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Resumen

Zygophyllum fabago es un arbusto perenne que es capaz de tolerar las duras condiciones ambientales
prevalentes en el sudeste espafiol, donde se localizan las balsas de estériles mineros que se
encuentran dispersas por la Sierra de Cartagena. Sin embargo, a pesar de ser una especie pionera en
estas balsas y de producir una considerable cantidad de semillas viables, la tasa de cobertura del suelo
por esta especie en las balsas de estériles mineros es baja, debido a las condiciones adversas de la
zona, sobre todo por los altos contenidos en metales pesados. El objetivo principal de este trabajo es
evaluar el nivel de estrés soportado al aplicar plomo a plantas de Z. fabago procedentes de tres
poblaciones distintas. Los resultados obtenidos muestran que la toxicidad por plomo se manifiesta de
forma diferente dependiendo de la poblacidn considerada, lo que sugiere que cada poblacidn pone
en juego diferentes mecanismos de adaptacion para sobrevivir a las condiciones especificas de cada
entorno.
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Abstract

Zygophyllum fabago is a succulent perennial shrub that is able to tolerate harsh environmental
conditions prevailing in the southeastern Spain, where mine tailing ponds are scattered throughout
the Sierra de Cartagena. However, despite being a pioneer species in the study area and produce a
substantial amount of viable seeds, the rate of soil cover by this species in mine tailing ponds is low,
probably because of adverse conditions in the area, especially high content of heavy metals. The main
objective of this work is to assess the impact of applying a high lead concentration to Z. fabago plants
from three different populations on the level of stress endured by the plants. Our results show that
lead toxicity affects differently each population. This may be due to the different adaptation
mechanisms developed to survive in any environment.
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1. Introduccidn

La contaminacion por metales del suelo es un
problema en todo el mundo debido a los
impactos ecolégicos, 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 troéfica.

En concreto, el Pb es conocido por afectar
negativamente a algunos criterios de valoracidn
del desarrollo de las plantas como la tasa de
germinacion, el crecimiento y la masa seca de
raices y brotes. La mayor parte del Pb absorbido
se encuentra en las raices con sélo una pequefia
fraccién que es trasladada a los brotes.

Zygophyllum fabago L. es un arbusto perenne de
la familia Zygophyllaceae. Z. fabago surge como

un colonizador precoz de zonas alteradas en el
sudeste de Espaiia, incluyendo suelos afectados
por la actividad minera y, en muchos casos,
altamente contaminados con Pb [1,2]. Por tanto
es una especie prometedora para la restauraciéon
de las zonas contaminadas por metales, a pesar
de que los mecanismos implicados en la
tolerancia sean todavia en gran parte
desconocidos. Este cardcter pionero pone de
relieve la importancia de la especie para el
establecimiento de las denominadas "islas de
vegetacion" en zonas contaminadas, mejorando
las condiciones del suelo y permitiendo la
colonizacién posterior por otras especies de
plantas [3]. Numerosos estudios han puesto de
manifiesto las diferencias entre poblaciones
metaliferas y no metaliferas de especies
vegetales, y que las poblaciones de plantas
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pueden evolucionar en respuesta a las
condiciones ambientales.

En este trabajo se busca evaluar cdmo influye el
plomo en el ciclo celular en raices y hojas de tres
poblaciones diferentes de Z fabago, vy
comprobar si estas poblaciones han sufrido una
evolucion adaptativa para poder implantarse con
mayor éxito en las zonas contaminadas. Con esta
evaluacion se podran obtener datos sobre la
genotoxicidad producida en las plantas de Z
fabago al exponerlas a concentraciones
conocidas de plomo bajo condiciones
controladas. La citometria de flujo (FCM) es una
técnica de alta velocidad de analisis que
proporciona informacion sobre las variaciones en
el contenido de ADN vy poliploidizacidn,
variaciones en la dindmica del ciclo celular vy,
también, sobre el dafio del ADN.

