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RESUMEN

Se evaluaron los efectos del cadmio en hojas y raices de plantas de maiz (Zea mays L.)
empleando los siguientes biomarcadores: concentracion de pigmentos fotosintéticos
(PF), azUcares totales (AT), proteinas totales (PT), grupos tioles (-SH), actividad de la
enzima catalasa (CAT) y niveles de malondialdehido (MDA). Para el bioensayo de
exposicion al metal, se utilizaron plantulas obtenidas del proceso de germinacién
durante nueve dias de las semillas de Z. mays; éstas fueron sembradas individualmente
en envases plasticos contentivos de un sustrato organico mezclado con agua para el caso
del tratamiento control y la solucion del metal para los tratamientos con Cd (5, 25y 50
pM). Posterior a la siembra, las unidades experimentales se colocaron aleatoriamente en
un medio natural, sujetas a la temperatura del ambiente y el fotoperiodo natural (12h/12h
de luz y oscuridad, respectivamente) por 30 dias y, cada tres dias se hicieron riegos para
mantener la humedad del sistema (70-75 %). En hojas, los PF y PT no fueron afectados
por los tratamientos con Cd; sin embargo, a las concentraciones méas bajas se observo un
aumento de los AT desde 15,32 £ 1,95 mg/g.m.h (control) hasta 20,76 + 2,02 y 24,88 +
1,90 mg/g.m.h en los tratamientos de 5 y 25 uM de Cd, respectivamente; en contraste, a
la concentracion mas alta (50 uM Cd), los AT no variaron, pero los grupos -SH
aumentaron desde un valor basal de 0,65 + 0,06 pmoles/g.m.h hasta 1,70 + 0,23
umoles/g.m.h, al igual que CAT se estimul6 hasta 7081,2 + 96,0 x 102 U/g.m.h con
respecto al control (6776,6 + 58,6 x 102 U/g.m.h.). Un patrén de respuesta distinto se
observo en raices; los AT no variaron con la exposicion al metal; sin embargo, los
grupos -SH disminuyeron en todos los tratamientos con el metal; siendo 0,49 + 0,07
umoles/g.m.h, el valor méas bajo registrado a 50 uM de Cd con respecto al valor del
control (0,91 + 0,11 umoles/g.m.h). Coincidente con el descenso de los grupos —SH, a la
concentracion més alta del metal, en raices se evidenciaron aumentos en PT desde 10,92
+ 1,94 mg/g.m.h (control) hasta 18,57 + 1,59 mg/g.m.h y en la actividad de CAT desde
6470,7 £ 113,7 U/g.m.h (control) hasta 7013,5 = 38,5 U/g.m.h. En ambos tejidos, los
niveles de MDA incrementaron solo a la concentracion mas alta de Cd (50 uM). En
general, los resultados de la presente investigacion revelaron que, 5y 25 uM de Cd
produjeron cambios diferenciales en el sistema de defensa antioxidante (-SH, CAT y PT)
de hojas y raices que evitaron el desarrollo de estrés oxidativo y, en el caso de las hojas,
se mantuvo inalterado el proceso fotosintético y se favorecio la acumulacién de sustratos
energéticos (AT); sin embargo, a 50 uM de Cd se sobrepasé la capacidad de defensa
antioxidante de este mecanismo de compensacion bioquimico y se manifestaron dafios
oxidativos, evidenciados por incrementos en MDA , tanto en hojas como en raices de Z.
mays.



INTRODUCCION

La contaminacién del suelo por metales pesados se ha convertido en un severo problema
en muchos paises del mundo, principalmente por el hecho de que estos quimicos pueden
ser eficientemente acumulados por las plantas y asi, directa o indirectamente encontrar la
via de ingreso a los animales, incluyendo al ser humano (Song et al., 2017). En este
sentido, es cada vez mayor el interés por desarrollar estudios de monitoreo y analisis
cuantitativo de estos contaminantes inorganicos en el medio terrestre asi como, los
orientados a evaluar los efectos perjudiciales que ocasionan a los organismos; receptores

finales en los ecosistemas de éstos y otros contaminantes (Aliu et al., 2013).

Las plantas superiores presentan una serie de caracteristicas que las convierten en
biomonitores idoneos de la contaminacion terrestre por metales pesados. Son
organismos sedentarios, su identificacion y clasificacion taxondmica es conocida, son
abundantes y de amplia distribucién en casi todos los tipos de suelos; inclusive en los
altamente contaminados, su nutricion mineral depende de las caracteristicas del medio
terrestre, lo que facilita la absorcién y acumulacion en sus tejidos de los distintos
contaminantes que continuamente ingresan al suelo (Singh y Tuteja, 2011; Remon et al.,
2013; Ojekunle et al., 2014). Ademas, las plantas ocupan una posicion ecolégicamente
relevante; siendo la base de la trama trdfica, son claves en la transferencia y
acumulacién de metales hacia eslabones superiores, proceso conocido como

biomagnificacion (Stankovic y Kalaba, 2014).

Muchos metales pesados absorbidos desde el suelo por las raices de las plantas, a bajas
concentraciones son nutrimentos esenciales para su metabolismo y crecimiento; cobre
(Cu), zinc (Zn), hierro (Fe) y magnesio (Mg) entre ellos; sin embargo, otros como
mercurio (Hg), plomo (Pb) y cadmio (Cd) no tienen funcion bioldgica conocida vy, al
igual que los micronutrientes, también son eficientemente absorbidos por las plantas, el

transporte y acumulacion de estos Gltimos en diferentes tejidos favorece su interferencia



con la actividad de los metales esenciales causando asi, desajustes bioguimicos y
fisiologicos que afectan el crecimiento y la biomasa de los cultivos (Augusto et al.,
2014).

El cadmio (Cd) es uno de los metales pesados con mayor potencial de toxicidad para
todos los seres vivos. Naturalmente es un metal muy escaso; sin embargo, sus
concentraciones en el ambiente son cada vez mayores debido principalmente, a las
descargas de desechos industriales provenientes de la mineria, metaldrgica, fabricacion
de pigmentos y la agricultura, entre otras actividades antrdpicas (Lemtiri et al., 2016).
Este metal, al igual que la mayoria de este grupo tiene propiedades quimicas que le
confieren cierta resistencia a la biodegradacién, lo que favorece su persistencia en el
suelo por largos periodos de tiempo, aumentando asi la probabilidad de ser
bioacumulado y potenciar su accion perjudicial sobre los organismos (Nazar et al., 2012;
Kowald et al., 2016).

El potencial fitotoxico del Cd ha sido ampliamente referenciado por diversos autores,
sus efectos incluyen: reduccion del crecimiento y desarrollo de la planta (Souza et al.,
2011; Gill et al., 2012), desequilibrios en el intercambio gaseoso, balance hidrico e
i6nico (Hattab et al., 2009; Gill et al., 2012), alteracion de la integridad estructural de
membranas y otros organelos celulares (Rahoui et al., 2010), inhibicion de la absorcién
de micronutrientes e interferencia con su metabolismo (Bertoli et al., 2012. Nazar et al.,
2012), cambios estructurales en los cloroplastos, clorofila y otros pigmentos, asi como
en enzimas que participan en la fijacion del CO; afectando asi, la fotosintesis (Ekmekci
et al., 2008; Januskaitiene, 2012; Rastgoo y Alemzadeh, 2011). Efectos genotdxicos del
Cd en plantas también han sido evidenciados en diversos grupos de plantas (Seth et al.,
2008; Kumar y Kumar, 2010).

