mai no semblen actuar com a controladors únics d’un 

procés. 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 antagònics.  

 Una d’aquestes interaccions és la relació etilé-gibberel·lines (GAs)-àcid 

abscíssic (ABA) que té una importància rellevant en el creixement de l’arròs, 
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per les especials característiques que presenta com a planta semiaquàtica. En 

un nombre important de plantes semiaquàtiques 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 

l’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 això 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 interacció de signe contrari s’ha descrit entre ABA i 

etilé en el control del creixement de plantes sota estrés hídric, on l’ABA actua 

com a promotor del creixement, en inhibir la síntesi d’etilé (Sharp et al., 2000; 

Sharp i LeNoble, 2002).  
2.3. Mecanismes adaptatius a l’estrés per metalls p esants 

 Les plantes davant la presència de concentracions molt elevades de 

metalls pesants al medi adopten estratègies diferents per a minimitzar els 

efectes tòxics que aquests els poden produir sobre els processos fisiològics 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 l’exposició a aquests 

metalls. En alguns casos es presenten mecanismes d’evitació, com la reducció 

del transport a través de membrana, amb disminució de l’absorció per les 

cèl·lules radiculars, la disminució del transport dins la planta i la 

compartimentació al vacúol (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 inducció de l’enzim fitoquelatina sintasa (Zenk, 1996; Cobbett, 1999).  

Altres plantes desenvolupen mecanismes bioquímics i fisiològics no ben 

coneguts que els permeten tolerar l’excés de metalls. Un cas extrem és el de 

les plantes hiperacumuladores, com són algunes espècies de la família 

Brassicaceae (gèneres Alyssum y Thlaspi) i Fabaceae, que tenen la capacitat 
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d’emmagatzemar quantitats elevades de metalls pesants. En l’actualitat, com a 

conseqüència  de l’augment dels nivells de metalls pesants en el medi, 

aquestes plantes han adquirit una gran importància, ja que es presenten com 

una tecnologia innovadora per a la  recuperació de sòls i aigües contaminats 

per metalls pesants (bioremediació). Les aplicacions més comunes de la 

bioremediació són: la bioextracció (absorció i acumulació del metalls en la 

planta) i la bioestabilització (transformació del metalls en espècies poc o gens 

tòxiques) (Gleba et al., 1999; Lombi et al., 2001; Prasad i Freitas, 2003; Pilon-

Smits, 2005). 

3. L’arròs  

L’arròs és una monocotiledònia que pertany a la família Poaceae. 

Actualment les varietats que es cultiven en la major part de països són del 

gènere Oryza. De les moltes espècies que trobem només dues presenten 

interés agrícola per al conreu: Oryza sativa (origen asiàtic) i Oryza glaberrima 

(originària d’Àfrica occidental). L’espècie O. sativa és la més conreada arreu del 

món i ha derivat en tres subespècies: - índica: de gra llarg i cristal·lí - javànica: de gra llarg i ample - japònica: de gra curt, redó i perlat. 

3.1. Àrees de cultiu 

 L’arròs es cultiva principalment al continent asiàtic, on es produeix  

més del 80 % de la producció mundial (Figura 3). Països com la Xina i 

l’Índia conreen més de la meitat de l’arròs mundial, però altres països 

asiàtics com Indonèsia, Vietnam i Tailàndia són capdavanters en la seua 

producció. Brasil és el primer productor mundial no asiàtic, mentre que dins 

de la Unió Europea és Itàlia qui ocupa aquest lloc.  

(http://r0.unctad.org/infocomm/espagnol/arroz/descripc.htm) .  
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         Figura 3. Producció mundial d’arròs (mitjana de 1999 a 2003) Font: UNCTAD segons dades estadístiques de L’Organizació de les Nacions Unides per a l’Agricultura i l’Alimentació. 
El conreu de l’arròs es realitza bàsicament en quatre ecosistemes:  

- Zones baixes en sòls estancats: amb el 25% de la superfície conreada i 

el 17% de la producció mundial, aquest tipus d’arròs ocupa el segon lloc 

després de l’arròs irrigat. 

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

superfície en tot el món i el 4% de la producció mundial d’arròs. 

- Zones de regadiu: representa el 55% de la superfície en tot el món i el 

75% de la producció mundial d’arròs. 

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

total i la producció mundial se situa en el 4%. 
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  Figura 4. Superfície cultivada i producció total d’arròs a les diferents zones agroecològiques. També es mostren els rendiments corresponents a cada ecosistema (en t/Ha, entre parèntesis). (http://www.fao.org).  
A Espanya, com a tot Europa, el cultiu és de regadiu, que és el més 

productiu (Figura 4). El nostre país ocupa el segon lloc de producció dins 

de la Unió  Europea, i la Comunitat Valenciana, amb una superfície de 

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

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

que té una bona adaptació a les diferents zones arrosseres del nostre país. 

És una varietat de gra curt, redó i amb un elevat grau de perlat, que mostra 

una certa tendència a l’encamat. Aquesta és una de les tres varietats 

emparades sota la denominació d’origen Arròs de València, juntament amb 

les varietats Bomba i Sènia. 
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3.2. Importància agronòmica  
L’arròs és l’aliment més important per a més de la meitat de la 

població mundial i el cereal el cultiu del qual està més estés, possiblement a 

causa de la seua capacitat de creixement en condicions edàfiques i 

climàtiques molt dispars. 

A més de la seua importància alimentària, l’arròs és una font 

econòmica importantíssima ja que proporciona feina a una gran part de la 

población rural de la major part d’Àsia (és el cereal típic d’Àsia meridional i 

oriental), i és àmpliament conreat a Àfrica, a Amèrica i a Europa meridional, 

sobretot a les regions mediterrànies. A escala mundial abasta els 150 

milions d’hectàrees, extensió equivalent a l’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 població mundial 

creixent, a la qual l’arròs proveeix actualment el 21 % del total de calories 

consumides, la producció s’hauria de duplicar en els propers 20-30 anys 

(Informes de CIRAD, SIA I FAO).  

El fet que l’arròs siga un dels conreus de primer ordre, des del punt 

de vista nutricional i econòmic, han fet d’ell una planta de màxim interés 

dins del camp de la investigació i es considere un model d’estudi de molts 

dels processos fisiològics i metabòlics en plantes. Per altra banda, que el 

genoma de l’arròs siga el de menor tamany dins dels cereals i s’haja 

seqüenciat recentment fa que l’arròs siga la base de nombroses 

investigacions biotecnològiques i es considere aquesta planta un sistema 

model en monocotiledònies (Bajaj i Mohanty, 2005). 

 Una altra indicació de la seua importància dins del camp de la 

investigació és l’existència de l’Institut Internacional d’Investigacions de 

l’Arròs (IRRI) dedicat a tot tipus d’estudis científics relacionats amb aquesta 

planta. 

Per tots aquests motius i altres, com l’augment de la fam al món, la 

desnutrició i la pobresa, les Nacions Unides declararen l’any 2004 Any 

Internacional de l’Arròs (AIA), una declaració que no té precedents en la 

història d’aquesta organització. 



 

 

                                OBJECTIUS            
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OBJECTIUS 

Investigacions prèvies han mostrat que l’arròs absorbeix eficaçment 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 contaminació per 

aquests metalls en cereals. L’objectiu global de la Tesi Doctoral que es 

presenta és determinar els efectes fisiològics causats pel Cd i el Ni en plantes 

d’arròs en desenvolupament.  

 Les investigacions realitzades se centren en els següents objectius concrets : � Caracterització de l’efecte del Cd i del Ni sobre les membranes 

cel·lulars, primer punt d’interacció de la planta amb els metalls i que 

no sols pot constituir un punt de control de la seua entrada, sinó 

també una diana de l’acció tòxica dels metalls. 

Aquest objectiu s’aborda des de dos vessants diferents que 

reflecteixen la funcionalitat de les membranes: � Estudi de les variacions de la diferència de potencial 

transmembrana (Em), que constitueix el millor marcador 

del funcionament in vivo de les ATPases de membrana. � Determinació dels canvis de la permeabilitat a què poden 

conduir les alteracions de la integritat de les membranes. � Estudi de l’acció del Cd i del Ni sobre l’activitat respiratòria de les 

plantes, en relació amb les variacions del creixement que es poden 

donar a conseqüència de l’estrés causat  pels metalls i que, a més, 

constitueix el sistema d’energització 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 senescència, en 

les plantes sotmeses a estrés pels metalls i la modulació per àcid 

abscíssic i àcid gibberèl·lic.   

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

els efectes produïts pels metalls poden ser revertits per la seua eliminació  del 

medi. 



 

 

                                MATERIALS I MÈTODES                
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MATERIALS I MÈTODES 

 

 

 

1. Cultiu de les plantes 

Les plantes d’arròs (Oryza sativa L. cv. Bahia) foren cultivades en medi 

hidropònic en cambra de creixement. Les llavors s’esterilitzaren durant 20 min 

en una solució de NaClO (lleixiu comercial, diluït al 10 %), es rentaren 

exhaustivament amb aigua destil·lada i es feren germinar, en la foscor, sobre 

reixetes de plàstic suspeses en aigua destil·lada dins de contenidors de plàstic. 

