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La presente invención se refiere a una planta con una
elevada capacidad de acumular metales pesados en
su parte aérea y su empleo en la recuperación de me-
dios contaminados con metales pesados. Las plantas
han sido modificadas genéticamente para ser resis-
tentes a medios contaminados por metales pesados
y para en esos medios contaminados tener la capaci-
dad de absorber los metales pesados, acumulándolos
en sus hojas, para recuperar el medio contaminado.
La modificación genética se ha basado en la identifi-
cación de genes de plantas implicados en los procesos
de detoxificación de metales pesados y la sobreex-
presión de los mismos dando lugar a plantas trans-
formadas susceptibles de ser utilizadas en procesos
de fitorremediación.
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DESCRIPCION

Planta resistente a medios con metales pesa-
dos.
Campo de la invención

El campo de la presente invención se encuen-
tra dentro del área de la bioloǵıa molecular de
plantas, y en particular en la implicación de ge-
nes de plantas en los procesos de detoxificación
de metales pesados, el uso de plantas transforma-
das sobre-expresando estos genes y métodos de
fitorremediación para la recuperación de medios
contaminados con distintos metales pesados ha-
ciendo uso de estas plantas transformadas.
Objeto de la invención

El objeto de la presente invención es una
planta con una elevada capacidad de acumular
metales pesados en su parte aérea y su empleo
en la recuperación de medios contaminados con
metales pesados.

Las plantas han sido modificadas genética-
mente para ser resistentes a medios contaminados
por metales pesados y para en esos medios conta-
minados tener la capacidad de absorber los me-
tales pesados, acumulándolos en sus hojas, para
recuperar el medio contaminado.
Estado de la técnica

La contaminación de la biosfera con metales
pesados, se ha acelerado drásticamente desde el
comienzo de la revolución industrial. Las princi-
pales fuentes de esta contaminación son la com-
bustión de fósiles, fertilizantes, pesticidas etc.
Esto ha llevado a que uno de los problemas me-
dioambientales y de salud más significativos en
los últimos años es la contaminación de suelos y
aguas por residuos industriales y en particular por
residuos de metales pesados (Salt et al 1995).

Considerando el bajo coste efectivo, el uso
de plantas para la descontaminación de residuos
orgánicos e inorgánicos ha impulsado el estudio de
técnicas de fitorremediación (Raskin 1996; Salt et
al, 1998). Aunque la idea de usar las plantas para
la biorremediación es antigua, en la actualidad
presenta importantes ventajas en la protección
medioambiental.

La técnica de fitorremediación cubre diferen-
tes aspectos del uso de las plantas como agente
descontaminante como por ejemplo el uso de plan-
tas para la degradación de compuestos orgánicos
en asociación con microorganismos (fitodegra-
dación); la absorción de contaminantes a través
de las ráıces (rizofiltración) y la reducción de la
biodisponibilidad de los contaminantes en el me-
dio (fitoestabilización). Sin embargo de todas las
áreas que presenta esta técnica, es quizás la fito-
extracción, la más extendida e importante. La fi-
toextracción está enfocada al uso de plantas para
acumular y concentrar los contaminantes en sus
partes aéreas y a la posterior eliminación de los
metales pesados o agentes orgánicos tóxicos del
suelo mediante la cosecha de esas plantas.

En España, casos como la rotura de la balsa
de las Minas de Aznalcóllar han planteado la ne-
cesidad de disponer de metodoloǵıas baratas para
la eliminación de una bateŕıa amplia de elementos
inorgánicos altamente tóxicos. También, una ex-
tensa contaminación en aguas subterráneas por
compuestos de arsénico, considerado como uno
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de los elementos más tóxicos, ha recibido mucha
atención en Bangladesh y otros lugares (Kaiser,
1998; Dhar et al, 1997).

Por consiguiente, utilizar un agente biológi-
co, como sugiere la fitorremediación con el uso de
plantas, ya sean naturales o modificadas genética-
mente, tolerantes a uno o varios metales pesados
y que son capaces de acumular esos metales en sus
partes aéreas, parece ser la técnica más promete-
dora para la recuperación de suelos contaminados
por varios metales pesados.

Una de las opciones para esta recuperación se
presenta con el uso de plantas hiperacumuladoras,
plantas que se encuentran en la naturaleza y que
son capaces de crecer en suelos con alto contenido
en metales pesados (Baker et al 1989). Sin em-
bargo, estas especies naturales como ocurre con
los microorganismos y las algas, presentan serias
limitaciones para la recuperación de suelos conta-
minados con metales pesados. Ejemplos de estas
limitaciones en las plantas hiperacumuladoras son
que tienen una baja biomasa, crecen muy lenta-
mente y que no existen especies adecuadas para
acumular los elementos contaminantes más im-
portantes (plomo, cadmio, arsénico, uranio, etc.).

