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Abstract

Soil pollution by heavy metals/metalloids (HMMs) is a problem worldwide. To prevent
dispersion of contaminated particles by erosion, the maintenance of a vegetative cover is
needed. Some plant species are able to thrive under these multi-stresses. This study aimed
to investigate the metabolic adjustments involved in Pinus halepensis acclimative
responses to conditions prevailing in HMM-enriched mine-tailings piles, during
Mediterranean spring and summer in two consecutive years. Approximately 30
biochemical and physiological parameters were examined, including leaf redox
components, primary and secondary metabolites and endogenous levels of salicylic acid.
Multivariate data analysis showed a clear distinction in antioxidative/oxidative profiles
between and within the populations studied. P. halepensis displayed a high physiological
plasticity that probably allows it to successfully shift its metabolism to withstand the
multiple stresses that plants must cope with in mine tailings piles under Mediterranean
climatic conditions.
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Resumen

La contaminacion del suelo por metales pesados/metaloides (HMMs) es un problema
mundial. Para evitar la dispersion de las particulas contaminadas por la erosion, se
necesita el mantenimiento de una cubierta vegetal estable. Algunas especies vegetales son
capaces de prosperar bajo estos escenarios de miiltiple estrés. El objetivo de este estudio
fue investigar los ajustes metaboélicos que intervienen en las respuestas de aclimatacion de
Pinus halepensis a las condiciones que prevalecen en las balsas de estériles mineros
durante la primavera y el verano mediterraneos en dos afios consecutivos. Se examinaron
aproximadamente 30 parametros fisioldgicos y bioquimicos, incluyendo componentes del
estado redox de la hoja, metabolitos primarios y secundarios, y niveles endégenos de acido
salicilico. El analisis multivariante de los datos mostré una clara distincion entre los
perfiles antioxidantes/oxidativos de las poblaciones estudiadas y dentro de ellas. P.
halepensis muestra una alta plasticidad fisiolégica que le permite cambiar con éxito su
metabolismo para soportar los miltiples estreses que las plantas deben soportar en las
balsas de estériles mineros en las condiciones climaticas mediterraneas.
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146


mailto:antonio_lopez_orenes@hotmail.com

6th Workshop on Agri-food Research - WiA.17 Cartagena, Murcia, Spain. 8-9 May 2017

1. INTRODUCCION

La contaminacion por metales del suelo es un problema en todo el mundo debido a los
impactos ecoldgicos, ambientales y sobre la salud humana, ademas de que el aumento de los
metales pesados en el medio junto con su elevada persistencia, favorecen su bioacumulacién a lo
largo de la cadena tréfica. Un exceso de Pb o de otros metales pesados, al igual que otros factores
estresantes, puede provocar una alteracion del estado redox a nivel celular, dando lugar a un
estado pro-oxidativo que activaria toda una serie de reacciones en las que se generan y acumulan
especies activadas del oxigeno (EAO). Las EAO, como el anién superoéxido (02*), peroxido de
hidrégeno (H20>), y radical hidroxilo (OH*), son productos universales del metabolismo aerébico
y reaccionan muy facilmente con las macromoléculas biolégicas, provocando la peroxidacion de
lipidos, modificaciones de aminoacidos, ruptura y agregacién de proteinas y mutaciones y
deleciones en los acidos nucleicos. El H;0; participa en el metabolismo vegetal, pero también
actiia como molécula sefial y participa en la regulacién del crecimiento y desarrollo vegetales y en
las respuestas al estrés. Sin embargo, el H,0, puede convertirse mediante reacciones de tipo
Fenton en radical hidroxilo. Este compuesto es uno de los oxidantes mas potentes que se conocen
y, al reaccionar con macromoléculas esenciales, altera gravemente el metabolismo celular.

En todas las células existe un balance intracelular entre generacién y consumo de EAO.
Para regular el estado redox de la célula es necesario una coordinacion eficiente de las reacciones
que ocurren en los diferentes compartimentos celulares y que estan gobernadas por una compleja
red de sistemas pro- y antioxidantes. Los sistemas antioxidantes estan constituidos por
metabolitos de bajo peso molecular (ascorbato, glutation, cisteina, compuestos fendlicos,
tocoferoles, carotenoides) y diversos sistemas enzimaticos. La prevencion del estrés oxidativo o
la eliminacion de EAO parecen ser estrategias prometedoras para obtener plantas tolerantes a
diferentes estreses abidticos.

Pinus halepensis es una especie de plantas lefiosas que ha sido ampliamente utilizada en la
restauracion de ecosistemas semiaridos degradados en el drea mediterranea. Ademas, se ha
propuesto que algunas especies de pino podrian ser utilizadas como bioindicadores de la
disponibilidad de metal(oid)es en sitios contaminados por estos elementos [1]. Por tanto, P.
halepensis es una especie prometedora para la restauracién de las zonas contaminadas por
metales pesados en el sureste espafiol, a pesar de que los mecanismos implicados en la tolerancia
sean todavia, en gran parte, desconocidos. Numerosos estudios han puesto de manifiesto
diferencias a nivel metabdlico entre poblaciones metaliferas y no metaliferas de especies
vegetales, y que las poblaciones de plantas pueden evolucionar en respuesta a las condiciones
ambientales.