Als dos dies s’afegiren els nutrients indicats i a les concentracions finals que es 

mostren en la Taula 1:  

  Taula 1.- Composició de la solució nutritiva utilitzada per al cultiu de les plantes. 
                    Macroelements 

               (concentració final) 

                  Oligoelements 

              (concentració final) 

     
             KNO3                  3 mM 

             KCl                     1 mM 

            
            H3BO3                15 µM 

            MnCl2                   5,9 µM 

             Ca(NO3)2            1 mM             CuSO4                  0,5 µM   

             NaH2PO4            1 mM             ZnSO4                  0,28 µM  

             MgSO4                0,75 mM            (NH4)6MoO4          1 µM  

             Fe-EDTA            3 mg × L-1 
 

             

 

Als sis dies de la sembra es van traure els plançons de la foscor i es va 

iniciar l’aireació 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 règim fotoperiòdic de 8 h de foscor a 25 ºC i 16 h 

de llum a 30 ºC, amb  80-100 µmol fotons × m-2 × s-1 de radiació fotosintètica-

ment activa (PAR).  
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          Figura 5.  Plantes d’arròs de 6 dies d’edat, dia en què s’inicia la il·lumi-nació, l’aireació del medi i es fan els tractaments a llarg termini (D0). 
2. Tractaments 

Les plàntules d’arròs 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 l’apartat anterior. Les 

plantes van ser introduïdes en recipients amb solucions de CdCl2 o NiCl2, a 

concentracions finals entre 0,01 i 1 mM i les respostes fisiològiques al xoc 

causat per la presència dels metalls al medi varen ser seguides de 2 a 24 

hores, segons l’experiment.  

La modulació hormonal de les respostes als metalls es va investigar amb 

plantes crescudes en la mateixa solució nutritiva, complementada amb àcid 

abscíssic (ABA) o àcid gibberèl·lic (GA3). Les hormones van ser dissoltes en un 

petit volum d’etanol i després diluïdes amb aigua destil·lada abans de vessar-

les al medi, per donar una concentració final de 5 ppm (equivalent a 1,9 × 10-5 
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M en el cas de l’ABA i a 1,4 × 10-5 M en el del GA3). 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 

presència dels metalls en el medi nutritiu. Així, sis dies després de la sembra es 

van afegir volums adients de solucions estoc de CdCl2 o NiCl2 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 concentració. Les plantes es mostrejaren 

periòdicament fins a 10 dies després de l’addició dels metalls (D10) i es 

dugueren a terme les anàlisis corresponents. 

Per tal d’estudiar la capacitat de les plantes a l’hora de recuperar-se de 

l’estrés per metalls, en una sèrie 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 solució 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’indiquen els moments de tractament i de mostreig. 

   
                Figura 6.- Esquema temporal del sistema de cultiu emprat, on es mostren els moments d’aplicació i eliminació dels metalls en els tractaments de llarga durada i els moments de mostreig de les plantes. A D0 s’inicia l’aireació del medi i la il·luminació fotoperiòdica de les plantes. 

Addició de   
  Cd o Ni 

 Renovació 
de la solució 

Mostreig i 

anàlisi 

Addició dels 
  nutrients plantes +/+ i +/- metall  0        2                   6                       11                   16 edat de les 

plantes (dies) 
  D0                     D5                 D10 Sembra 
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3. Mesura de la diferència de potencial transmembra na (Em) 

La mesura de la diferència de potencial transmembrana es va dur a 

terme segons el mètode descrit per Martínez-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 plexiglàs, com la de la Figura 7, per la qual es va fer circular una 

solució de perfusió consistent en KCl 0,2 mM i CaSO4 0,2 mM, ajustada a pH 

6,5 amb NaOH i a un flux de 0,42 L h-1.       Figura 7. Cambra de plexiglàs on s’introdueixen les arrels i s´hi fa circular la solució de perfusió, a la qual s’afegeixen els metalls en els moments adients. 
 

La diferència de potencial transmembrana (Em) de les cèl·lules del 

còrtex de l’arrel es mesurà amb microelèctrodes de vidre emplenats de KCl 3 M 

i ponts salins de referència que contenien KCl 3 M en agar al 2 % (p/v), tots dos 

connectats via elèctrodes de Ag/AgCl a un amplificador amperomètric (List, LM-

1) i a un enregistrador de paper. L’elèctrode de referència es mantingué 

submergit en la cambra de perfusió, prop de l’arrel, i el microelèctrode de 

mesura s’inserí mitjançant un micromanipulador en una cèl·lula del còrtex de 

l’arrel, en la regió on comencen a desenvolupar-se els pèls radiculars (10-30 

mm de l’àpex).  

entrada  

eixida  
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Els tractaments amb metalls es dugueren a terme després que les 

cèl·lules arribaren a un potencial d’equilibri (resting potential). Per tal d’evitar 

l’efecte del contraió durant el canvi de solució, en la major part dels 

experiments l’efecte del Cd i del Ni es mesurà per intercanvi amb una solució 

equimolecular de CaCl2, de forma que es mantingué així constant la 

concentració de Cl-. 

Després de l’addició de Cd o Ni a la solució de perfusió es van seguir els 

canvis d’Em. Durant temps de mesura prolongats el creixement de les arrels 

desplaça l’elèctrode i trenca la connexió elèctrica amb la cèl·lula, per la qual 

cosa l’efecte dels metalls sobre Em més enllà 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. Determinació de la permeabilitat de les membrane s 

 L’efecte dels metalls sobre la integritat de les membranes cel·lulars va 

ser determinat mitjançant les variacions causades en la permeabilitat. Dels 

diferents marcadors de permeabilitat utilitzats comunament, en aquest treball 

hem elegit el potassi que, com a ió més mòbil, és un dels marcadors més 

freqüents 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 l’eixida de K + al medi extern 

Mostres duplicades de 5 a 25 plantes van ser utilitzades per a mesurar 

els canvis de permeabilitat produïts pels tractaments. Les arrels de les 

plantes mostrejades van ser rentades exhaustivament amb CaSO4 1 mM 

fred per tal d’eliminar la solució nutritiva de l’apoplast, i després 

s’eixugaren ràpidament sobre paper de filtre suau i amb molta cura, per 

evitar possibles danys mecànics sobre les arrels que pogueren alterar els 

resultats produïts per l'efecte dels metalls. Cada mostra va ser introduïda 

en un vas de precipitats amb 25 mL de CaSO4  0,2 mM que contenia CdCl2 

0,1 o 1 mM o bé NiCl2 0,5 o 1 mM, i s’incubaren durant 2 h en un bany 
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(Selecta, Unitronic 320 OR) a 25 ºC i amb agitació (50 U/min). A intervals 

de 30 min i fins a 2 h des de l’inici del tractament es van prendre alíquotes 

de la solució i es va mesurar el contingut en K+ per fotometria de flama 

(Jenway, PFP7) o amb elèctrodes selectius per a K+ (Crison, GLP22).  

Mesures de plantes control, sense metalls afegits, van ser dutes a terme 

simultània-ment per a cada concentració. 

L’efecte de la major concentració 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 CaSO4 0,2 mM amb CdCl2 o NiCl2 1 mM i es 

va determinar l’alliberament de K+ al medi a 2, 4, 6 i 8 h d’incubació. 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 

incubació. 

Per a l’estudi de l’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 concentració interna de K + 

El material vegetal (arrels i fulles),  prèviament congelat, va ser triturat 

amb un homogeneïtzador (IKA-Werk, Ultra-turrax T25) en un tub de 

centrífuga amb 5 mL d’aigua destil·lada. L’homogeneïtzat va ser diluït amb 

aigua destil·lada, mantingut durant 30 min al bany a 100 ºC i després es 

va centrifugar 10 min a 9.500 g, a 25 ºC (Beckman, J2-21M). El 

sobrenadant obtingut, després de decantar i, en cas necessari, de filtrar a 

través de tela de mussolina, s’aforà a 25 o 50 mL amb aigua destil·lada i 

s’utilitzà per mesurar el contingut en K+ per fotometria de flama o amb 

elèctrodes selectius per al K+.  
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5. Mesura de la taxa respiratòria i l’intercanvi ne t de CO2 

 Mostres duplicades de 5 a 25 plantes, o bé mostres de 200 mg de pes 

fresc d’arrels o de segments de fulles s’introduïren en recipients de vidre amb 

25 mL de CaSO4 1 mM, es tancaren hermèticament amb taps provistos d’un 

sèptum d’injecció i es mantingueren en la foscor. Els canvis de la concentració 

de CO2 en l’atmosfera interna del recipient es determinaren per extracció 

d’alíquotes a t = 0 i  t = 60 min i quantificació mitjançant un analitzador de 

gasos a l’infraroig, IRGA (Li-Cor, LI-6250). 

L’analitzador, dissenyat per a mesurar l’activitat fotosintètica de fulles 

incloses en una cambra unida al detector de CO2, va ser adaptat 

convenientment per substitució de la cambra de mostres per un circuit tancat 

provist d’un sèptum d’injecció, tal com es mostra en la Figura 8. La validesa de 

la calibració de l’analitzador amb aquesta configuració va ser comprovada per 

injecció de diferents concentracions de CO2 estàndard. 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 8. Esquema de la configuració del circuit de circulació de gasos a l’IRGA per a les mesures de la concentració de CO2 de mostres injectades a través del sèptum (part superior esquerra). La gràfica inserida mostra el canvi de concentració de CO2 al circuit a conseqüència de la injecció.  