La solución proporcionada por esta Invención
al problema de la contaminación por metales pe-
sados en suelos, se basa en los mecanismos desa-
rrollados por los organismos, y en particular por
las plantas, con el objeto de reducir la toxicidad
de metales pesados y metaloides en la célula, gra-
cias a la capacidad de reducir la concentración
efectiva del mismo mediante la formación de com-
plejos con ligandos orgánicos

Esto es posible porque casi todos los metales
pesados, como ocurre por ejemplo con el cadmio,
mercurio y plomo, o metaloides como el arseniato,
tienen una propiedad común: son altamente reac-
tivos con grupos sulfih́ıdrilos (-SH) de moléculas
orgánicas. En las plantas, se han identificado dos
tipos de péptidos capaces de quelar metales pesa-
dos y ambos, son péptidos ricos en cistéına: me-
talotioneinas y fitoquelatinas.

Las metalotioncinas (MTs) son protéınas de
bajo peso molecular, ricas en cistéına, capaces de
enlazar metales pesados y se encuentran presen-
tes en una gran variedad de organismos, inclu-
yendo hongos, invertebrados, insectos, plantas y
mamı́feros (Riordan y Vallee, 1991). Las MTs de
plantas tienen una gran afinidad por Cu y se in-
ducen fuertemente por la presencia de este metal.
Genes codificando MTs han sido aislados de una
gran variedad de plantas y la expresión del gen
MT2 en Arabidopsis ha sido correlacionada con
tolerancia a cobre (Murphy y Taiz, 1995).

Las fitoquelatinas (PCs) son también péptidos
ricos en cistéına que no están codificados genéti-
camente y se sintetizan enzimáticamente a partir
de moléculas de glutatión (Steffens, 1990). Su
śıntesis se inicia o induce por la presencia de me-
tales pesados, como el cadmio, con el concurso de
la enzima PC sintasa que utiliza glutatión (GSH)
como substrato para formar el péptido [γ-Glu-
Cys]n=2−11-Gly. El aislamiento en Arabidopsis
del mutante cad1, deficiente en PC sintasa, clara-
mente demuestra la importancia de las fitoque-
latinas en la tolerancia al metal (Zenk, 1996).
Tanto MTs como PCs forman complejos con el
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metal a través del grupo -SH de la cistéına. Otros
elementos, como sulfuro inorgánico, también for-
man parte del complejo metal-PC, originando un
complejo temario más estable.

El GSH es una molécula esencial para la
célula, cuya ruta de biośıntesis está finamente re-
gulada en las plantas (Noctor et al, 1998). Esta
molécula se sintetiza mediante la acción sucesiva
de dos enzimas: la γ-glutamilcisteinil sintetasa
(γ-ECS) y la glutatión sintetasa (GS) De igual
manera. el precursor cistéına también se sintetiza
mediante un complejo bienzimático compuesto
por las enzimas O-acetilserina(tiol)liasa (OASTL)
y serina acetiltransferasa (SAT) (Barroso et al,
1997).

La inducción de los agentes quelantes, MTs
y PCs, por la presencia de metales pesados, dis-
para la biośıntesis de sus moléculas precursoras.
Por ejemplo, en Arabidopsis thaliana, la presen-
cia de Cd induce la expresión de los genes im-
plicados en la biośıntesis de cistéına y glutatión,
moléculas precursoras donadoras de azufre redu-
cido en la planta (Barroso et al, 1999; Xiang y
Oliver, 1998). La acción concertada en la ex-
presión de estos genes es necesaria para generar
las moléculas tiólicas esenciales para la biośıntesis
de MTs y PCs.