2. Materiales y Métodos

2.1 Material Vegetal

Se obtuvieron semillas de Z. fabago procedentes
de tres poblaciones, dos procedentes de sendas
balsas de estériles mineros, denominadas
"Agustin” y “Mercader", y otra poblacién de una
zona  cercana degradada, todas ellas
pertenecientes al Distrito Minero de Cartagena-
La Union (SE Espafia). Las plantas se germinaron
y cultivaron en semillero con perlita y se regaron
con Hoagland (1/4) suplementado con 2
concentraciones de Pb(NOz)2 (0 y 20 uM)
durante 4 semanas. Las plantas fueron cultivadas
bajo un fotoperiodo de 16/8 h con 25/20 °C
temperatura de dia / noche, con una densidad de
flujo de fotones de 470 umol m2 s* PAR.

Después de 4 semanas de tratamiento, las raices
se lavaron durante 10 min en 0,5 mM CaSO4, se
lavaron abundantemente a continuacion con
agua destilada, se secaron con papel defiltroy, a
continuacion, se dividieron las muestras en raices
y hojas.

2.2 Analisis por citometria de flujo

Los cambios en la progresion del ciclo celular se
evaluaron en raices y hojas por FCM, segun [4].
Las suspensiones de nucleos se obtuvieron
mediante un picado fino en tampén WPB [5] y
después se filtro a través de un filtro de nylon de
55 micras. A las suspensiones de nucleos se
afiadieron 50 mg / ml de yoduro de propidio y 50
mg/ml de RNasa. Los analisis se llevaron a cabo
en un citdmetro de flujo (EPICS XL-Coulter
Electréonica, EE.UU.) equipado con un laser de
argon (15 mW, 488 nm).

Se analizaron las poblaciones de nucleos en las
fases GO / G1, Sy G2 y los cambios en la
progresion del ciclo celular para evaluar el efecto
mitogénico / citostatico del Pb. Los cambios en la
dindmica del ciclo celular también fueron
expresados por el PRI (indice de proliferacion),
que da el porcentaje de células que, en cada
poblacidn, fueron capaces de superar el punto de
control R (entre las fases GO/ G1y S). La ecuacion
para obtener el PRl es: PRI = (% S +% G2) / (% GO
/ G1+%S +% G2).

2.3. Analisis estadisticos

Los datos se presentan como la media de tres
muestras de cada zona, con un minimo de cuatro
repeticiones por muestra. Todo los analisis
estadisticos se realizaron con el software SPSS
(version 19.0, SPSS Inc., Chicago, IL, EEUU).

3. Resultados y Discusion

El ciclo celular es el conjunto de eventos que
conducen a la division de una célula, es decir, la
proliferacion celular propiamente dicha. El ciclo
celular se encuentra dividido en cuatro fases
delimitadas que transcurren siguiendo Ia
secuencia siguiente: G1, S, G2 y M. Las fases G1y
G2 implican una actividad metabdlica para el
crecimiento en masa de la célula. Por su parte, la
fase S consiste en la replicacién del ADN y la fase
M en la division celular [6] (Figura 1). La duracién
completa de este ciclo varia con el tipo de célula
y con las condiciones del medio en el que se
encuentre. Cuando la célula no estd en actividad
proliferante se dice que ha salido del ciclo celular
y se encuentra en estado de quiescencia, o GO.