El canvi de concentració de CO2 al circuit de l’IRGA abans i després de 

la injecció, a 25 ºC, de l’alíquota permeté quantificar el CO2 injectat a cada 
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temps de mesura (veure gràfica inserida en la Figura 8). La diferència de CO2 

injectat entre t = 0 i t = 60 (∆CO2) permeté calcular la taxa respiratòria del 

material vegetal, d’acord amb la fórmula: 

        ∆CO2 (ppm) × VIRGA (L) × V RECIPIENT (mL) 
µmols CO2 × g-1 PF × h-1 =  

            24,47 × VINJECTAT (mL) × PF (g) × t (h) 

 

En alguns experiments, després de prendre l’alíquota a t = 60 min els 

recipients van ser transferits a la cambra de creixement i mantinguts sota el 

règim de temperatura i fotoperíode indicats en l’apartat 1. A les 24 h es va 

determinar novament la concentració de CO2 en l’atmosfera del recipient per tal 

de conéixer l’intercanvi net diari de gasos. 

L’efecte immediat dels metalls sobre la respiració es va mesurar 

manomètricament amb un aparell Warburg (Braun, VL66), a 25 ºC. Mostres de 

100 mg de pes fresc d’arrels provinents de plantes crescudes en solució 

nutritiva control van ser introduïdes en els matrassos Warburg. Quantitats 

adequades de CdCl2 100 mM o NiCl2 500 mM van ser dipositades en el braç 

lateral, de forma que en unir-se amb la resta de la solució del matràs donara les 

concentracions finals de 0,1, 0,5 o 1 mM. El CO2 produït va ser absorbit per 

KOH al 10 % (p/v) (0,25 mL) afegit al pouet central del matràs i el descens de la 

pressió gasosa es mesurà a intervals de 10 min. La taxa respiratòria va ser 

seguida durant 1 h abans de mesclar la solució de metall amb la resta i durant 

4 h posteriorment. 

6. Determinació de l’alliberament d’etilé 

Mostres duplicades de 5 a 25 plantes senceres de 6 a 16 dies d’edat 

s’introduïren en recipients de vidre tancats hermèticament amb taps provistos 

d’un sèptum de cautxú, que contenia 25 mL de solució nutritiva. A temps que 

varien entre les 1 i les 24 hores,  es van extraure amb una xeringa alíquotes d’1 

mL de l’atmosfera del recipient a partir de les quals es determinaren els nivells 

d’etilé produïts per les plantes.  
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La quantificació de l’etilé en l’alíquota es dugué a terme amb un 

cromatògraf de gasos (Shimadzu, GC-14B), utilitzant una columna empaqueta-

da de sílice i un detector d’ionització de flama (FID).Es van utilitzar diverses 

concentracions d’etilé estàndard com a patró extern.  

Al llarg del manteniment de les plantes en els recipients hermètics, fins a 

24 h, es pot produir una important variació de l’atmosfera del recipient, 

principalment un enriquiment en CO2 com a conseqüència de l’activitat 

respiratòria de les plantes. Com que s’ha descrit que elevades concentracions 

de CO2 poden afectar la producció 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 (mètode estàtic, Saltveit i Yang, 

1987) analitzant la possible correlació entre nivells de CO2 i producció d’etilé 

sota les nostres condicions experimentals. Com s’observa en la figura 9, no es 

pot demostrar estadísticament l’existència de cap correlació significativa, ni 

positiva ni negativa, entre els dos paràmetres. 

 

 

        Figura 9. Relació entre l’etilé alliberat durant 24 h en recipients hermètics amb diferents concentracions de CO2.  La taula inserida mostra el coeficient de correlació entre els dos paràmetres i el grau de significació (n.s.) 
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7. Anàlisi estadística de les dades 

La significació estadística dels resultats es determinà sotmetent els 

valors obtinguts a una anàlisi de la variància (ANOVA) (programa SPSS, versió 

11.0.1).  

L’existència de diferències significatives entre les mitjanes s’analitzà 

mitjançant un test de Tukey a un nivell de significació de P < 0,05. En cas que 

les dades no compliren la condició d’homoscedascidat després de la 

transformació inversa o arrel quadrada, s’utilitzà el test T2 de Tamhane, per a 

variàncies no homogènies, al mateix nivell de significació.  

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 l’error estàndard 

corresponent, en forma de barres verticals, així com el nombre de repeticions 

realitzades en cada cas.                            
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1. EFECTE DELS METALLS SOBRE EL CREIXEMENT  
1.1.  Variacions en pes fresc 

 Les respostes de creixement de les plantes d’arròs a l’estrés 

causat pels metalls Cd i Ni són diferents en funció del metall afegit al 

medi de cultiu i de la concentració aplicada, com es pot observar en les 

figures 10 i 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 ambdós casos, a l’entorn del 10-15 %. Ara bé, 

amb una concentració 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. És interessant ressaltar que amb aquesta concentració de Ni 

s’enregistren valors negatius dels índex de creixement. Així, l’índex de 

creixement relatiu (RGR) es manté al voltant de –0,02 dia-1 durant tot el 

període experimental i està originat per una pèrdua en el pes fresc de les 

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

 

 

 

 

 

  Figura 10. Pes fresc de plantes d’arròs cultivades durant 5 o 10 dies en medi nutritiu suplementat amb diferents concentracions de Ni. Els asteriscs indiquen diferències 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 

concentració 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 grandària, 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 

període i les tractades no ho fan.  

 

 

 

 

 

  Figura 11. Pes fresc de plantes d’arròs cultivades durant 5 o 10 dies en medi nutritiu suplementat amb diferents concentracions de Cd. Els asteriscs indiquen diferències significatives amb els corresponents controls (n = 1-45). 
És evident, per tant, que la presència 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 detenció del creixement, sinó 

també una reducció 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 grandària (Figura 13), l’aspecte que 

presenten és cloròtic, particularment les tractades amb Cd. En el cas del 

Ni, s’aprecia un dessecament de la part aèria que no es dóna 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 relació als controls de la mateixa edat (dreta)    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 13. Detall de l’aspecte que presenten les plantes als 5 dies de cultiu en presència de Ni 0,5 mM o Cd 0,1 mM, en relació amb els corresponents controls. 

Control Ni 0,5 mM Cd 0,1 mM 
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   Figura 14. Detall de la primera fulla i de la zona d’inserció en la tija, de plantes tractades durant 5 dies amb Ni 0,5 mM o Cd 0,1 mM, en comparació amb els controls. Es pot apreciar, com a principals característiques diferencials, el dessecament causat per Ni i la clorosi produïda per Cd. 
 

Dins del rang de concentracions utilitzades, es va elegir per a 

cada metall la concentració 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 l’estrés per eliminació del metall del medi. Per tant, es van cultivar les 

plantes durant 10 dies en presència dels metalls (plantes +/+ metall) o 

durant tan sols 5 dies i després s’eliminà  el metall del medi (plantes +/- 

metall). 

Els resultats obtinguts d’aquesta sèrie 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 l’inici de l’experiment. En el cas de 

les plantes tractades amb Ni es produeix una disminució progressiva del 

pes al llarg del tractament de manera que pot apreciar-se una pèrdua 

important, del 30 % en pes fresc als 10 dies (plantes +/+ Ni), mentre que 

quan s’elimina el metall del medi (plantes +/- Ni) manifesten una 

recuperació del 15 %.  

 + Ni  Control  + Cd 
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Pel que fa a les plantes tractades amb Cd es pot evidenciar que la 

pèrdua de pes no és tan  important, ja que se situa al voltant del 10 %, 

però també la recuperació és menor (al voltant del 6% respecte de les 

plantes +/+ Cd). En ambdós casos s’observa que els metalls afecten de 

manera clara el creixement si es compara amb els controls.  

 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 15. Canvis en el pes fresc de plantes senceres crescudes en presència 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 diferències significatives amb els controls corresponents (n = 14).                  
 
 

Cal destacar que des del tercer dia de tractament les diferències 

entre el control i els diferents tractaments són estadísticament 

significatives. Als cultius als que s’eliminen els metalls a partir de 5 dies 

de tractament (plantes +/- metall), es dóna una menor pèrdua de pes a 

conseqüència de l’alleugeriment de l’estrés. Aquesta recuperació de les 

plantes és més evident en el cas del Ni, tot i que les diferències que 

comencen a establir-se amb les plantes mantingudes sota estrés 

(plantes +/+ Ni) no arriben a nivells de significació estadística en els 5 

dies que es va fer el seguiment de la recuperació. 
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1.2. Variacions en el contingut hídric  