Existen en las plantas otros tipos de genes, que
en casos particulares también pueden participar
en procesos de biorremediación: un ejemplo es el
gen que codifica liasas organometálicas, descrito
en la patente americana US 5.965.796, que invo-
lucradas en procesos de reducción enzimática de
iones metálicos, puede mediar en la remediación
de compuestos organometálicos, como el metil-
mercurio, de suelos contaminados.
Explicación de la invención

Constituye un objeto de la presente invención
una planta resistente a medios con metales pe-
sados, en la que se ha introducido por manipu-
lación genética la sobre-expresión de un gen que
aumenta la capacidad de la planta para sinteti-
zar la enzima O-acetilserina(tiol)liasa (OASTL)
que cataliza la reacción de śıntesis de la cistéına.
En dicha planta se ha incrementado hasta 4 veces
la actividad OASTL para la śıntesis de cistéına y
por extensión la capacidad de śıntesis de péptidos
ricos en cistéına. En particular, las moléculas y
péptidos cuya śıntesis se ha incrementado son la
cistéına, el glutatión, las fitoquelatinas y las me-
talotionéınas.

Los metales pesados y metaloides que la
planta acumula en sus tejidos se seleccionan entre
Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Pd, Pt, Te,
Tl, Sb, Se, Sn y Zn, sus especies iónicas corres-
pondientes y sus mezclas, particularmente entre
As, Cd, Cu, Hg, Ni, y Zn, sus especies tónicas
correspondientes y sus mezclas y más particular-
mente entre As, Cd y Hg, sus especies iónicas
correspondiente y sus mezclas.

La planta acumula los metales pesados prefe-
rentemente en sus partes aéreas, tallos y hojas,
acumulando hasta un 72 % más de metales que
las correspondientes plantas silvestres. Las semi-
llas de dichas plantas son capaces de germinar en
medios que contienen concentraciones tóxicas de
metales pesados para las semillas de las corres-
pondientes plantas silvestres (250 µM de Cd, 1.3
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mM de Zn, 30 µM de Hg, 100 µM de Cu, 250 µM
de Ni, 180 µM de As(V), 40 µM de As(III)). Se
trata de una planta diploide, en particular perte-
neciente a la familia de las Brassicaceae o Cruci-
ferae.

En el caso concreto de una planta del género
Arabidopsis, en particular Arabidopsis thaliana,
ecotipo columbia, el gen sobreexpresado para au-
mentar la resistencia y acumulación de metales
pesados y metaloides, que se ha introducido por
manipulación genética, es el gen Atcys-3A, el cual
se encuentra bajo el control de una secuencia re-
gulatoria transcripcional funcional en planta, par-
ticularmente bajo control del promotor 35 S del
virus del mosaico de la coliflor.

Constituye otro objeto de la presente in-
vención un procedimiento para obtener plantas
resistentes a medios con metales pesados y acu-
muladoras de dichos metales pesados, que com-
prende los siguientes pasos:

a- Construcción de un plásmido que contenga
el gen Atcys-3A

b- Introducción de dicho plásmido en la planta
a modificar

c- Identificación de las plantas modificadas
mediante selección con antibiótico

d- Sobre-expresión del gen controlada por una
secuencia regulatoria transcripcional fun-
cional en planta.

Constituye asimismo otro objeto de la pre-
sente invención un método para recuperar un
suelo contaminado por metales pesados y meta-
loides mediante las plantas objeto de la invención
que comprende las siguientes etapas:
a) plantar entre 250.000 y 2.500-000 plantas por
hectárea de suelo contaminado.
b) cultivar las plantas durante un periodo com-
prendido entre 15 y 40 d́ıas.
c) recolectar las partes aéreas, tallos y hojas de
dichas plantas en las cuales se han acumulado los
metales pesados y metaloides.
Descripción de las figuras

En la figura 1A se muestran las caracteŕısticas
mas importantes del plásmido que fue utilizado
para la transformación de las plantas de Arabi-
dopsis thaliana. Para dicho proceso, se realizo
una construcción, denominada pBIOAS, donde
un fragmento de 1332 pb correspondiente al
cDNA Atcys-3A, conteniendo la región codifi-
cante del gen, fue insertado en orientación sen-
tido en el plásmido pBI121 bajo el control del
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV) y del terminador de la nopalina sintasa
(NOS-ter). El plásmido también presenta un gen
de resistencia al antibiótico kanamicina, que ser-
virá para la posterior identificación de las plantas
que han sido modificadas genéticamente.

La figura 1B muestra el caso particular de la
identificación de una de las plantas transforma-
das, por medio de su resistencia al antibiotico ka-
namicina, pudiendo observarse con claridad que
sólo aquellas plantas que hayan incorporado el
plásmido dentro del genoma, son resistentes a ka-
namicina. La fotograf́ıa mostrada fue realizada
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con un microscopio estéreo Olympus SZ4045TR,
14 d́ıas después de sembrar las semillas obtenidas
de las plantas transformadas, en un medio sólido
MS (Murashige and Skoog, 1962) con una con-
centración de 50 µ/ml de kanamicina.