La toxicidad del Cd resulta de su accién directa sobre blancos moleculares especificos
(proteinas y enzimas, por ejemplo) e indirectamente, puede estar mediada por una

sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno (EROs) que desencadenan dafios



oxidativos cuando las defensas antioxidantes celulares, se encuentran atenuadas
(Sagardoy, 2011; Pérez-Chaca et al., 2014). Los radicales superdxido (Oz’*), hidroxilo
(*OH), alcoxi (RO¢°) y peroxi (ROO¢), asi como el peroxido de hidrogeno (H202) son
EROs o inducen su formacion (como en el caso del H20O2) que, dependiendo de las
concentraciones, pueden inducir estrés oxidativo (Choudhury et al., 2013; D'Souza y
Devaraj, 2013). Niveles fisiologicamente apropiados de estos oxiradicales son
mantenidos por mecanismos bioquimicos no enzimaticos que incluyen pequefios
péptidos, tales como, glutation en su forma reducida (GSH) y fitoquelatinas,
aminoacidos como cisteina, homocisteina y prolina, el ascorbato, tocoferoles,
flavonoides y carotenoides también forman parte de este grupo. Entre los sistemas
enzimaticos destacan, la superdxido dismutasa (SOD) que metaboliza al radical
superdxido, la catalasa (CAT) y glutationa peroxidasa (GPx); involucradas en el

catabolismo del peroxido de hidrogeno (Rastgoo et al., 2014).

Diversos estudios han sefialado que los oxiradicales generados por la exposicion al Cd
pueden actuar como catalizadores de reacciones de oxidacion de lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, estableciéndose asi el estrés oxidativo que interfiere con la
homeostasis metabdlica y afecta el funcionamiento normal de los organismos (Wu et al.,
2015). En este contexto, los lipidos de las membranas celulares son muy sensibles a la
accion de las EROs y las reacciones en cadena de peroxidacion de éstos, es una
respuesta comun en organismos sujetos al estrés por metales pesados, incluyendo al Cd
(Agbadah et al., 2016). EI malondialdehido (MDA) es uno de los principales productos
de la peroxidacion de lipidos, razén por la cual, los cambios en el contenido de esta
molécula se emplean como un marcador bioquimico (biomarcador) frecuente y atil para
detectar dafio oxidativo inducido por la exposicion a metales pesados (Arbona et al.,
2008; Hossain et al., 2009). Similarmente, alteraciones de los contenidos o actividades
de las moléculas con roles antioxidante (GSH, ascorbato, fitoquelatinas y algunos
pigmentos) se emplean como biomarcadores (BMs) importantes en el diagnostico de

estrés oxidativo inducido por metales pesados (Yang et al., 2012).



En distintas especies de plantas se ha evidenciado que la toxicidad del Cd est& asociada
con el desarrollo de una condicién de estrés oxidativo que, en muchos casos se debe a un
incremento en la peroxidacion de lipidos de membranas (Singh et al., 2006; Ling et al.,
2017), mediada por una sobreproduccion de H20> u otro oxiradical (Rodriguez-Serrano
et al., 2009; Smiri, 2011; Martinez, 2014) y alteraciones en los mecanismos de las
defensas antioxidantes (Cui y Zhao, 2011; Shereefa y Kumaraswami, 2016). A pesar de
que el Cd no es un metal redox-activo, indirectamente puede inducir la generacion de
EROs y estrés oxidativo, interfiriendo con la transferencia de electrones durante los
procesos de fotofosforilacion y fosforilacion oxidativa de los cloroplastos vy
mitocondrias, respectivamente (Agbadah et al., 2016).

La presencia de elevadas concentraciones de Cd en el suelo y el riesgo que implica su
ingreso a la cadena alimenticia es motivo de gran preocupacion en el mundo.
Particularmente, en suelos destinados al desarrollo de cultivos alimenticios, el Cd que es
eficientemente absorbido y acumulado por las plantas podria generar una severa
problematica de salud ambiental y publica (Hernandez et al., 2016). Es por ello que,
algunas especies de plantas de importancia agricola; entre ellas, el maiz (Zea mays) se
han empleado como biomonitores Utiles para detectar los efectos perjudiciales de este
metal y su posible impacto en ecosistemas terrestres (Dikkaya y Ergun, 2014).

En Venezuela, desde hace algunos afios, los estudios sobre metales pesados y su papel
en el deterioro del ambiente han tomado especial relevancia. Especificamente, la
toxicidad de metales pesados ha sido evidenciada en las microalgas, Chaetoceros sp. y
Tetraselmis sp. (Romero et al., 2002), en invertebrados marinos, incluyendo el poliqueto
Eurythoe complanata (Marcano et al., 1996; 1997; Nusetti et al., 1998; Zapata-Vivenes
et al., 2005), la ascidia Piura vittata (Arredondo, 2012) y el mejillon Perna viridis
(Lemus et al., 2013; Lemus et al., 2014; Zapata-Vivenes et al., 2014); en los vertebrados
acuaticos Colossoma macropomum (Salazar-Lugo et al., 2009) y Abudefduf saxatilis
(Pérez, 2012). En el medio terrestre, son varios los estudios que han evidenciado la

toxicidad del cobre y cadmio en lombrices de tierra (Nusetti et al., 1999; Marcano, 2006;



Jiménez, 2009; Polo et al., 2011; Hernandez et al., 2016); sin embargo, en plantas que,
al igual que las lombrices son excelentes sensores de contaminacion, no se conocen
estudios locales en esta area.

El maiz (Zea mays L.), después del trigo y el arroz, es el cereal de mayor importancia a
nivel mundial y fundamental en la dieta del ser humano (Hussain et al., 2015).
Mecanismos de adaptacion bioquimica desarrollados en esta especie la hacen tolerante a
altas concentraciones de cadmio en el suelo, absorberlo y acumularlo en raices, hojas y
fruto (D’Souza y Devaraj, 2013; Song et al., 2017). Conociendo la importancia de este
cultivo en la dieta de animales domésticos y del humano, el desarrollo de cultivos de
maiz en suelos contaminados con Cd puede causar un descenso en su biomasa y, de
mayor importancia aun, poner en riesgo la salud de los ecosistemas y la poblacion
humana (Anjum et al., 2015). Estas consideraciones, aunado a la escasez de estudios en
Venezuela sobre la toxicidad de metales pesados en plantas, motivé el desarrollo de la
presente investigacion, en la que se plante6 como objetivo: evaluar los efectos de
distintas concentraciones de cadmio en plantas de maiz (Z. mays) sobre distintos
parametros bioguimicos como BMs fisioldgicos, de defensas antioxidante y de estrés

oxidativo.