 Com ja s’ha mencionat adés, una característica dins la 

simptomatologia de l’estrés per Ni és la dessecació evident de les tiges 

que es presenta clarament ja als 5 dies de tractament. Aquest símptoma 

es correspon amb una forta disminució del contingut hídric, calculat en 

relació al pes fresc (CHPF), 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 l’experiment, en les 

plantes tractades amb Ni el CHPF disminueix significativament de forma 

continuada i quasi lineal fins a l’últim mostreig realitzat. Així, als 10 dies 

de tractament la diferència en contingut hídric entre plantes tractades 

amb Ni i els controls és proper al 12 %.  Taula 2. Variació del contingut hídric de plantes cultivades en presència 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 diferències significatives amb els controls corresponents (n = 14). 
Control Cadmi 0,1 mM Níquel 0,5 mM Dies de 

tractament   +/+ +/- +/+ +/- 

0 77,3 ± 1,0 78,2 ± 0,6 77,9 ± 0,7 

3 82,3 ± 0,6 79,4* ± 0,5 76,8* ± 0,9 

5 84,0 ± 0,5 81,0* ± 0,6 74,4* ± 1,7 

7 84,5 ± 0,4 80,9* ± 0,8 81,4 ± 0,9 73,9* ± 2,3 78,2* ± 0,9 

10 83,9 ± 0,5 80,0* ± 1,2 81,9 ± 0,8 72,1* ± 2,8 79,7* ± 0,8 

La mitigació de l’estrés per eliminació del metall als 5 dies 

(plantes +/-) indueix una recuperació del 8% en el CHPF respecte de les 

plantes mantingudes en solució amb Ni fins 10 dies (plantes +/+), 

abastant  valors superiors als mesurats abans de l’inici del tractament, 

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

També apareixen diferències significatives entre les plantes 

tractades amb Cd i els controls de la mateixa edat, però aquestes són 
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menors que en el cas del Ni, degut a que el CHPF de les plantes 

crescudes amb Cd a penes varia al llarg del cultiu. Així, en les plantes 

tractades 10 dies amb Cd 0,1 Mm és produeix un augment mínim del 

CHPF sobre els valors inicials, vora un 4 % menor que en els controls, i 

quan s’elimina el metall del medi (plantes +/- Cd) es dóna una lleugera 

recuperació respecte de les plantes no recuperades (+/+ Cd). Com 

abans, aquesta recuperació 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 òrgans de la planta, fou estudiat el creixement en arrels i tiges 

per separat. Els resultats es presenten en les Figures 16 i 17. 

 

         Figura 16. Canvis en el pes fresc d’arrels de plantes crescudes en presència 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 diferències significatives amb els controls i els cercles, les diferències entre plantes +/+  i +/- 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 disminució del 20% 

respecte del valor inicial en el mateix període. 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 recuperació del 50% respecte de les plantes no 

recuperades (+/+ Ni).  

Les arrels tractades amb Cd també es veuen afectades de 

manera important però no tant com amb Ni. Encara que no es produeix 

una pèrdua de pes, com en el cas anterior, l’augment que experimenten 

està 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 tendència 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 

recuperació de l’estrés, no es diferencien significativament dels controls. 

En les tiges les respostes als dos metalls són semblants (Figura 

17), amb la diferència que el Ni provoca una lleugera disminució 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 × dia-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 17. Canvis en el pes fresc de tiges de plantes crescudes en presència 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 diferències significatives amb els controls (n = 7-22) 
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Quan els metalls són eliminats del medi, en ambdós casos es 

constata un augment en pes que representa al voltant del 20 % més que 

el corresponent al de les plantes mantingudes en presència del metall 

(+/+ Cd o Ni).  

L’efecte dels metalls sobre el contingut hídric de les plantes es 

manifesta tant a nivell de l’arrel com, de forma més intensa, sobre les 

tiges (Taula 3). Les plantes tractades amb Ni mostren una disminució 

significativa del CHPF des del pricipi del tractament, que es manté mentre 

les plantes estan sotmeses a estrés. L’eliminació del metall del medi 

indueix un augment del contingut hídric, de forma que les plantes +/- Ni 

no es diferencien estadísticament dels controls de la mateixa edat.  Taula 3. Variació del contingut hídric de les tiges i les arrels de plantes cultivades en presència 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 diferències significatives amb els controls corresponents (n = 3-6). 
Dies de 

tractament 
 

Control Cd 0,1 mM Ni 0,5 mM 

TIGES     

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  82,5 ± 1,7 83,9 ± 2,9 80,8 ± 2,4 

5  88,6 ± 0,5 81,5* ± 2,3 80,6* ± 1,8 

+/+ 83,7 ± 1,1 84,8* ± 0,5 
10 

+/- 
89,6 ± 0,5 

85,5* ± 0,4 84,6 ± 1,6    
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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 diferència de potencial transmembrana (Em), que 

reflecteixen el funcionament in vivo de les ATPases de membrana. I per 

altra, els canvis de la permeabilitat a que poden conduir les alteracions de 

la seua integritat. 

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

En aquest apartat es presenten gràfiques representatives dels 

enregistraments obtinguts en el seguiment de l’efecte immediat dels 

metalls sobre l’Em. En les figures es mostren alguns dels valors 

numèrics mesurats, en mV.  Les mesures es realitzen en cèl·lules 

corticals de les arrels, en les quals s’insereix l’elèctrode gràcies a un 

micromanipulador i amb l’ajuda d’un microscopi muntat horitzontalment. 

L’addició de Cd o Ni a la solució de perfusió en la qual es troba 

submergida l’arrel provoca una ràpida despolarització de la membrana 

de les cèl·lules, la magnitud de la qual presenta una relació directa amb 

la concentració aplicada (Figura 18). Després de la despolarització inicial 

s’observa, en ocasions, una lleugera repolarització però no es torna a 

recuperar el potencial d’equilibri previ a l’addició del substrat. Tan sols 

després de l’eliminació del Cd o del Ni es produeix la repolarització de la 

membrana i s’arriben a mesurar els valors inicials. En el cas del Ni, 

freqüentment es dóna una hiperpolarització transitòria quan es retira de 

la solució de perfusió.  

Contràriament al que succeeix amb Ni, el tractament amb Cd a 

elevada concentració té un efecte més permanent sobre la membrana 

cel·lular ja que, fins i tot després de la seua eliminació del medi i d’una  

repolarització que no  dura  més de 2-3 min, continua el descens de l’Em  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Figura 18. Respostes elèctriques de les cèl·lules corticals de l’arrel d’arròs a l’addició de diferents concentracions de CdCl2 o NiCl2. Les fletxes negres indiquen el moment d’addició i les blanques el d’eliminació dels substrats de la solució de perfusió (0,2 mM CaSO4 + 0,2 mM KCl, pH 6,5).  0,5 mM   1 mM   2 mM   5 mM -76 -77 -70 -88 -85 -73 -86 -89 -84 -62 -59 -86 -65 -83 -83 -89       10 mV 5 min 
  NiCl2 

   

CdCl2 
0,1 mM 0,5 mM 1 mM 2 mM 5 mM 

5 min 10 mV -95 -94 -99 -93 -94 -98 -95 -101 -93 -103  -108 -98 -95 -97 -108 -112 -97 -94 -90 -97 -97 -98 -90 -102 -108 -114 -111 -113 -113 -100 
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(Figura 18, Cd 5 mM). El seguiment de les variacions d’Em  induïdes  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 induïts per Ni van ser seguits en la mateixa cèl·lula durant 

1 h (Figura 19), al llarg de la qual s’observa que l’addició de Ni 0,5 mM, 

provoca una despolarització inicial que manté un valor menor d’Em 

durant uns 4-5 min. Aquesta despolarització és seguida d’una 

repolarització lenta però sostinguda, que permet arribar al potencial 

inicial en aproximadament  10-15 min i fins i tot  a valors majors del 

potencial d’equilibri assolit prèviament a l’addició de Ni, amb la mateixa 

concentració de CaCl2. La retirada del NiCl2 de la solució de perfusió 

indueix una típica hiperpolarització transitòria. 

 

 

           Figura 19. Respostes elèctriques de les cèl·lules corticals de les arrels d’arròs al Ni 0,5 mM. El Ni, en forma de clorur, va ser afegit en substitució de CaCl2, present en la solució de perfusió a la mateixa concentració. 
En el cas del Cd, l’addició del metall a la solució de perfusió, tant 

a la concentració de 0,1 com d’1 mM, indueix també una ràpida 

despolarització inicial (Figura 20). Aquesta despolarització, però, és 

seguida per una altra fase de despolarització major, fins arribar a valors 

d’Em  al  voltant  de  –50  mV,  valor  que  es   manté  durant  unes  2 hores  

  + Ni     0,5 mM  - NiCl2       0 h   1 h 
25 mV -98 -90 -80 -105  -108 -118  -104 



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        Figura 20. Respostes elèctriques de les cèl·lules corticals de les arrels d’arròs al Cd, 0,1 i 1 mM. El Cd, en forma de clorur, va ser afegit en substitució de CaCl2, present en la solució de perfusió a les mateixes concentracions.

-91 -67 -82 -85 + Cd 0,1 mM 0 h 1 h 2 h 3 h   -65 -111  -85 25 mV  -58 
-108  - Cd 25 mV -116 -69 -72 -47  - CaCl2 0 h 1 h 2 h 3 h   + Cd   1 mM -67 -86 Resultats 
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després de les quals s’observa, en ocasions, una tendència a la 

repolarització. 

Com que les mesures tenen lloc en una zona en creixement actiu, 

no es pot mantenir l’elèctrode inserit en una mateixa cèl·lula durant més 

temps i la tendència a la repolarització observada no pot ser confirmada 

mitjançant el seguiment continu de les variacions d’Em des del moment 

de l’addició del metall. 

Per tal de confirmar la tendència a la repolarització, les plantes 

van ser mantingudes en solució 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 l’Em de les plantes tractades. Els resultats es presenten en la 

Figura 21.  
 