La figura 2 muestra el experimento realizado
para calcular la concentración tóxica para la ger-
minación de semillas silvestres de Arabidopsis tha-
liana a distintos metales pesados, mostrando el
caso particular, del cálculo de la concentración
tóxica de arsenito a semillas silvestres de Ara-
bidopsis thaliana. En la figura 2A se mues-
tran fotograf́ıas, obtenidas con un microscopio
estéreo Olympus SZ4045TR, de semillas silves-
tres de Arabidopsis thaliana que después de ser
esterilizadas, fueron sembradas en medio sólido
de MS, con concentraciones crecientes de arse-
nito. El compuesto añadido al medio sólido fue
NaAsO2. Las fotograf́ıas fueron tomadas, 14 d́ıas
después de sembrar las semillas.

En la figura 2B se muestra una tabla con los
resultados obtenidos en la cuantificación de ger-
minación de las semillas silvestres a las concentra-
ciones de NaAsO2. La tolerancia, calculada como
el porcentaje de supervivencia, ha sido obtenida
como el resultado del cociente del número de se-
millas silvestres que han sido capaces de germinar,
entre el número total de semillas sembradas.

La figura 3 representa los experimentos reali-
zados, en un caso particular con el metal pesado
cadmio, para averiguar la tolerancia de las semi-
llas transformadas de la ĺınea 10, a las concentra-
ciones tóxicas de los distintos metales, obtenidas
en los experimentos anteriores. En la figura 3A
se muestran fotograf́ıas, una vez transcurridos 14
d́ıas de sembrar las semillas transformadas, de la
ĺınea 10 en un medio sólido MS que teńıa una
concentración de 250 µM de CdCl2 y la compa-
ración con las semillas silvestres y controles de
transformación en las mismas condiciones.

En la figura 3B se muestra el resultado de la
tolerancia, de la ĺınea 10 a la concentración tóxica
de 30 µM de HgCl2, tanto en las semillas silvestres
como en las transformadas, calculada como el co-
ciente del número de semillas que son capaces de
adaptarse a esa concentración tóxica de mercurio
por el número total de semillas sembradas.

La figura 4 muestra el resultado del cálculo
de la cantidad de metales pesados que se acumu-
lan en las hojas de las plantas, tanto silvestres
como transformadas, cuando se pońıan en con-
tacto con medios que conteńıan los distintos me-
tales pesados a sus correspondientes concentra-
ciones tóxicas, demostrándose aqúı, que las plan-
tas transformadas, además de ser resistentes a los
metales pesados, son capaces de acumularlos al
crecer en esos medios contaminados. La figura
4A muestra los valores absolutos de acumulación
mientras que la figura 4B refleja el porcentaje de
incremento de acumulación de las hojas de la ĺınea
transformada 10 con respecto a las hojas de las
silvestres. Todas las medidas se realizaron me-
diante espectroscopia de emisión atómica.
Descripción detallada de la invención

La invención proporciona una planta modi-
ficada genéticamente con capacidad de absor-
ber metales pesados, caracterizada porque es una
planta adaptada y resistente a una bateŕıa de me-
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tales pesados y que es capaz de acumular canti-
dades superiores que las plantas silvestres en las
mismas condiciones.

En el sentido utilizado en esta descripción, la
expresión “planta modificada genéticamente, re-
sistente y acumuladora de metales pesados” se
refiere a que la planta ha sido transformada con
la finalidad de aumentar su capacidad para adap-
tarse a suelos contaminados en los cuales las plan-
tas silvestres se ven muy afectadas, y que estas
plantas modificadas sean capaces de absorber los
metales pesados existentes en el medio contami-
nado, acumulándolos preferentemente en sus par-
tes aéreas, tallos y hojas, en mayor cantidad que
las plantas silvestres.

Las caracteŕısticas tanto de tolerancia como
de acumulación mostradas por las plantas trans-
formadas, son debidas principalmente al aumento
de su capacidad para sintetizar moléculas ricas
en cistéına, que se encuentran involucradas en
el proceso de detoxificación de las plantas a me-
tales pesados, gracias a la modificación genética
realizada en las plantas silvestres de Arabidop-
sis thaliana, sobre-expresando el gen que codi-
fica para la isoforma citosólica de la enzima O-
acetilserina(tiol)liasa.