METODOLOGIA

Material bioldgico
Las semillas para obtener las plantulas de Z. mays fueron adquiridas en un local

comercial ubicado en Cumana, estado Sucre; mientras que el sustrato organico (humus
sOlido de lombriz de tierra) empleado en este estudio, fue donado por el vivero “Banco
de germoplasma de especies suculentas (UDO-Biologia)”, ubicado a 10°26°32” N,
64°09°14” O, en un bosque muy seco tropical de la ciudad de Cumand, estado Sucre,

Venezuela.

Disefio experimental
Se desarrollo un bioensayo en condiciones de ambiente natural, utilizando un disefio de

blogues completamente aleatorio, con cuatro tratamientos; el control y tres tratamientos
con Cd (5, 25 y 50 uM); cada uno constituido por diez réplicas.

Bioensayo de exposicion al metal
Siguiendo las recomendaciones de D’Souza y Devaraj (2013), para el bioensayo se

utilizaron plantas de nueve dias de germinadas a partir de las semillas de Z. mays; éstas
se sembraron individualmente en recipientes plasticos de 325 ml de capacidad y
contentivos de 150 g del sustrato organico, mezclado con 90 ml de agua destilada en el
caso del tratamiento control y volimenes iguales de la solucién del metal a
concentraciones nominales de Cd de 5, 25 y 50 uM (CdCl_, Sigma Co) en el caso de los
tratamientos experimentales. Posterior a la siembra, los recipientes se colocaron
aleatoriamente en condiciones naturales y se dejaron por 30 dias. Diariamente se
hicieron registros de la temperatura, la cual se mantuvo en 28 + 3 °C y, cada tres dias se
hicieron riegos con agua libre del metal para tratar de mantener la humedad en 70-75 %
aproximadamente. El fotoperiodo fue el natural, correspondiente a 12h/12h de luz y
oscuridad, respectivamente. A los 30 dias, se tomaron muestras de raiz y hojas para los

respectivos analisis.



Pigmentos fotosintéticos
Para la extraccion y cuantificacion del contenido de pigmentos (clorofila a y b, clorofila

total y carotenoides totales) se siguieron las metodologias descritas por Lichtenthaler y
Wellbum (1983) y Takemoto et al. (1988) con ciertas modificaciones. Se tomaron
muestras de 0,1 g de hoja, se colocaron en tubos de ensayo de 10,0 ml que contenian 2,5
ml de etanol 96 % y aproximadamente 1,0 mg de MgCOs (para neutralizar los &cidos
orgénicos liberados), se taparon los tubos y se mantuvieron en el refrigerador a 4 °C
protegidos de la luz durante tres dias; tiempo en el cual se extrajeron completamente los
pigmentos, dado que las muestras se observaron incoloras. Luego, se midié la
absorbancia (A) del extracto a 665, 649 y 470 nm, usando un espectrofotometro (UV-
VIS mini-1240, SHIMADZU, Japdn). La concentracion de pigmentos se expresé en
microgramos por gramo de masa humeda (pg/g.m.h) del tejido, calculado a partir de las

ecuaciones mostradas a continuacion:

Clorofila a = 13,95 Ases — 6,88 Assg
Donde,
13,95: coeficiente de absortividad
Aees: absorbancia a 665 nm
6,88: coeficiente de absortividad

Aesag: Absorbancia a 649 nm

Clorofila b = 24,96 Asa9 — 7,32 Aces
Donde,
24,96: coeficiente de absortividad
Aes9: absorbancia a 649 nm
7,32: coeficiente de absortividad

Asss: Absorbancia a 665 nm

Clorofila total = Clorofila a + Clorofila b



Carotenoides totales = (1000 As70 — 2,05 Clorofila a — 114,80 Clorofila b)/245,00
Donde,
1000: coeficiente de absortividad
Aus70: absorbancia a 470 nm
2,05: coeficiente de absortividad
114,80: coeficiente de absortividad

245,00: coeficiente de absortividad

Azlcares totales
Los azucares solubles totales fueron extraidos a partir de hojas y raices siguiendo el

método de Hedge y Hofreiter (1962) con ciertas modificaciones. Muestras de 0,1 g de
tejido fueron maceradas y homogenizadas en 0,9 ml de buffer fosfato pH 7,0;
seguidamente se agregd un ml de etanol 95 % y se centrifug6 a 4 000 rpm durante 15
minutos, el precipitado se disolvié en un ml de agua destilada. Finalmente, para la
cuantificacion se uso el método de Wang et al. (2002) que emplea la reaccion de la
muestra (20 ul) con el reactivo de antrona (0,2 % en HSO4 concentrado) a 90 °C durante
15 minutos, la absorbancia del producto de la reaccién se midié a 620 nm en un
espectrofotémetro (UV-VIS mini-1240, SHIMADZU, Japon). Se us6 una curva estandar
de glucosa (0,1 mg/ml) para cuantificar la concentracion de azucares totales en las
muestras, las cuales fueron expresadas en miligramos de glucosa por gramo de masa

hdmeda (mg/g.m.h).

Proteinas totales
La concentracién de proteinas totales en hojas y raices de Z. mays se estimo por el

método de Biuret (Robinson y Hogden, 1940). Para ello, se peso6 0,1 g de ambos tejidos
de cada una de las plantas (n = 10) de los distintos tratamientos, se lavaron con solucion
salina 0,9 % vy, luego de macerarse previamente en un mortero, Se prepararon
homogeneizados en 0,9 ml de &cido tricloroacético (TCA) 10,0 %, estos Ultimos fueron
centrifugados a 10 000 rpm durante 10 minutos, al precipitado resultante se le agregé 0,8
ml de KOH 0,3 N y se incub6 a 37 °C en bafio de maria por 30 minutos. Seguidamente



se tomaron muestras (0,3 ml) para hacer la cuantificacion con el reactivo de Biuret,
luego de una incubacién a temperatura ambiente por 20 minutos se midi6 la absorbancia
a 540 nm. Se utiliz6 albumina de suero bovino (BSA: 10 mg/ml. Sigma Chemical Co)
como estandar y se prepar6 una curva de calibracion para calcular las concentraciones de
proteinas de las muestras. Los resultados fueron expresados en miligramos de proteinas

totales por gramos de masa himeda (mg/g.m.h).