  
 

 

 

 

 

 

 Figura 21. Valors mitjans de la diferència de potencial transmembrana (Em) mesurada en arrels de plantes tractades amb Cd 0.1 mM o Ni 0,5 mM fins a 10 h (n = 2 – 11). 
Amb aquest mètode de mesura es confirma que la despolarització 

inicial causada pel Ni és ràpidament seguida per una repolarització en la 
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seua presència que manté el potencial de membrana en valors que no 

difereixen dels mesurats abans del tractament.  

En el cas de les plantes mantingudes en solució amb Cd (0,1 

mM), la forta despolarització observada durant les primeres 2 h no es 

manté al llarg del temps. La tendència a la repolarització observada en 

les mesures contínues (Figura 20) es confirma d’aquesta manera. Com 

s’observa en la Figura 21, la membrana de les cèl·lules del còrtex 

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. 

 

      Figura 22. Variacions de l’Em mesurades en una cèl·lula del còrtex radicular d’una planta d’arròs crescuda en presència de Cd 0,1 mM durant 10 dies. El CaCl2 (0,1 mM) de la solució de perfusió va ser substituït per Cd a la mateixa concentració 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 

solució de perfusió amb Ca a la mateixa concentració (Figura 22). La 

substitució del Ca per Cd 0,1 mM indueix una lleugera despolarització 

transitòria, que no és seguida per la forta despolarització observada en 

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

La presència de Cd en la solució experimental indueix un 

increment en l’eixida de K+ de les cèl·lules de l’arrel. Així, 1 h després de 

l’addició de Cd, l’eixida de K+ de les arrels de les plantes tractades amb 

una concentració d’1 mM és aproximadament el doble de la dels 

controls, mentre que amb 0,1 o 0,5 mM l’increment mesurat en l’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 són 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’incubació en presència del metall. 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 23. Canvis en l’eixida de K+ en arrels induïts per la presència 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, l’efecte immediat del Ni sobre les membranes de 

les cèl·lules de l’arrel contrasta amb el descrit per al Cd, ja que durant 

les 2 h que es va fer el seguiment de l’eixida de K+ no va detectar-se cap 

increment de la permeabilitat i, fins i tot, a les concentracions majors 

utilitzades, el K+ extruït va ser lleugerament menor que en els 

corresponents controls. 
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Atés el clar efecte immediat del Cd sobre la permeabilitat, es va 

seguir l’evolució dels canvis produïts durant 8 h, en relació a la quantitat 

total de K+ continguda en les arrels (Figura 24). Així, 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. Però aquesta 

eixida quasi linial durant les primeres hores va estabilitzar-se 

posteriorment i la quantitat de K+ extruït a les 6 o 8 h no es diferencia de 

les mesures anteriors. Amb els tractaments amb Cd 1 mM es va donar 

una pèrdua de prop del 15 % del contingut en K+ a les 2 h d’incubació i 

va continuar augmentant fins almenys 8 h després d’iniciat el tractament, 

amb més d’un 30 % de pèrdua de K+. Per a tots els moments de mesura, 

es dóna un efecte significatiu de la concentració de metall aplicada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 24. Efecte del Cd 0,1 i 1 mM sobre la permeabilitat de les membranes de les cèl·lules de l’arrel, expressada com a percentatge d’eixida de K+ en relació al contingut total en l’arrel. Lletres diferents mostren l’existència de diferències significatives (n = 4–5 per a Cd 1 i 0,1 mM, respectivament) 
Corroborant els resultats obtinguts amb Ni a curt termini, els 

tractaments  amb aquest metall fins a 8 h amb la concentració major 

utilitzada (1 mM, Figura 25) no van resultar en una pèrdua 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 µmol K+ × g-1 PF × h-1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 25. Eixida de K+ a la solució externa i contingut intern de K+ que roman en l’interior de les cèl·lules de l’arrel, per tractaments amb Ni 1 mM fins a 8 h (n = 3). 
Una possible acció 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 l’edat de 

les plantes, de manera que es dóna una reducció de vora el 50 % en 

l’eixida de K+ en les plantes control al llarg dels 10 dies de l’experiment. 

Aquesta pauta de variació no es veu modificada de forma significativa 

per la presència de Ni en el medi de cultiu i, igualment, l’eliminació del 

metall del medi no provoca cap modificació. 

Per contra, en les tiges es produeix un clar deteriorament de les 

propietats de permeabilitat de les membranes, tot donant-se una elevada 

pèrdua de K+ des dels primers dies de tractament i augmentant la pérdua 

amb els dies de tractament (Figura 26, pannell superior). La mitigació de 
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l’estrés per eliminació del metall del medi va tenir un efecte també 

immediat i els resultats es revertiren en pocs dies. Així, en les plantes en 

procés de recuperació de l’estrés (plantes +/- Ni) la pèrdua de K+ va 

diferir significativament de les que es mantingueren en presència del 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 26. Eixida de K+ a la solució externa en tiges i arrels de plantes crescudes fins a 10 dies en medi suplementat amb Ni 0,5 mM. Els asteriscs indiquen les diferències significatives amb els controls i els cercles, les diferències entre plantes +/+  i +/- Ni (n = 2-5). 
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2.3. Variació del contingut en K + en les tiges i les arrels 

La variació al llarg del temps de cultiu dels nivells de K+ en les tiges i 

les arrels presenta característiques pròpies en cada cas. En les plantes 

control, el contingut en les arrels mostra una clara tendència a minvar 

(Figures 27 i 28, pannells inferiors), amb un descens de prop del 25 % 

durant els 10 dies de l’experiment, mentre que en les tiges la 

concentració de K+ augmenta inicialment i s’estabilitza després (Figures 

27 i 28, pannells superiors),  de manera que es produeix una acumulació 

sobre els valors inicials. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 27. Variació del contingut en K+ dels òrgans de plantes tractades amb Cd 0,1 mM al llarg de 10 dies de cultiu. Els asteriscs indiquen les diferències signifi-catives respecte als controls de la mateixa edat (n = 3). 
       La pauta descrita per a les plantes control varia de forma important 

en funció 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 variació significativa 

respecte als controls. Tanmateix, en les tiges es dóna una acumulació 
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major, que es manté al llarg del temps i continua donant-se per damunt 

dels nivells de significació estadística després de 10 dies de tractament 

amb el metall (Figura 27).  

       El Ni, per contra (Figura 28), no modifica la pauta d’acumulació de 

K+ en les tiges descrita per als controls. Aquest metall, però, produeix un 

clar efecte a nivell de les arrels. Així, 5 dies després de l’inici de l’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 mitigació de l’estrés, es detecta un augment de la concentració 

de K+, fins arribar als 5 dies de recuperació a valors que no es 

diferencien significativament dels de les plantes control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 28. Variació del contingut en K+ dels òrgans de plantes tractades amb Ni 0,5 mM al llarg de 10 dies de cultiu (plantes +/+ Ni) o 5 dies, seguits de 5 dies sense metall en el medi (plantes +/- Ni). Els asteriscs indiquen les diferències 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, però, que els continguts de K+ en les arrels és molt 

menor que en els controls, de forma que si la permeabilitat es calcula en 

funció del contingut en l’arrel, els valors d’eixida, en percentatge del 

contingut total en K+, són significativament majors en les arrels tractades 

amb Ni (Figura 29). L’eliminació 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 29. Eixida de K+ a la solució 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 diferències significatives amb els controls i els cercles, les diferències entre plantes +/+ i +/- Ni (n = 4-10).  
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3. EFECTE DELS METALLS SOBRE L’INTERCANVI DE GASOS 

3.1. Intercanvi net de CO 2 

En el nostre sistema de cultiu, la il·luminació de les plantes s’inicia als sis 

dies d’edat i, per tant, el creixement que es dóna fins aqueix moment 

depén exclusivament de la utilització de les reserves nutritives 

emmagatzemades en la llavor.  

Així, la mesura de l’intercanvi net diari de CO2 mostra un balanç 

clarament positiu de la producció davant del consum de CO2 a les 24 h 

de l’inici del règim fotoperiòdic (Figura 30).  El balanç 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·luminació. A partir d’aqueix moment se 

sobrepassa el punt de compensació de CO2 i s’obté un balanç negatiu, 

és a dir, es dóna un major consum de CO2 per fotosíntesi que el que 

s’allibera per respiració. 

L’addició 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 disminució de l’activitat fotosintètica de les plantes, i dóna lloc 

a balanços en l’intercanvi de CO2 positius al llarg de tot el temps de 

tractament. 

L’eliminació dels metalls del medi indueix una recuperació de les 

plantes estressades durant 5 dies, que es reflecteix en una tendència del 

balanç de CO2  a decréixer cap a valors propers al punt de compensació, 

tot i que no es va assolir un balanç net de zero en els 5 dies del període 

experimental en què es van recuperar les plantes (plantes +/- metall). 
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                    Figura 30. Evolució de l’intercanvi diari net de CO2 al llarg del cultiu en les plantes control i en plantes cultivades en presència 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 respiració 

La taxa respiratòria de les plantes control va ser màxima durant 

els primers tres dies i després va decréixer lentament i progressiva 

(Figura 31). Tant la magnitud com el model d’evolució dels canvis 

respiratoris mesurats en les plantes crescudes fins a 10 dies en 

presència de Ni 0,5 mM o Cd 0,1 mM van ser iguals als de les plantes 

control, sense que es pogueren detectar diferències estadísticament 

significatives entre les plantes sotmeses a estrés per qualsevol dels dos 

metalls i les plantes no estressades.         Figura 31. Variació temporal de la taxa de respiració de plantes cultivades en presència de Ni 0,5 mM o de Cd 0,1 mM durant 10 dies (n = 4-14 ).  
Per tal de comprovar la possible existència d’un efecte diferencial 

dels metalls sobre els diferents òrgans, es van estudiar separadament 

les arrels i les tiges.  