Gracias a esta modificación genética, por la
que el metal pesado no afecta al crecimiento de
la planta, y gracias a que la acumulación de los
distintos metales pesados se produce en las partes
aéreas, en mayor cantidad que las silvestres, es-
tas plantas transformadas se convierten en unas
herramientas muy útiles para su utilización en la
recuperación de suelos contaminados mediante la
recogida de estas plantas tolerantes y acumulado-
res.

En una realización particular, la planta de
la invención procede de una estirpe silvestre de
Arabidopsis thaliana, ecotipo columbia, planta
t́ıpicamente diploide de la familia Brassicaceae.
Este tipo de planta fue utilizado en la invención
debido principalmente a su rápido tiempo de ge-
neración, de 5 a 6 semanas bajo condiciones nor-
males de crecimiento (Meyerovich, 1994) cualidad
muy importante debido a la reducción de tiempo
que se tiene que emplear para la recuperación del
suelo contaminado.

El término “metales pesados” tal como se uti-
liza en esta descripción incluye una serie de meta-
les y metaloides de la Tabla Periódica con propie-
dades metálicas y potencialmente tóxicos. En un
caso particular, dentro de todos los metales pe-
sados de carácter tóxico, se encuentran As, Cd,
Cu, Hg, Ni y Zn en cualquier forma qúımica que
puedan estar presentes en un medio sólido.

El principal responsable de la tolerancia y acu-
mulación de estos metales pesados son las fito-
quelatinas, que debe de unir al menos un metal
pesado, incluyendo, pero no limitando los metales
nombrados anteriormente. La capacidad de estas
secuencias pept́ıdicas en unirse a metales pesados
está muy extendida, como ocurre en casos parti-
culares con el Ni (Krämer et al, 1996), Zn (Shen
et al, 1997), As, que se encuentra en las plan-
tas en forma de arsenito y arseniato (Grill, 1987;
Maltani, 1996) y sobre todo el metal pesado Cd
(Zenk, 1996) que está considerado como uno de
los metales en los que la fitorremediación es parti-
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cularmente favorable, a causa de que es fácilmente
transportado y acumulado en las hojas de muchas
especies de plantas (Wagner, 1993).

Para el proceso de modificación genética de
las plantas con el fin de aumentar la toleran-
cia a medios contaminados por metales pesados
y también la acumulación de dichos metales pe-
sados mediante su absorción de los medios con-
taminados, se realizó una construcción, denomi-
nada pBIOAS, donde un fragmento de 1332 pb co-
rrespondiente al cDNA Atcys-3A, conteniendo la
región codificante del gen, fue insertado en orien-
tación sentido en el plásmido pBI121 bajo el con-
trol del promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV) y del terminador de la nopalina
sintasa (NOS-ter) (Fig. 1). El plásmido también
presenta un gen de resistencia al antibiótico ka-
namicina, que servirá para la posterior identifi-
cación de las plantas que han sido modificadas
genéticamente. La sobreexpresión del gen Atcys-
3A se obtiene por los altos niveles de transcripción
que produce el promotor 35S del CaMV de forma
constitutiva en todos los tejidos de la planta.

En el proceso de transformación se utilizaron
plantas que hab́ıan estado creciendo durante tres
semanas en cámaras de crecimiento con fotope-
riodo largo (16 horas luz y 8 de oscuridad) y a
unas temperaturas de 20◦C y 18◦C respectiva-
mente. Estas plantas hab́ıan sido sembradas en
tierra y regadas con agua. Una vez transcurridas
esas tres semanas, las plantas de Arabidopsis tha-
liana fueron transformadas mediante infiltración
a vaćıo con una solución de Agrobacterium CV50
que llevaba el plásmido pBIOAS. Después del pro-
ceso de transformación, las plantas eran devueltas
a las cámaras de crecimiento en las mismas con-
diciones, hasta que se secaban y daban semillas,
algunas de las cuales estaban transformadas.

El proceso de selección de las semillas trans-
formadas se realizó gracias al gen de resistencia
al antibiótico kanamicina que teńıa el plásmido
construido pBIOAS, consistiendo este proceso, en
plaquear las semillas obtenidas de las diferentes
plantas que hab́ıan sido transformadas, en un me-
dio sólido MS, que conteńıa una concentración
de 50 µ/ml del antibiótico kanamicina. Mediante
este proceso, se obtuvieron 10 ĺıneas independien-
tes de plantas transformadas.