Tioles totales (-SH)
El contenido de -SH se determind por el método colorimétrico BIOXITECH® GSH-

400™ (Anderson, 1989), el cual emplea un reactivo patentado; el 4-cloro-1-metil-7-
trifluorometil-quinolinin metilsulfato (R1) que reacciona con todos los mercaptanos (R-
SH) presentes en una muestra y forma como producto un complejo (tioéter) croméforo
que absorbe luz a 356 nm. Muestras de 0,1 g de los tejidos (hojas y raices) fueron
maceradas y luego homogeneizadas en 0,9 ml de &cido tricloroacético (TCA 10 %),
seguidamente se centrifugaron a 3 000 rpm por 10 minutos. Se tomaron 100 ul del
sobrenadante de las muestras para el analisis, se agreg6 0,8 ml de buffer y 50 ul de R1,
se mezcld, se tapo e incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos, posteriormente
se midio la absorbancia a 356 nm. La celda blanco estuvo constituida por todos los
reactivos a excepcion del extracto. La concentracion de tioles totales se expresdé como
micromoles por gramos de masa humeda (umoles/g.m.h), calculada a partir de la

ecuacion que se muestra a continuacion:

[-SHiotates] = {(A-Ao) / (ExI)} x D
Donde,
A: absorbancia de la muestra
Ao: absorbancia del blanco
€: coeficiente de extincion molar del producto medido a 356 nm
I: distancia del recorrido de la luz (cm)

D: factor de dilucion



Actividad de catalasa (CAT)
Para la determinacion de la actividad de la catalasa se usé el protocolo propuesto por

Aebi (1984), con algunos ajustes. Tejidos de hojas y raices (0,1 g) fueron
homogenizados en frio con 0,9 ml de buffer fosfato 50 mmol/l pH 7,0 y centrifugados a
10 000 rpm por 15 minutos a 4 °C. De los sobrenadantes se tomaron alicuotas para
medir la actividad de la enzima en la siguiente mezcla de reaccion: 20 pl de la muestra,
930 pl de buffer fosfato 100 mmol/l y EDTA 0,1 mmol/l pH 7,0 y, 50 pl de H202 1 %
para dar inicio a la reaccion, se mezclo y se midié la absorbancia a 240 nm durante un
minuto en un espectrofotémetro (UV-VIS mini-1240, SHIMADZU, Japon). Se
cuantifico la actividad enzimatica, empleando la variacién de la absorbancia debida a la
degradacion de peroxido de hidrogeno (H20:2) vy el coeficiente de extincion molar (39,4
mM? cm 1), los resultados fueron expresados en unidades por gramo de masa himeda
(U/g.m.h), siendo una U, la cantidad de enzima que cataliza la transformacion de un

micromol de sustrato (H202) en producto en un minuto.

Analisis de Malondialdehido (MDA)
La peroxidacion de lipidos en el tejido vegetal, fue cuantificada por el método LPO-

586™ 586™ (BIOXYTECH® LPO-586TM; OxisResearch™); un ensayo colorimétrico
basado en la reaccion del reactivo cromogénico, N-metil-2-fenilindol (R1) con MDA,
uno de los productos mas comunes de la lipoperoxidacion, a 45 °C para formar un
cromoforo estable que absorbe luz maxima a 586 nm. Para ello, se pes6 0,1 g de tejido,
se homogeneiz6 en 0,9 ml de buffer fosfato 20 mmol/l, pH 7,4 y 10 ul de butilato
hidroxitolueno (0,5 mol/l, diluido en acetonitrilo). Luego se centrifug6 a 4 000 rpm a
4 °C por 15 minutos, posteriormente se tomaron 200 pl del sobrenadante y se mezclaron
con R1 y HCI, después de un periodo de incubacion de 60 minutos a 45 °C, se midio la
absorbancia a 586 nm. Las determinaciones de MDA se realizaron, utilizando una curva
de calibracion con MDA estandar (1,1,3,3-tetrametoxipropano en Tris-HCI), y los
resultados se expresaron en milimoles de MDA por gramo de masa humeda
(mM/g.m.h).
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Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados, previa comprobacion de la homogeneidad vy

normalidad de las varianzas, mediante ANOVA de una via, con prueba a posteriori de

Duncan para establecer los grupos, utilizando el programa estadistico STATGRAPHICS
Centurion XV.11. (Sokal y Rohlf, 2012).
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RESULTADOS

Concentracién de pigmentos fotosintéticos

En la Figura 1 se muestran los resultados de las concentraciones de los pigmentos en
hojas de plantas de Z. mays controles y expuestas a distintas concentraciones de Cd
durante 30 dias. El andlisis estadistico revel6 que, los distintos tratamientos con el metal
no causaron variaciones significativas (p>0,05) en las concentraciones de ninguno de los
pigmentos fotosintéticos evaluados. Los valores de clorofila total oscilaron entre 257,18
+ 21,92 pg/g.m.h para el grupo control y una concentracion promedio de 269,38 + 22,14
pg/g.m.h para los tratados con Cd; siendo la clorofila a mayor que la clorofila b en todos
los tratamientos. La concentracion de carotenoides en controles fue de 38,88 + 3,97

pg/g.m.h; mientras que en los distintos grupos tratados con el metal, el valor promedio

de este pigmento fue de 41,89 + 3,98 pg/g.m.h.
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Figura 1. Pigmentos (clorofila a, clorofila b, clorofila total y carotenoides totales) en
hojas de plantas de maiz (Zea mays L.) controles (0 uM Cd) y expuestas a distintas
concentraciones de Cd (5, 25 y 50 uM). Las barras representan los promedios en microgramos por
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gramo de masa humeda (pg/g.m.h) mas el error estandar (n = 10).
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AzUcares totales solubles
La concentracion de azUcares totales en hojas y raices de plantas de maiz (Z. mays)

controles y expuestas durante 30 dias a Cd (5, 25 y 50 uM) se muestra en la Figura 2; se
observo un incremento significativo en hojas (Fs = 8,35; p<0,001) desde 15,32 + 1,95
mg/g.m.h en controles hasta valores respectivos de 20,76 = 2,02 y 24,88 + 1,90
mg/g.m.h en los tratamientos con 5y 25 uM Cd; sin embargo, esta variable no varié con
respecto al control en las hojas de las plantas sujetas a la concentracion mas alta del
metal. La concentracion de azlcares en las raices se mantuvo sin variaciones
estadisticamente significativas (Fs = 1,61; p>0,05) entre 19,38 mg/g.m.h en el grupo

control y un valor promedio de 16,15 mg/g.m.h para los distintos grupos expuestos al
metal.
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Figura 2. Azucares totales solubles en hojas y raices de plantas de maiz (Zea mays L.)

controles (0 uM Cd) y sujetas a concentraciones de 5, 25 y 50 UM de cadmio. Las barras
representan los promedios en miligramos por gramo de masa himeda (mg/g.m.h) més el error estandar (n
=10). Las letras indican diferencias entre concentracion de Cd segin Duncan.
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Proteinas totales solubles
Los datos presentados en la Figura 3 corresponden a las variaciones de la concentracion

de proteinas totales en hojas y raices de Z. mays controles y expuestas a distintas
concentraciones de cadmio (5, 25y 50 uM de Cd). El nivel de proteinas en las hojas no
fue afectado por la exposicion a Cd (Fs = 1,58; p>0,05); los valores promedios de esta
variable oscilaron entre 5, 28 mg/g.m.h para el control y 4,88 mg/g.m.h para las plantas
expuestas a las distintas concentraciones de Cd. En contraste, en raiz esta variable se vi6
afectada significativamente por la exposicion a 50 uM de Cd (Fs = 12,00; p<0,001) y su
concentracion varié de 10,92 + 1,94 mg/g.m.h en raices no expuestas al metal hasta
18,57 £ 1,59 mg/g.m.h.
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Figura 3. Proteinas totales en hojas y raices de Zea mays L. controles (0 uM Cd) y

expuestas concentraciones de 5, 25 y 50 pM Cd. Las barras representan los promedios en

microgramos por gramo de masa himeda (mg/g.m.h) mas el error estandar (n = 10). Las letras indican
diferencias entre concentracion de Cd seglin Duncan.