Com es pot observar en la Figura 32, la tendència a disminuir la 

respiració 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 l’experiment.  
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                        Figura 32. Variació temporal de la taxa de respiració d’arrels i tiges de plantes cultivades durant 10 dies en presència de Cd 0,1 mM, en comparació amb els controls, no tractats (n = 4-9). 
La presència de Cd 0,1 mM en el medi no va produir variacions 

significatives en l’activitat respiratòria de les arrels respecte als controls i, 

si bé en les tiges els valors mesurats van ser lleugerament menors, la 

respiració es mantingué constant fins als 10 dies de tractament. 
 Al contrari, la presència de Ni 0,5 mM en la solució de cultiu induí 

un augment transitori de la respiració 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 respiratòria mitjana de les tiges durant els 10 dies de l’experiment 
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va ser major en les plantes tractades amb Ni que en les controls (18,8 ± 

1,2  i 16,7 ± 0,3 µmol CO2 × g-1 PF × h-1 respectivament), encara que no 

es van detectar diferències estadísticament significatives. En contrast 

amb la resposta de les tiges,  en les arrels es produí una clara inhibició 

de la respiració, que arribà a nivells significatius després de 5 dies 

d’estrés i fins als 10 dies de tractament. 

 

 

 

             Figura 33. Variació temporal de la taxa de respiració d’arrels i tiges de plantes cultivades en presència de Ni 0,5 mM durant 10 dies (+/+ Ni) o durant 5 dies seguits de 5 dies sense metall (+/- Ni). Els asteriscs indiquen les diferències 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 l’eliminació del metall de la solució de 

cultiu. Quan les plantes sotmeses a estrés durant 5 dies van ser 

canviades a nova solució nutritiva, sense metall, per tal d’estudiar la 
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possibilitat de recuperació de l’estrés, es donà una disminució major de 

la respiració de les tiges que l’observada en les plantes control durant 

aqueix període (Figura 33, pannell superior). Per contra, en les arrels es 

produí un lleuger augment de la taxa respiratòria  en relació amb la de 

les plantes encara mantingudes en solució amb Ni (Figura 33, pannell 

inferior).  

Els efectes del metalls sobre la respiració de les arrels van ser 

estudiats addicionalment mitjançant el seguiment de l’acció a curt termini 

de diverses concentracions dels metalls.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura 34. Canvis en la taxa de respiració de les arrels, expressada com a percentatge respecte als valors abans del tractament (x = 17,6 ± 0,7 mmol O2 × g-1 PF × h-1), induïts per l’addició de diferents concentracions de Cd o Ni en el medi. Els asteriscs mostren les diferències significatives amb el control al mateix temps (n = 3). 
En tots els casos, el consum d’O2 mesurat disminueix al llarg del 

temps de mesura, per la qual cosa les dades s’expressen com a 

percentatge sobre el valor de respiració abans de començar 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 l’absència d’efecte dels metalls a curt 

termini i tan sols el Cd a la concentració major utilitzada (1 mM) inhibeix 

significativament de forma sostinguda la respiració de les arrels, acció 

que es detecta després de 2 h de tractament.  
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4. EFECTE DEL METALL SOBRE LA PRODUCCIÓ D’ETILÉ 

El sotmetiment de les plantes a un xoc per metalls a la concentració d’1 

mM condueix a una clara inhibició de l’alliberament d’etilé, considerada 

l’hormona de l’estrés. Ja des de les primeres hores de tractament (Figura 35) 

s’evidencia la menor producció que té lloc en les plantes sotmeses a estrés, 

tant per Cd com per Ni. A mesura que transcorre el temps, aquestes diferències 

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.   

 

  

   

 

 

 

 Figura 35. Alliberament d’etilé en plantes d’arròs de 16 dies d’edat, durant les 4 primeres hores de tractament amb CdCl2 o NiCl2 1 mM. Els asteriscs indiquen les diferències 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 producció 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’arròs de 16 dies d’edat, 24 hores després del tractament amb Cd o Ni. Es mostren els factors de variació respecte al control (n = 5).      
 L’acció del  Cd i el Ni sobre la producció d’etilé es va estudiar també a 

més llarg termini en plantes cultivades fins a 10 dies en presència de menors 

concentracions dels metalls. En les plantes control la producció d’etilé és major 

en les plantes més joves. Els valors obtinguts són al voltant d’un 40 % majors 

als 5 que als 10 dies d’iniciat l’experiment (plantes d’11 i 16 dies d’edat, 

respectivament) (Figura 37). Aquesta caiguda en la producció d’etilé en plantes 

control és una constant generalitzada també per als tractaments amb els 

metalls, encara que en aquests els descensos no són 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 

dóna una reducció 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 pràcticament 

cap diferència respecte de les plantes control. Aquest fet estaria relacionat amb 

el fort descens del 40 % que experimenten les plantes control. Malgrat això, la 

concentració major de Cd sí que provoca una inhibició 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 síntesi d’etilé en  plantes d’arròs després de 5 i 10 dies de tractament (n = 3-14).  
 

Igualment, dues concentracions van ser usades per deteminar 

els efectes del Ni sobre la síntesi d’etilé, 0,1 i 0,5 mM (Figura 38). Als 

5 dies de tractament la concentració de 0,1 mM, provoca una inhibició 

d’aproximadament el 40 %, mentre que la concentració més elevada 

ocasiona una caiguda superior, propera al 50 %, en comparació als 

controls. Als 10 dies de tractament es pot observar un descens en la 

producció d’etilé respecte als 5 dies, però de menor magnitud que la 

que es dóna en els controls en el mateix temps, per la qual cosa els 

valors obtinguts en les plantes tractades amb aquesta concentració de 

Ni no es diferencien dels de les plantes control. Amb 0,5 mM el 

descens en la producció de l’hormona és molt acusat inicialment i no 

tant posteriorment, de manera que donen valors semblants als de la 

concentració menor als 10 dies de tractament. 
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         Figura 38. Efecte de diferents concentracions de Ni sobre la síntesi d’etilé en  plantes d’arròs després de 5 i 10 dies de tractament (n = 4-14).  
Amb el propòsit de determinar la possible reversió dels efectes 

observats, es va repetir l’experiment amb les concentracions majors 

utilitzades per a Cd i per a Ni, i s’eliminaren els metalls del medi 5 dies 

després de començat el tractament.  

Les dades obtingudes (Taula 4) confirmen les dels experiments 

anteriors respecte a l’efecte inhibidor dels metalls sobre la producció 

d’etilé en plantes d’arròs. A més, mostraren que l’alleugeriment de les 

condicions d’estrés per eliminació dels metalls de la solució nutritiva, 

dóna com a resultat una ràpida recuperació del nivells de producció 

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 solució 

amb metalls.   
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Taula 4. Variació de la producció d’etilé en  plantes d’arròs cultivades en presència dels metalls Cd 0,1 mM i Ni 0,5 Mm durant 10 (plante +/+) o durant 5 dies seguits de 5 dies sense metall (+/- ). Els valors es donen en nL × g-1 PF × dia-1  (n = 2-20). Es presenten també els % sobre el control per al dia 10. 
Control Cd 0,1 mM Ni 0,5 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 
control 

100 62,4 117,7 62,3 89,3 

 

4.1. Modulació de l’efecte dels metalls per ABA i G A3. 

La presència d’àcid abscíssic (ABA) a una concentració de 5 ppm 

en el medi de cultiu disminueix la producció d’etilé de les plantes d’arròs 

en aproximadament un 70 %. Per la seua part, la mateixa concentració 

d’àcid gibberèl·lic (GA3) no provoca cap efecte significatiu (Figura 39). 

        Figura 39. Producció d’etilé per les plantes d’arròs cultivades durant 10 dies en medi nutritiu suplementat amb ABA o GA3 5 ppm. Es mostren els factors de variació respecte als controls (n = 4). 
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Addicionalment al seu efecte directe sobre la producció d’etilé, 

aquestes fitohormones exerceixen una acció moduladora de la dels 

metalls pesants. Així (Figura 40), quan les plantes tractades 

hormonalment durant 10 dies són sortmeses a un xoc d’estrés a curt 

termini amb Cd o Ni a elevada concentració (1 mM), l’efecte de l’ABA és 

additiu amb el dels metalls, i es dóna una reducció en la producció d’etilé 

de més del 80 %. Contràriament, el GA3 sembla contrarestar l’efecte dels 

metalls, i l’alliberament d’etilé en estes plantes no es diferencia 

significativament del mesurat en les controls. 