Existen varias hipdtesis para explicar cémo el
plomo es capaz de bloquear el ciclo celular, una
de ellas es debido a la interferencia con los
mecanismos de reparacién del ADN, ya que el
plomo tiene la capacidad de sustituir al calcio y/o
al zinc de las enzimas implicadas en el
procesamiento y reparacion del ADN,
conduciendo a una inhibicion de la reparacion del
ADN. Su efecto esta probablemente relacionado
con el aumento de la expresion de genes
supresores de tumores. En condiciones normales
estos genes presentan niveles bajos en todas las
células. Cuando una célula sufre dafios en su
ADN, o es sometida a estrés, activa la
transcripcion de determinados genes que
conducen a la parada del ciclo celular en G1/S, la
reparacion del ADN y/o la entrada en apoptosis.
Ademads, también se inhiben las transiciones de
G1/Sy de G2/M del ciclo celular.
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La apoptosis es una forma de muerte celular
programada que estd regulada genéticamente.
Dado que la apoptosis actia de manera opuesta
a la mitosis, es muy importante su relacion con el
ciclo celular. La apoptosis puede iniciarse al final
de la fase G1 para impedir que una célula dafada
entre en la fase S, de manera que las mutaciones
no se hereden durante la replicacién del ADN o
en la fase G2 para impedir que las células no
alcancen la madurez y entren en mitosis.

Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 1,
donde se puede observar que las células en
GO0/G1 aumentan en presencia de Pb lo que
sugiere que se induce un retraso en el ciclo
celular al igual que ocurre con la exposicién a Cd
en lechuga [7], como estrategia para hacer frente
a las células que presentan dafio en su ADN. Sin
embargo, algunas células pueden continuar la
proliferacién sin, probablemente, completar la
reparacién del ADN, lo que podria conducir a un
proceso de acumulaciéon de mutaciones del ADN
en la fase S, aumentando la susceptibilidad a la
rotura del ADN. Como resultado del dafo del
ADN vy el avance incontrolado a través del punto
de control G2, se pueden perder fragmentos de
ADN durante la anafase, por lo que las células
hijas podrian mostrar anomalias citogenéticas,
como micronucleos. El efecto del Pb sobre los
microtubulos podria dar un bloqueo en G2 (como
puede observarse en la Tabla 1), que luego,
durante la mitosis, provocaria que el huso
mitdtico pueda convertirse en disfuncional, lo
que en consecuencia conduciria a anomalias
cromosdmicas, aberraciones cromosdémicas y/o
catastrofe mitdtica.

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que los niveles
de plomo afectan significativamente a la divisién
celular en las plantulas de Z fabago,
disminuyendo la proliferacion celular,
provocando un retraso en el ciclo celular y un
mayor dafio del ADN. Ademas se puede observar
que dependiendo de la poblacién de partida los
resultados son diferentes, siendo la poblacién
denominada Control mas susceptible al plomo
que las de Agustin y Mercader, y a su vez, Agustin
mas que Mercader, lo que conduce a verificar la
hipdtesis de partida de la diferenciacidon
poblacional en la especie dependiendo de las
condiciones presentes en el entorno. Esto podria
deberse a una mejora genética desarrollada por
la planta para hacer frente a las condiciones
ambientales presentes en las balsas de estériles
mineros.
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Tablas y Figuras
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Figura 1. Esquema representativo del ciclo celular (adaptado [6]).

Tabla 1. Caracteristicas observadas en el ciclo celular. Los resultados estan expresados como la media de
las determinaciones (n=6), los steriscos indican diferencias significativas respecto al control (p<0.05).

Pb (uM) %Go/G1 %S %G 2 PRI
Hojas
_ 0 81.26 8.89 9.85 0.19
§ 20 87.31* 6.58* 6.11* 0.13*
§ Raices
0 82.54 5.05 12.41 0.17
20 87.70* 3.99* 8.30* 0.12%*
Hojas
c 0 84.95 6.00 9.05 0.15
2 20 85.90 6.05 8.05 0.14
Eo Raices
0 87.69 3.71 8.61 0.12
20 94.80* 1.84%* 3.35* 0.05*
Hojas
5 0 87.35 5.52 7.13 0.13
}3 20 86.25 6.49 7.26 0.14
o Raices
2 0 78.34 5.53 16.13 0.22
20 81.87* 5.14 12.99* 0.18*
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