Tioles totales
La concentraciéon de grupos tioles totales en hojas de Z. mays mostrd un incremento

significativo (Fs = 11,12; p<0,001) con el aumento de la concentracion de exposicion al
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metal, desde 0,65 £ 0,06 pmoles/g.m.h en controles hasta 1,70 + 0,23 pmoles/g.m.h en
el tratamiento con 50 uM de Cd. En contraste, en raices se observd un comportamiento
contrario de esta variable, la cual disminuyo significativamente (Fs = 6,58; p<0,01)
desde 0,91 + 0,11 pmoles/g.m.h en raices no expuestas hasta 0,49 + 0,07 pmoles/g.m.h

en las tratadas con la més alta concentracion de Cd (Figura 4).
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Figura 4. Tioles totales en hojas y raices de Zea mays L. controles (0 uM Cd) y
expuestas a 5, 25 y 50 uM de cadmio. Las barras representan los promedios en
microgramos por gramo de masa humeda (ug/g.m.h) mas el error estandar (n = 10). Las
letras indican diferencias entre concentracion de Cd segun Duncan.

Catalasa (CAT)
La Figura 5 muestra la actividad de la enzima CAT en hojas y raices de plantas de Z.

mays controles y sujetas a distintas concentraciones de cadmio por 30 dias; esta variable
fue afectada significativamente por los tratamientos con Cd tanto en hojas (Fs = 9,19;
p<0,001) como en raices (Fs = 12,10; p<0,001); la mayor actividad se registro en hojas
con un valor promedio de 6776,6 + 58,6 x 10% U/g.m.h en el grupo control, el cual

15



mostré un aumento significativo hasta 7081,2 + 96,0 x 102 U/g.m.h en el tratamiento de
50 uM de Cd. Similarmente, en raices la actividad de CAT aumentd desde 6470,7 +
113,7 U/g.m.h en las plantas no expuestas a 7013,5 £ 38,5 U/g.m.h en las expuestas a la

concentracion mas alta del metal.
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Figura 5. Catalasa en hojas y raices de plantas de Zea mays L. controles (0 uM Cd) y
expuestas a 5, 25 y 50 uM de cadmio. Las barras representan los promedios en Unidades
por gramo de masa himeda (U/g.m.h) mas el error estandar (n = 10). En el caso de las
hojas, el valor representado se debe multiplicar por 10%. Las letras indican diferencias
entre concentracion de Cd segun Duncan.

Malondialdehido (MDA)
Los resultados de la concentracion de MDA en hojas y raices de Z. mays controles y

tratadas con distintas concentraciones de cadmio se muestran en la Figura 6; esta
variable fue afectada significativamente por la exposicién al Cd, especificamente a la
concentracion més alta, tanto en hojas (Fs = 3,70; p<0,05) como en raices (Fs = 7,22;
p<0,001). En hojas de plantas controles se observaron mayores concentraciones de
MDA (0,143 £ 0,028 mM/g.m.h) que en raices (0,026 £ 0,007 mM/g.m.h) y, en ambos
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tejidos expuestos a 50 UM de Cd se evidencid un incremento significativo hasta 0,265 *
0,036 mM/g.m.h en el caso de las hojas y hasta 0,172 £ 0,047 mM/g.m.h en raices.
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Figura 6. Malondialdehido (MDA) en hojas y raices de Zea mays L., controles (0 uM
Cd) y expuestas a 5, 25 y 50 uM de cadmio. Las barras representan los promedios en
milimoles por gramo de masa himeda (mM/g.m.h) mas el error estandar (n = 10). Las
letras indican diferencias entre concentracion de Cd segin Duncan.
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DISCUSION

En esta investigacion se emplearon BMs fisiologicos y del sistema antioxidante,
asociados con un BM de estrés oxidativo para evaluar los efectos de distintas
concentraciones de Cd en hojas y raices de Z. mays. En general, se evidenciaron
patrones de respuestas diferentes de los BMs en ambos tejidos, dependientes de la
concentracion del metal, lo cual sugiere el desarrollo de estrategias bioquimicas distintas

para atenuar la toxicidad del metal y controlar el desarrollo de dafios oxidativos.

En relacion a los BMs fisioldgicos, es frecuente el uso del contenido de pigmentos
fotosintéticos para evaluar el impacto de las presiones ambientales en plantas, ya que los
cambios en éstos estan vinculados con la productividad fotosintética y sintomas visuales
de enfermedad de la planta (Anjum et al., 2016). En este sentido, se han reportado datos
variados sobre la accion de metales pesados en las concentraciones de pigmentos
fotosintéticos, dependientes en muchos casos, de la especie, del tipo y la concentracion
del metal, asi como, del tiempo de exposicién (Ling et al., 2017). En el presente estudio,
la exposicion a Cd no afect6 el contenido de los pigmentos fotosintéticos en hojas de Z.
mays, revelando estos resultados que el metal no causé alteraciones relevantes sobre el
aparato fotosintético y la produccién primaria de la planta, via fotosintesis, no fue
afectada perjudicialmente. Es probable que, el tiempo de exposicion y las
concentraciones de Cd empleadas, a pesar de exhibir toxicidad en otras especies
(D'Souza y Devaraj, 2013) no fueron suficientes para inducir cambios en este marcador

fisioldgico en Z. mays.

Son conocidas las diferencias inter e intraespecificas entre los mecanismos bioquimicos
que pueden exhibir los distintos organismos para enfrentar las presiones ambientales;
entre éstas, estresores quimicos (Hochachka y Somero, 2002) vy, especificamente en el
caso de maiz son varios los antecedentes que revelan su elevado potencial de tolerancia

a metales pesados, incluyendo el Cd (Chaffai et al., 2006; Retamal-Salgado et al., 2017).
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En este contexto, las plantas exhiben dos tipos de estrategias que le confieren tolerancia
a los metales pesados; algunas estdn basadas en la exclusion del metal que evitan su
absorcion radical y limitan asi, su ingreso y distribucion en tejidos aéreos y las otras,
permiten la compartimentacion interna del metal, su acumulaciéon e inmovilizacion en
forma de complejos organicos no toxicos (Pal et al., 2006; Emamverdian et al., 2015).
En este sentido, una variedad de moléculas; entre ellas, acidos organicos, aminoécidos,
péptidos, pigmentos, azUcares, proteinas y enzimas antioxidantes desempefian un rol
importante en la tolerancia del maiz al Cd, ya que participan como quelantes del metal y
mantienen un balance entre la produccion y eliminacion de especies reactivas del
oxigeno (Shereefa y Kumaraswami, 2016). El frijol Lablab purpureus por ejemplo,
acumula grandes cantidades de Cd en la raiz en forma de complejos peptidicos a nivel de
la pared celular y membrana plasmatica, evitando su absorcion y translocacion a las

hojas para proteger el aparato fotosintético (D'Souza y Devaraj, 2013).