                Figura 40. Producció d’etilé per les plantes d’arròs 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 variació respecte als controls no subjectes a estrés (n = 3).  
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DISCUSSIÓ 

 

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 cèl·lules d’arròs. Les variacions 

mesurades en els dos paràmetres estudiats pel que fa al cas, la diferència de 

potencial transmembrana (Em) i la permeabilitat, mostren característiques 

diferencials en funció del metall. Així, mentre l’addició de Ni 0,5 mM a la solució 

de perfusió produeix una despolarització de la membrana de les cèl·lules 

corticals de les arrels que és ràpidament seguida per una repolarització fins 

arribar als valors inicials en pocs minuts (Figures 19 i 21), la induïda per Cd, 

tant a 0,1 com 1 mM provoca una despolarització 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 presència de desacobladors metabòlics, com ara CCCP o NaN3,  i 

que representen, per tant, el potencial de difusió per a la solució de perfusió 

utilitzada. Valors semblants als obtinguts en aquest treball han sigut mesurats 

per altres autors en cèl·lules radiculars d’arròs amb solució de perfusió de la 

mateixa concentració 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 concentració d’1 mM despolaritza la component 

del potencial dependent de la respiració en les cèl·lules de la interfície 

xilema/simplast, mentre que no té efecte sobre la permeabilitat passiva de la 

membrana. A menor concentració (0,5 mM), però, el potencial de membrana no 

es veu afectat. És possible que les arrels siguen més sensibles al Cd que les 

tiges ja que, com en el cas de l’arròs, també Kennedy i Gonsalves (1978) han 

observat una forta despolarització 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 l’efecte inhibidor del Cd és irreversible, fins i tot 
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després d’eliminar el metall de la solució de perfusió. Açò contrasta amb els 

resultats obtinguts en les arrels d’arròs (Figures 20 i 21) en les quals es dóna 

una repolarització espontània en presència de Cd. 

Els resultats obtinguts en aquest treball es poden interpretar assumint 

que el Cd inhibeix la component activa del potencial de membrana, però la 

possible existència de mecanismes de destoxificació podrien revertir l’efecte. Es 

coneixen diversos mecanismes de destoxificació de metalls pesants en plantes 

superiors (Jackson et al., 1990; Ernst et al., 1992; Meharg, 1994; Hall 2002), 

incloent-hi mecanismes induïbles, com ara la inducció per Cd de la fitoquelatina 

sintasa (Zenk, 1996; Cobbett, 1999). En aquest context, és interessant notar 

que treballs anteriors amb arròs han mostrat que la H+-ATPasa de la membrana 

plasmàtica de les cèl·lules radiculars és inhibida per Cd quan s’aplica in vitro 

però no després de 5 o 10 dies de l’aplicació in vivo (Ros et al., 1992). Altres 

autors també han indicat que l’ATPasa de les arrels d’arròs és molt sensible a la 

inhibició per Cd in vitro, la qual cosa no es correlaciona amb la tolerància 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 inhibició directa de la P-ATPasa, i no indirectament per inhibició de 

la respiració. Un efecte directe del Cd sobre l’activitat enzimàtica de l’ATPasa 

també ha sigut observat en arrels de diverses espècies (Keck, 1978; Lindberg i 

Wingstrand, 1985; Fodor et al., 1995). Aquests últims autors indiquen que 

l’acció del Cd està relacionada probablement amb la capacitat d’aquest metall 

per a formar complexos amb l’ATP, amb el consegüent descens de la 

concentració del substrat de l’ATPasa, el Mg-ATP. 

Per tant, s’han d’assumir altres efectes del Cd sobre la component activa 

d’Em, diferents a la inhibició de la respiració. De fet, tot i que la major 

concentració de Cd utilitzada (1 mM) causa un descens de la respiració a curt 

termini (Figura 34), les variacions d’Em i de la respiració observades no 

coincideixen en el temps. Així, el potencial de membrana comença a 

incrementar-se unes 3 hores després de l’addició de Cd 0,1 o 1 mM, mentre 

que la respiració 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 l’Em de forma semblant, mentre que el 

consum d’O2 no és modificat significativament per Cd 0,1 mM (Figures 20 i 34). 
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Addicionalment a l’efecte inicial sobre la component activa de l’Em, no es 

pot descartar una possible acció del Cd sobre la component passiva. L’augment 

de la permeabilitat de la membrana observada en presència del metall (Figures 

23 i 24), que també ha sigut observada per altres autors en altres espècies (De 

Filippis, 1979; Fuhrer, 1982), recolzarien aquesta hipòtesi. 

El Ni, per altra part, sembla tenir un mecanisme d’acció diferent al del 

Cd. El tractament amb Ni 0,5 mM provoca una forta inhibició del creixement de 

les plantes i, igualment que el Cd 0,1 mM, tampoc no mostra cap efecte sobre la 

respiració durant les primeres hores de tractament (Figura 34) malgrat que el 

seu efecte a llarg termini és més important que el de Cd (veure Secció 2 

d’aquesta Discussió). A diferència del que succeeix amb Cd, no es dóna una 

despolarització sostinguda en presència 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 l’estimulació de l’extrusió de H+, demostrada per al Ni i altres 

cations divalents amb arrels de dacsa (Cocucci i Morgutti, 1986). D’acord amb 

aquests autors, l’entrada del Ni en les cèl·lules es dóna a favor de gradient 

electroquímic per un mecanisme d’uniport, la qual cosa indueix l’extrusió de H+ 

per compensar les càrregues elèctriques.  

Però la compensació de càrregues també dóna lloc a l’eixida de K+ que, 

en absència de mecanismes destoxificadors, comporta a llarg termini una 

pèrdua 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 presència de Ni (Figura 28) que, per altra banda, podria estar relacionat amb 

les alteracions del balanç hídric observades en les plantes sota estrés per Ni 

(Taules 2 i 3). Les pèrdues de K+ podrien, doncs, estar causades per la 

compensació electroquímica durant la incorporació dels metalls, més que per 

canvis de la permeabilitat de la membrana (Buwalda et al., 1988). En el cas del 

Ni en plantes d’arròs no s’observen efectes sobre la permeabilitat en les arrels 

quan es determina l’eixida de K+ en valors absoluts, però sí quan s’expressa en 

funció del contingut intern (Figures 26 i 29). Murphy et al. (1999) indiquen que 

una pèrdua de K+ a llarg termini es correlaciona inversament amb la tolerància 

al Cu de diferents ecotips d’Arabidopsis, mentre que l’eixida a curt termini, que 

no es dóna amb arròs (Figura 23), més que com un símptoma de toxicitat 
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(danys en membranes), pot associar-se a mecanismes de destoxificació del Cu 

(alliberament al medi d’àcids orgànics). 

 

2. METABOLISME ENERGÈTIC: EFECTES SOBRE LA RES-

PIRACIÓ 

La presència de Ni 0,5 mM o Cd 0,1 mM en el medi de cultiu afecta 

dràsticament els processos bàsics del metabolisme energètic, fotosíntesi i 

respiració. Sota les condicions de cultiu utilitzades, les plantes depenen de les 

reserves emmagatzemades en la llavor durant els primers dies i, si creixen en 

solució nutritiva control, passen a ser autònomes energèticament uns 7 dies 

després de l’inici de la il·luminació (Figura 30). L’addició dels metalls al medi 

canvia aquesta pauta temporal del desenvolupament de les plantes, ja que 

redueix dràsticament l’activitat fotosintètica i dóna lloc a un balanç favorable a 

la respiració. En cap moment  del tractament d’estrés per metalls s’arriba al 

punt de compensació del CO2 (PCCO2). La respiració, per tant, no sembla ser 

afectada en el mateix grau que la fotosíntesi. Altres autors han mostrat una 

inhibició de la fotosíntesi per metalls pesants, concomitant amb augments 

(Lamoreaux i Chaney, 1978) o absència d’efecte sobre la respiració (Schlegel 

et al. 1987). 

Les plantes d’arròs mostren una sensibilitat menor al Ni que altres 

plantes de cultiu. Així, l’addició de Ni 0,1 mM al medi nutritiu no afecta el 

creixement de les plantes (Figura 10), mentre que s’ha indicat que una 

concentració 10 voltes menor causa una reducció del 30 al 40 % de biomassa 

en pèsol o en iute (Gabbrielli et al., 1999; Saleh, 2002). A 0,5 mM, però, el 

creixement d’arròs es veu severament afectat (Figures 10 i 15). Part de la 

diferència en pes fresc respecte als controls es pot adscriure a un descens 

progressiu del contingut hídric en les plantes tractades (Taula 2). L’existència 

d’una correlació negativa entre la concentració de Ni i el contingut hídric ha 

sigut indicada també en pèsol (Gabbrielli et al., 1999). Tanmateix, el descens 

en contingut hídric no explica totalment la diferència en creixement observada. 

Sota l’assumpció que la respiració constitueix un dels millors predictors del 

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

cosa que no succeeix (Figura 31). 

 Investigacions realitzades per Burzynski i Buczek (1994) amb 

cogombre mostren que el tractament amb Ni afecta negativament l’absorció de 

NO3
-, un procés altament dependent de la provisió d’energia, però no modifica 

la taxa respiratòria a curt termini. Aquests autors indiquen que el consum d’O2 

tan sols minva a llarg termini o bé per tractament amb concentració elevada de 

Ni (1 mM). En arròs, les concentracions que afecten el creixement de les 

plantes o fins i tot majors (0,5 i 1 mM) no alteren la respiració de les arrels a 

curt termini (Figura 34). Açò contrasta amb l’efecte del Cd 1 mM, que indueix 

un descens significatiu a partir de les 2 hores de tractament. Sembla que 

l’efecte del Ni pot no ser immediat, com han indicat abans altres autors 

(Zornoza et al., 1999; Kukier i Chaney, 2001). Açò s’ajusta també als resultats 

obtinguts en aquest treball en relació amb el seu efecte sobre la permeabilitat 

de les membranes, que tampoc no es manifesta de forma ràpida (Figures 23 i 

25), com és el cas del Cd. 