En el presente trabajo se analizan los niveles de algunos metabolitos y enzimas,
relacionados con la tolerancia al estrés, en poblaciones de P. halepensis procedentes de balsas de
estériles mineros como paso previo para evaluar las posibilidades de esta especie como
herramienta para la revegetacidon/estabilizacion de estas estructuras mineras en el marco
climatico semiarido del sureste ibérico.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material Vegetal

Se tomaron muestras de aciculas de P. halepensis crecidas en el Distrito Minero de
Cartagena-La Unidn, concretamente en 4 balsas de estériles mineros (Agustin, Mercader, Ripolles
y Wikon) y en una zona no contaminada localizada a 1.5 km de distancia [2]. Los muestreos se
llevaron a cabo en la primavera (mayo) y el verano (septiembre) de dos afios consecutivos.
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2.2. Determinacion de marcadores de estrés

La peroxidacién lipidica de los tejidos vegetales se estimé mediante el ensayo del acido
tiobarbitirico y la reacciéon de los grupos carbonilo con 2,4-dinitrofenilhidrazina se us6 para
determinar el grado de oxidacion proteica. [2]

2.3. Analisis de compuestos antioxidantes y determinacién de la capacidad antioxidante: El
contenido de acido ascorbico total y reducido se determiné mediante absorbancia a 260 nm antes
(ascorbato reducido) y después (ascorbato total) del tratamiento de los extractos con ditiotreitol.
Los niveles de glutation total se determinaron mediante el método de reciclado enzimatico. La
cuantificacién de fenoles solubles totales se realizd6 mediante técnicas espectrofotométricas,
ademas, se cuantificaron los niveles de flavonoides, flavanoles y 4cidos hidroxicinamicos (HCAs).
La capacidad antioxidante total se determin6 utilizando el método del DPPH, ABTS y FRAP. [2]

2.4. Cuantificacién de la actividad de enzimas implicadas en la destoxificacién de EAO:

La actividad de los sistemas enzimaticos desactivadores de EAO se realiz6 mediante el
empleo de técnicas espectrofotométricas, de acuerdo con lo descrito en [2].

2.5. Andlisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos y graficos se llevaron a cabo utilizando el software R
(http://www.r-project.org). Todos los datos fueron verificados para la normalidad y la
homogeneidad de las varianzas. Cuando estas suposiciones no fueron cumplidas, se utilizé la
familia de transformaciones de Box-Cox para normalizar los residuos del analisis de varianza
(ANOVA). Se realiz6 el analisis de componentes principales (PCA) no supervisado y con los datos
transformados.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de facilitar la deteccion de cualquier patréon estacional entre las cinco
poblaciones P. halepensis y las inter-correlaciones entre los diferentes parametros fisioldgicos y
antioxidantes/oxidativos evaluados, se realizé un analisis de componentes principales (PCA)
(Figura 1). Las tres primeras componentes (PC) capturaron el 60,48 % de la varianza entre las
muestras. La primera componente principal (PC1), que representa el 32,42 % y la segunda
componente principal (PC2), que representa el 18,06% de la varianza total, separé las muestras
de control, agrupadas en el lado negativo del eje X e Y, de las muestras de las balsas, ademas se
separaron claramente entre las muestras de primavera y verano. La primera PCA (PC1-PC2) se
asocié positivamente con fenoles, flavanoles, flavonoides, HCAs, capacidad antioxidante total
(ABTS, DPPH y FRAP), GSH y AA en el lado positivo del eje Xy RWC en el lado negativo, y el eje Y
se definié por los niveles de proteina (en el lado positivo del eje Y) y de peroxidasa soluble (sPRX,
en el lado negativo). Por lo tanto, los resultados de la PCA sugirieron que hubo cambios
estacionales bruscos entre los controles y las plantas de las balsas de estériles mineros, indicando
que las plantas de P. halepensis mostraron una alta plasticidad fisiolégica y fueron capaces de
cambiar su metabolismo en respuesta al estrés por metales pesados de una manera dependiente
dela estaciony de las condiciones de cada pantano, siendo las poblaciones de los pantanos Agustin
y Mercader mas prdoximas en la PCA a las de la poblacién control, y Ripolles y Wikon las mas
alejadas, y por tanto con mayores diferencias con respecto a la poblacién de la zona control.

4. CONCLUSIONES

El andlisis de los resultados obtenidos muestra que los patrones de expresion de los
parametros analizados son marcadamente diferentes en mayo y septiembre y, ademas, estos
patrones de expresion difieren entre las poblaciones, independientemente del tiempo de
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muestreo considerado. Las plantas presentes en las balsas de estériles mineros tienen niveles
similares de ciertos pardmetros fisiologicos y bioquimicos y fueron significativamente mayores
que los encontrados en plantas no mineras. Como las condiciones meteorologicas pueden ser
descartadas para explicar las diferencias observadas entre las correlaciones de las variables, las
condiciones edaficas deben ser los principales determinantes de la aptitud de las plantas. A pesar
de estas diferencias P. halepensis se adapta a las condiciones estresantes de la zona y por tanto
puede ser empleada con éxito para la revegetacion de las balsas de estériles mineros minimizando
el impacto causado en la zona.
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Figura 1. Analisis de Componentes Principales (PCA), para las dos primeras componentes, que
explican un 50.48% de la varianza, aplicada a las variables fisiolégicas y bioquimicas de hojas de
P. halepensis.
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