Los efectos del Cd sobre el contenido de pigmentos fotosintéticos en plantas han sido
variados en diferentes especies (Sfaxi-Bousbih et al., 2010); contrario a los resultados de
esta investigacion, en algunos estudios se han detectado efectos perjudiciales de este
metal, evidenciados por descensos de los pigmentos fotosintéticos en plantas de maiz
(Lagriffoul et al., 1998), almendras (Nada et al., 2007) y fresas (Martinez, 2014);
mientras que, Jia et al. (2012) observaron un aumento en los pigmentos fotosintéticos de
Lonicera japonica Thunb expuestas a 5 - 50 uM de Cd. Coincidente con los resultados
de este estudio, Gul et al. (2016) no observaron cambios en el contenido de carotenoides
de Z. mays L. expuesta a 40 uM de Cd y, Nada et al. (2007) tampoco observaron
variacion en el contenido de clorofila a en plantas de almendras expuestas a 25 y 50 de
CdCl..

La concentracion de azucares totales, otro de los BMs fisiologicos evaluados en la
investigacion desarrollada, no exhibié cambios en raices de Z. mays sujeta a los distintos
tratamientos con Cd; sin embargo, en hojas esta variable incrementé en las plantas

expuestas a las concentraciones mas bajas del metal (5 y 25 uM), lo cual indica un
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aumento en la sintesis y/o acumulacién de carbohidratos, posiblemente como
consecuencia de la activacion de un mecanismo bioquimico compensatorio de
proteccion a la homeostasis celular, que garantiza una fuente de energia para sostener la

operatividad de rutas anabdlicas, ante las condiciones estresantes inducidas por el metal.

En el contexto anterior, se conoce el “efecto hormético” como una respuesta comun en
organismos expuestos a sustancias quimicas; caracterizado por una estimulacion de la
respuesta a bajas concentraciones del quimico y, un cambio posterior a la inhibicién de
ésta a altas concentraciones y el tiempo de exposicion al estresor quimico (Rattan,
2008). Por lo tanto, es frecuente encontrar que, a bajas concentraciones, los metales
pesados puedan tener un efecto beneficioso y estimulante de respuestas en un
organismo, el cual puede revertirse a perjudicial cuando las concentraciones del metal
aumentan (Sandbichler y Hockner, 2016). En este orden de ideas, se puede inferir a
partir de los resultados de este estudio, que las concentraciones de 5y 25 uM de Cd
inducen un efecto hormético en los azlcares totales de hojas de Z. mays, mientras que 50
UM de Cd podria representar la dosis equivalente al umbral de transicién entre el
mantenimiento y la alteracion del equilibrio homeostéatico celular, segin propuesto por
Walker et al. (1996) sobre la relacion dosis-repuesta en organismos expuestos a
sustancias quimicas. En consonancia con los resultados de esta investigacion, la
hormesis ha sido ampliamente documentada en plantas (Cedergreen et al., 2007;
Cedergreen, 2008; Jia et al., 2012).

La acumulacién de metabolitos es una de las estrategias efectivas de las plantas para
evitar efectos toxicos inducidos por la exposicién a metales pesados (Agrawal y Singh
2003). Especificamente, los carbohidratos en plantas desempefian multiples funciones;
constituyen la fuente principal de energia para los procesos de biosintesis, mantienen el
balance osmotico, participan en reacciones redox, contribuyen con el mantenimiento de
la estructura de macromoléculas y la estabilidad de las membranas (Nayer y Reza,
2008), median el proceso de sefializacién celular y actGan en la remocién de radicales

libres, controlando asi el balance de EROs y el desarrollo de patologias oxidativas
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(Couée et al., 2006; Gengmao et al., 2014).

Acorde con los resultados de esta investigacion, en muchas especies de plantas, se ha
observado la acumulacion de azlcares solubles en respuesta a diversas presiones
ambientales; los carbohidratos en hojas de plantas de Brassica juncea aumentaron luego
de ser expuestas por 90 dias a 200 uM de Cd, siendo ésta una respuesta de regulacion
positiva para controlar la accion perjudicial del metal (Kapoor et al., 2016). La
exposicion de plantulas de trigo a Cd produjo un aumento en la concentracion de estas
moléculas, el cual se asocié con una menor utilizacion de éstas como recurso energético
para sostener el crecimiento en las plantulas (Asgharipour et al., 2011). Similarmente, en
plantas de caraotas Phaseolus vulgaris L. tratadas durante 14 dias con Cd (200 mg/kg
sustrato) se observo un incremento en los azucares solubles totales, azicares reductores

y polisacéridos, el cual se asocio con rol antioxidante (Aldoobie y Beltagi, 2013).

En este estudio, los pardmetros indicativos de las defensas antioxidantes en raices de Z.
mays L. exhibieron un patrén de respuesta diferente al de las hojas y, en ambos casos,
fue dependiente de la concentracion del metal. Los mayores cambios es estas variables
se registraron en raices e incluyeron, descensos en los grupos -SH en todos los
tratamientos, acompafiados de aumentos en las proteinas totales y CAT solo en el
tratamiento con 50 uM de Cd; concentracion esta Gltima que también provocé aumentos
en los grupos -SH y CAT de las hojas. Tales resultados concuerdan con lo sefialado por
varios autores, sobre la participacion y rol diferencial que tiene la raiz en comparacion
con los tejidos aéreos, en el control de la absorcion, translocacion, acumulacion y la
expresion de la toxicidad de metales pesados en las plantas (Pl et al., 2006; Gul et al.,
2016).

En el contexto anterior, Emamverdian et al. (2015) sefiala que la primera estrategia de
defensa para evitar la toxicidad por metales pesados en plantas, son barreras fisicas
como, el desarrollo en la raiz de estructuras morfolégicas; gruesas capas de cuticulas,
presencia de tricomas, paredes celulares y la simbiosis con micorrizas. Superada ésta

primera linea de defensa, el ingreso de iones metalicos a las células y tejidos activa otros
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mecanismos; entre ellos, la biosintesis de mercaptanos como GSH, fitoquelatinas (FQs)
y metalotioneinas (MTs), entre otros. Especificamente en el control de los efectos
toxicos del Cd, las FQs son de mayor importancia mientras que, las MTs tienen un rango
de accion mas amplio, incluyendo Cd, Zn, Cu y As (Yang y Chu, 2011). En esta
investigacion, el descenso observado en los grupos —SH de las raices en todos los
tratamientos con Cd, posiblemente esté asociado con una elevada demanda de este tipo
de moléculas en el tejido para evitar la toxicidad del metal; bajo condiciones del estrés
quimico podria alterarse su tasa de recambio, observandose un descenso cuando la
velocidad de utilizacion de los tioles supera su tasa de biosintesis. Dentro de este
contexto, Razinger et al. (2008) report6 inhibicion por Cd (500 puM) de las enzima
glutationa reductasa relacionado con un descenso en los niveles de GSH. Similar a los
resultados encontrados en Z. mays, Yang et al. (2012) observd descensos en los tioles no
proteicos de las raices de soya expuesta a distintos tratamientos con Cd (10, 50 y 100
mg/kg). Bajo condiciones de estrés por Cd, algunas plantas exhiben descensos en los
tioles libre intracelulares ya que éstos forman complejos con el metal (Cd-SH) y lo
campartimentalizan dentro de vacuolas, evitando asi, la dispersion del Cd a través del

xilema y vasos del floema (Song et al., 2017).