 Quan l’efecte dels metalls sobre la respiració s’estudia a llarg 

termini en arrels i tiges separadament es pot comprovar que el Cd 0,1 mM, que 

no presenta acció immediata sobre les arrels, tampoc no l’exerceix al llarg del 

temps de cultiu, ni en arrels ni en tiges. Fins als 10 dies de tractament amb 

aquest metall els valors obtinguts no es diferencien del control (Figura 32). Al 

seu torn, el Ni provoca una clara inhibició de la respiració 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 aèria està afectat per 

nombrosos factors, Gerendás et al. (1999) indiquen que, en comparació amb 

altres metalls, el Ni és bastant mòbil dins les plantes. Rubio et al. (1994) han 

mostrat que en arròs i en contrast amb el que succeeix amb Cd, que presenta 

una baixa mobilitat, una proporció 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 aèria. De fet, el grau de reducció 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 únicament al voltant del 15 % del 

pes total  (Rubio et al., 1994). Tant el pes fresc de les arrels com el de les tiges 
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són reduïts significativament pel tractament amb Ni (Figures 16 i 17). El lleuger 

increment de la respiració en les tiges causat pel metall (Figura 33) ocorre, per 

tant, de forma concomitant amb la disminució del creixement. El descens de la 

respiració en les arrels sembla compensat per l’augment observat en les tiges i, 

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

 És un fet conegut que el Ni inhibeix fortament el creixement de les 

arrels (Woolhouse, 1983), però s’ha indicat per a diverses espècies herbàcies, 

incloent-hi cereals com ara el blat, que el seus efectes són 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’arròs 

que en les tiges, la qual cosa està d’acord amb resultats de Gabbrielli et al. 

(1999) per a pèsol. Aquests autors indiquen que els efectes tòxics del Ni són 

marcadament superiors en les arrels. En arròs, tant el creixement de l’arrel com 

la demanda energètica estan dràsticament reduïts pel tractament de Ni i, 

conseqüentment, l’alleugeriment de l’estrés per eliminació del metall del medi 

indueix una recuperació tant del pes fresc com de la respiració. Per contra, 

l’activitat respiratòria de les tiges es manté o fins i tot augmenta, pel tractament 

amb el metall. Com que el creixement de l’òrgan disminueix, una major 

proporció de l’energia produïda per la respiració en les tiges és utilitzada per al 

manteniment dels teixits sotmesos a estrés. La tendència a minvar la respiració 

que té lloc després de l’eliminació del metall, s’ajusta bé a aquesta hipòtesi. 

Canvis en la distribució de l’energia resultant de la respiració 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 ocórrer també en 

les tiges d’arròs sota estrés per Ni. 

 

3. SÍNTESI D’ETILÉ: REDUCCIÓ PER Cd I Ni 

Està àmpliament acceptat que una resposta generalitzada de les plantes 

en situacions d’estrés és l’augment de la producció d’etilé, ja que existeixen 

nombroses evidències que sota estrés biològic, físic o químic s’incrementa la 

seua síntesi (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 són una excepció i la bibliografía existent dins de 

la literatura científica així ho indica; l’estrés per metalls pesants en plantes 

provoca un increment en la síntesi 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 això, els nostres resultats mostren que els tractaments amb els 

metalls Ni i Cd redueixen la capacitat de sintetitzar etilé en plantes d’arròs, 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 producció d’etilé 

respecte dels controls es manté fins al final de l’experiment, i s’aprecia una 

tendència a augmentar quan els metalls són 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 

l’efecte contrari, la qual cosa estaria d’acord amb els nostres resultats. Així, els 

obtinguts per Bhattacharjee (1997/1998) amb concentracions de Cd semblants 

a les utilitzades en aquest treball, mostren com concentracions creixents 

d’aquest metall produeixen una inhibició de la síntesi d’etilé en plantes 

d’amarant 7 dies després d’iniciat el tractament. Poschenrieder et al., (1993) 

també aporten dades de la inhibició en l’evolució d’etilé en bajoca i de la seua 

dependència de la concentració de Cr. Vassilev et al. (2004), per altra banda, 

refereixen un efecte del Cd dependent de la concentració aplicada, de forma 

que les concentracions baixes augmenten la producció d’etilé en plantes d’ordi, 

mentre que a elevades concentracions es dóna una disminució, i alhora canvis 

en el contingut  total d’àcids grassos de les membranes cloroplàstiques.  

Diversos estudis mostren que diferents cations divalents, com ara el 

Co2+ o el Ni2+ o també algun monovalent, com la Ag2+,  a concentracions dins 

del rang mil·limolar, inhibeixen la síntesi d’etilé (Beyer 1976; Lau i Yang, 1976; 

Abeles et al., 1992; Pennazio i Roggero, 1992). És sabut que l’enzim ACC 

oxidasa és fortament inhibida per quelants metàl·lics (Apelbaum et al., 1981; 

Tsai i Chiang, 1994) i que necessita, tant in vivo com in vitro, del Fe2+ com a 
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cofactor essencial (Bouzayen et al., 1991; Ververidis i John, 1991; Fernández-

Maculet i Yang, 1992). Alguns autors indiquen que la inhibició per Ni estaria 

relacionada amb l’acció del metall sobre aquest l’enzim (Pennazio i Roggero, 

1992). Yang i Hoffman (1984) situen l’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 tòxics de metalls pesants com el Cr sobre 

les membranes, serien els responsables de la inhibició de la síntesi d’etilé 

(Vázquez et al., 1987). No obstant, altres investigacions situen majoritàriament 

l’enzim en la fracció citosòlica (Fernández-Maculet i Yang, 1992; Chung et al., 

2002).  

El descens dels nivells d’etilé causat per l’estrés podria deure’s també a 

les característiques de la planta utilitzada en aquest estudi. Citant a Larcher 

(2003), es pot dir que diferents espècies responen de forma diferent a un 

mateix estrés, en funció de la seua “norma de reacció” genèticament 

determinada. Així, en moltes plantes semiaquàtiques, contràriament al que 

ocorre en la majoria de plantes terrestres, el creixement és promogut per etilé 

(Abeles, 1992; Reid, 1995).  

En aquest tipus de plantes, com ara l’arròs (Kende et al., 1998; Sauter, 

2000) o el Rumex (Voesenek et al., 2003), s’ha descrit que l’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 l’elongació de les tiges. 

Però addicionalment a l’efecte de l’etilé sobre les GAs, també s’ha demostrat 

que les GAs augmenten la síntesi d’etilé (Kaneta et al., 1997).  En el present 

treball hem pogut comprovar que, en contrast amb el que succeeix amb l’ABA, 

si bé l’àcid gibberèl·lic no afecta la producció d’etilé quan la planta no es troba 

sota estrés (Figura 39), sí que l’augmenta en les plantes tractades amb metalls 

i contraresta el seu efecte inhibidor (Figura 40).  

Sembla clar que l’efecte dels metalls sobre la producció d’etilé en el cas 

de l’arròs és d’inhibició. 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 produïts per l’estrés. 
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CONCLUSIONS 

  Els resultats obtinguts en les nostres investigacions sobre les respostes 

fisiològiques a l’estrés pels metalls Cd i Ni en plantes d’arròs, poden resumir-se 

en les conclusions següents: 

 

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

mostra trets diferencials. � El Cd presenta una clara acció sobre els dos vessants estudiats. Tant 

la permeabilitat de les membranes com la diferència de potencial 

transmembrana (Em) es veuen afectades per aquest metall, que 

afecta la component activa d’Em de forma transitòria. � Contràriament, 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 sí que afecta la permeabilitat de les 

membranes.  � Al llarg del temps de cultiu amb el Ni es dóna una disminució del 

contingut de K+ a les arrels, que podria estar relacionada amb la 

símptomatologia associada a l’estrés per aquest metall, ja que es 

detecta una reducció important del contingut hídric de les plantes 

tractades.  

2) Ambdós metalls afecten dràsticament l’activitat fotosintètica de les 

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

respiratòria. Respecte a açò, també apareixen efectes distintius dels dos 

metalls: � El Cd no altera la taxa respiratòria de tiges ni d’arrels, quan es 

mesuren separadament, excepte a concentracions elevades. � El Ni provoca una clara inhibició de la respiració en les arrels, mentre 

que augmenta lleugerament la de les tiges. Aquest efecte indica un 

canvi en la distribució de l’energia que resulta de la respiració entre 

creixement i manteniment dels teixits.  
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3) Els dos metalls presenten un efecte comú sobre la producció d’etilé. 

Contràriament al que succeeix en altres espècies, el Cd i el Ni indueixen 

una disminució de l’alliberament de l’hormona. El GA3, però no l’ABA, 

interacciona amb l’efecte inhibitori dels metalls, i augmenta la producció 

d’etilé fins a valors semblants als dels controls. 

 

En conjunt, podem dir que existeix una clara i ràpida acció 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 fisiològics estudiats, es manifesten particularment 

en canvis en la respiració. Tots els efectes detectats, i per als dos metalls 

estudiats, poden ser revertits, al menys parcialment, per l’eliminació dels 

metalls del medi on creixen les plantes. 
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