Coincidente con el descenso de los grupos —SH en raiz de Z mays, en el tratamiento con
50 uM de Cd, se registraron aumentos en la concentracion de proteinas totales y la
actividad de la enzima CAT, lo cual sugiere que, a altas concentraciones del metal se
requiere de la participacion y cooperacién de varias moléculas antioxidantes para
neutralizar la toxicidad del metal. La utilizacion de GSH en raices, uno de los
principales y mas abundantes tioles en las células (Xinde et al., 2004), como precursor
para la sintesis de otros péptidos, proteinas y enzimas antioxidantes, asi como, su
participacion directa como agente quelante del Cd, podria explicar el descenso de los
grupos —SH, asociado con el aumento de las proteinas totales y CAT en la dosis més alta

de Cd empleada en este estudio.

En concordancia con lo anterior, ha sido bien documentado la induccion de la biosintesis
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de FQs y de enzimas antioxidantes para neutralizar los efectos perjudiciales de Cd tanto
en raices como en hojas; sin embargo, la mayoria de los estudios sugieren que las FQs
tienden primero a sintetizarse y acumularse en raices (Chen et al., 2008). Acorde con
esta aseveracion, Heiss et al. (2003) revelo que plantas de girasoles expuestas a Cd
acumularon concentraciones de FQs en raices dos veces mas elevadas que en hojas. La
variedad de funciones que tienen las moléculas tioladas, principalmente GSH, actuando
como ligando de metales pesados, precursor en la sintesis de FQs con una alta afinidad
por Cd, en la regulacion del ciclo GSH-Ascorbato involucrado en la destoxificacion del
H.O, y actuando como coenzima de otras enzimas antioxidantes, justifica cualquier
descenso observado en este tipo de moléculas en plantas sujetas al tratamiento con Cd
(Pérez-Chaca et al., 2014).

Acorde con lo observado en el presente estudio, Xu et al. (2014) evidenciaron la
excepcional tolerancia y potencial de adaptacion que tiene Z. mays a bajas
concentraciones de Cd, mediada por una alta utilizacién de GSH que produce descensos
en su concentracion en raices, acompafiado de aumentos en las actividades de SOD y
CAT. En otro estudio con la misma especie, la respuesta al tratamiento con el mismo
metal involucr6 también moléculas tioladas; a una concentracion baja de Cd (6 pM),
cuando los grupos —SH en raices no variaron, las FQs aumentaron como principal
defensa al estrés metalico; sin embargo, a una concentracién mas alta (30 uM) cuando
las FQs bajan, los grupos tioles aumentaron (Rellan-Alvarez et al., 2006). Similar a este
ultimo estudio, en Cucumis sativus la exposicion por 20 dias a 10 y 50 uM Cd no afectd
la actividad de CAT, pero 500 uM de Cd inhibieron la enzima en raices, limitando asi,
su rol en la eliminacion de radicales libres (Sun et al., 2015). Una respuesta contraria y
dependiente de la concentracion fue observada por Gowthami y Vasantha (2015) en la
actividad de CAT Yy otra enzima antioxidante (SOD) en Vigna radiata Linn. expuesta
por 15 dias a 10 y 50 uM de CdClo.

Segun Nadgorska-Socha et al. (2013), moléculas como GSH, FQs y cisteina forman

complejos estables con metales pesados y una induccion en estas moléculas ha sido bien
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documentada en plantas; no obstante, los cambios en moléculas con grupos —SH
dependen de la concentracion del metal y del tejido. Asi, Rellan-Alvarez et al. (2006)
encontré que el contenido de GSH en hojas de maiz solo aumento a la concentracion
mas alta de Cd (30 puM), mientras que en raiz, se observo una respuesta contraria, siendo
la concentracion mas baja (6 uM de Cd) la que propicidé un aumento en GSH y la mas
alta (30 M) produjo un descenso. Acorde con esta propuesta, en el presente estudio, los
grupos tioles en las hojas de Z. mays exhibieron una respuesta contraria a la de raices en
el tratamiento de 50 uM Cd. Uzunova et al. (2008) también en Z. mays reportaron un
aumento en la actividad de CAT en hojas y raices tratadas con 50 uM Cd, enzima que no
cambi6 a una dosis mas bajas del metal. Similarmente, en un estudio en Polonia, la
misma concentracion de Cd (50 uM Cd) estimuld la sintesis de FQs en raiz de Z. mays
(Wdjcik y Tukiendorf, 2005) y, 40 uM Cd aumentd la sintesis de CAT en raices de
sorgo (Pérez-Chaca et al., 2014).

En el presente estudio, coincidente con los aumentos en la actividad de CAT, el
contenido de MDA, usado como indicador de estrés oxidativo, también incrementd en
raices y hojas de Z. mays solo en el tratamiento con 50 uM de Cd; siendo al final de los
30 dias de exposicion, las concentraciones de MDA dos veces mayores en raices que en
las hojas. Tales aumentos en MDA corroboran la presencia de lipoperoxidacion (LPO)
en las membranas celulares que alteran su integridad estructural y funcionamiento,
evidenciandose una condicién de estrés oxidativo mediada, posiblemente, por una
sobreproduccién de H2O2 que demandd una estimulacién de la actividad de CAT. Si
bien es cierto que el H202 es poco reactivo a nivel intracelular, su potencial perjudicial
radica en ser el precursor del radical hidroxilo (*OH), uno de los mas potentes
oxiradicales, catalizador de reacciones de oxidacion de macromoléculas (proteinas y
acidos nucleicos) e inductor de lipoperoxidacion (Shah et al., 2001; Pérez-Chaca et al.,
2014).

Sustentando la idea expuesta en el parrafo anterior, algunos investigadores han

demostrado que tanto el H,O2 como otros perdxidos organicos inducen estres oxidativo.
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Asi, Siddique et al. (2012) demostraron que el tratamiento experimental de linfocitos
humanos con H20 potencié la LPO de membranas. En el mismo contexto, Romero-
Puertas et al. (2004) evidenciaron que, 50 uM Cd propicié un aumento Seis veces mayor
en la concentracion de H2O2 en hojas de Pisum sativum en comparacion con plantas

control.

Muchos antecedentes apoyan la propuesta de que el estrés oxidativo manifestado por
incrementos en LPO, es uno de los principales efectos del tratamiento con Cd en plantas;
no obstante, se han publicado algunos datos contrarios a esta propuesta, sugiriendo que
la respuesta depende en gran medida de la especie, la concentracién y el tiempo de
exposicion al metal (Romero-Puertas et al., 2012). En raices de Glycine max L. y
Brassica juncea expuestas, respectivamente por 48 horas y siete dias, a altas
concentraciones de Cd no se observaron cambios en LPO (Mohamed et al., 2012); sin
embargo, en raices de esta Ultima especie y en Arabidopsis sp. expuesta por 24 horas a
una concentracién mas baja del metal (10 puM), la lipoperoxidacién aumentd (Cuypers et
al., 2011).

En muchas especies de plantas se ha revelado que el Cd es un potente inductor de
reacciones de peroxidacion lipidica y de estrés oxidativo (Gallego et al., 2012). Similar a
lo encontrado en este estudio, en plantas de Lemna minor L. sujetas a distintas
concentraciones de Cd, se evidencio un aumento en las concentraciones de MDA solo a
concentraciones mayores de 10 uM, incluyendo 50 uM Cd; el estrés oxidativo inducido
a estas dosis del metal se asocié con un descenso del pool de GSH en la planta (Razinger
et al., 2008). También en alfalfa (Medicago sativa), el aumento de MDA en hojas y
raices fue proporcional al aumento de la concentracion de Cd (Flores-Céaceres, 2013). La
accion inductora de estrés oxidativo por Cd incluye ademas, plantas de leguminosas
(Chaoui y El Ferjani, 2005), tomate (Dong et al., 2006; Smeets et al., 2009), en
Arabidopsis thaliana (Smeets et al., 2009), en Medicago sativa (Cui et al., 2013) y
Medicago truncatula (Xu et al., 2009). Del mismo modo, Rellan- Alvarez et al. (2006) y
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Sun et al. (2015), encontraron una induccion de peroxidacion lipidica y estrés oxidativo

causado por Cd en Z. mays y C. sativus, respectivamente.

En general, los resultados de la presente investigacion revelaron que, 5y 25 uM de Cd
produjeron cambios diferenciales en el sistema de defensa antioxidante (-SH, CAT y PT)
de hojas y raices que evitaron el desarrollo de estrés oxidativo y, en el caso de las hojas
se mantuvo inalterado el proceso fotosintético y se favorecio la acumulacion de sustratos
energéticos (AT); sin embargo, a 50 UM de Cd se sobrepaso la capacidad de defensa de
este mecanismo de compensacion bioquimica y se manifestaron dafios oxidativos,

evidenciados por incrementos en MDA, tanto en hojas como en raices de Z. mays.
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CONCLUSIONES

Los efectos del Cd sobre los distintos biomarcadores evaluados en hojas y raices de Z.

mays fueron diferentes y dependientes de la concentracion.

Los pigmentos fotosintéticos de las hojas de Z. mays no se alteraron con la exposicion al
Cd.

Bajas concentraciones de Cd (5 y 25 uM) estimularon la produccion de azucares totales

en hojas de Z. mays.

Las proteinas totales de la raices de Z. mays aumentaron con la exposicién a 50 pM de
Cd.

Los grupos tioles y la enzima catalasa en hojas Z. mays se activaron como mecanismos
de defensas antioxidantes ante la exposicion a 50 uM de Cd, mientras que en las raices,

solo los grupos tioles variaron.

En hojas y raices de Z. mays, el Cd a 50 puM causo6 incrementos en el contenido de
malondialdehido y estrés oxidativo.
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Resumen (abstract):

Se evaluaron los efectos del cadmio en hojas y raices de plantas de maiz (Zea mays L.)
empleando los siguientes biomarcadores: concentracion de pigmentos fotosintéticos
(PF), azUcares totales (AT), proteinas totales (PT), grupos tioles (-SH), actividad de la
enzima catalasa (CAT) y niveles de malondialdehido (MDA). Para el bioensayo de
exposicion al metal, se utilizaron plantulas obtenidas del proceso de germinacién
durante nueve dias de las semillas de Z. mays; éstas fueron sembradas individualmente
en envases plasticos contentivos de un sustrato organico mezclado con agua para el caso
del tratamiento control y la solucién del metal para los tratamientos con Cd (5, 25 y 50
KUM). Posterior a la siembra, las unidades experimentales se colocaron aleatoriamente en
un medio natural, sujetas a la temperatura del ambiente y el fotoperiodo natural (12h/12h
de luz y oscuridad, respectivamente) por 30 dias y, cada tres dias se hicieron riegos para
mantener la humedad del sistema (70-75 %). En hojas, los PF y PT no fueron afectados
por los tratamientos con Cd; sin embargo, a las concentraciones mas bajas se observé un
aumento de los AT desde 15,32 £ 1,95 mg/g.m.h (control) hasta 20,76 + 2,02 y 24,88 +
1,90 mg/g.m.h en los tratamientos de 5 y 25 uM de Cd, respectivamente; en contraste, a
la concentracion mas alta (50 uM Cd), los AT no variaron, pero los grupos -SH
aumentaron desde un valor basal de 0,65 + 0,06 pmoles/g.m.h hasta 1,70 + 0,23
umoles/g.m.h, al igual que CAT se estimul6 hasta 7081,2 + 96,0 x 102 U/g.m.h con
respecto al control (6776,6 + 58,6 x 102 U/g.m.h.). Un patrén de respuesta distinto se
observo en raices; los AT no variaron con la exposicion al metal; sin embargo, los
grupos -SH disminuyeron en todos los tratamientos con el metal; siendo 0,49 + 0,07
pumoles/g.m.h, el valor més bajo registrado a 50 UM de Cd con respecto al valor del
control (0,91 + 0,11 umoles/g.m.h). Coincidente con el descenso de los grupos —SH, a la
concentracion mas alta del metal, en raices se evidenciaron aumentos en PT desde 10,92
+ 1,94 mg/g.m.h (control) hasta 18,57 + 1,59 mg/g.m.h y en la actividad de CAT desde
6470,7 £ 113,7 U/g.m.h (control) hasta 7013,5 + 38,5 U/g.m.h. En ambos tejidos, los
niveles de MDA incrementaron solo a la concentracion mas alta de Cd (50 uM). En
general, los resultados de la presente investigacion revelaron que, 5y 25 uM de Cd
produjeron cambios diferenciales en el sistema de defensa antioxidante (-SH, CAT y PT)
de hojas y raices que evitaron el desarrollo de estrés oxidativo y, en el caso de las hojas,
se mantuvo inalterado el proceso fotosintético y se favorecio la acumulacion de sustratos
energéticos (AT); sin embargo, a 50 uM de Cd se sobrepaso la capacidad de defensa
antioxidante de este mecanismo de compensacién bioquimico y se manifestaron dafios
oxidativos, evidenciados por incrementos en MDA , tanto en hojas como en raices de Z.
mays.
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