Como control de que el método utilizado para
la modificación genética no produćıa ningún cam-
bio en el comportamiento normal de las plantas,
procesos de transformación equivalentes fueron
llevados a cabo con los mismos tipos de plantas,
Arabidopsis thaliana, y en las mismas condiciones,
usando el plásmido original pBI121 sin ninguna
modificación. Una vez que estas plantas dieron
de nuevo semillas y por el método de selección de
estas semillas con el uso de la kanamicina, se ob-
tuvieron 4 ĺıneas independientes de estos contro-
les de transformación que fueron usados, además
de las plantas silvestres, como controles en los dis-
tintos experimentos que se llevaron a cabo con las
plantas transformadas con el plásmido pBIOAS.

Una vez conseguidas ĺıneas homozigotas, se
empezó el estudio de caracterización de las plan-
tas modificadas genéticamente. Análisis me-
diante Southem y Northern blot han mostrado
la presencia de distintas copias del gen Atcys-3A
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dentro del genoma de la planta y también unos
niveles de transcrito superiores al de las plantas
transformadas controles en algunas de las ĺıneas.
Los estudios de la cantidad de protéına, mediante
análisis de Western blot, y de la actividad en es-
tas plantas mostraron unos niveles de actividad
OASTL con una elevada similitud con respecto a
los niveles de transcrito obtenidos mediante Nor-
thern.

En las plantas transformadas se midió un in-
cremento de hasta 4 veces la actividad OASTL
para la śıntesis de cistéına. Una concentración
elevada de cistéına favorece la śıntesis de péptidos
ricos en este aminoácido (glutatión, fitoquelatinas
y metalotionéınas).

También se midieron, mediante cromatograf́ıa
ĺıquida de alta resolución (HPLC) y utilizando un
detector de fluorescencia, los niveles de cistéına
y glutatión intracelular en hojas de las distintas
ĺıneas de las plantas transformadas en condiciones
normales de crecimiento, es decir sin presencia de
uno o varios metales pesados, no obteniéndose di-
ferencias significativas con respecto a las plantas
controles.

A continuación y con objeto de dilucidar
la capacidad de tolerancia, de las plantas de
Arabidopsis thaliana que han sido modificadas
genéticamente, a medios contaminados con uno
o varios metales pesados, calculamos en primer
lugar cuál es la concentración mı́nima de cada
uno de los metales a la cual las semillas de Ara-
bidopsis thaliana sin modificar, eran incapaces de
germinar Para ello, semillas silvestres de Arabi-
dopsis thaliana fueron esterilizadas siguiendo el
protocolo del ejemplo 1.

Una vez esterilizadas, las semillas fueron pla-
queadas en un medio sólido MS conteniendo con-
centraciones crecientes de cada uno de los metales
del estudio. Cd, As (en sus dos estados de oxi-
dación arsenito y arseniato), Cu, Hg, Ni y Zn.
Las placas obtenidas se dejaron durante 24 horas
a 4◦C para inducir la germinación. Transcurri-
das 24 horas se trasladaron a la cámara de creci-
miento. El programa de la cámara, se muestra en
el ejemplo 1.

Las semillas se dejaron en la cámara de creci-
miento durante 14 d́ıas en contacto con el medio
sólido que teńıa las distintas concentraciones de
los metales.

Las cantidades tóxicas de cada uno de los me-
tales para las semillas silvestres obtenidas fueron
las siguientes:

Metal Pesado Concentración Tóxica

Cd (II) 250 µM
Zn (II) 1.3 µM
Hg (II) 30 µM
Cu (II) 100 µM
Ni (II) 250 µM
As (V) 180 µM
As (III) 40 µM

Como caso particular de este experimento,
se estudió la variación de la tolerancia de las
semillas de Arabidopsis thaliana no modificadas
genéticamente a concentraciones crecientes del

5
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metaloide arsenito (Fig. 2). El compuesto usado
para el ejemplo fue NaAsO2 .

Una vez obtenidas las concentraciones tóxicas
para las plántulas de Arabidopsis thaliana silves-
tres, se comprobó si las plantas transformadas
sobreexpresando el gen Atcys-3A, eran resisten-
tes a los distintos metales a las correspondientes
concentraciones tóxicas, que fueron obtenidas con
anterioridad.

Semillas de plantas silvestres y de las ĺıneas
transformadas fueron sembradas, después de es-
terilizarlas siguiendo el modelo anterior, en placas
con medio sólido de MS conteniendo en cada caso
la concentración tóxica de cada uno de los me-
tales pesados de este estudio: cadmio, arsenito,
arseniato, mercurio, zinc, cobre y ńıquel.

Después de 14 d́ıas en la cámara de creci-
miento en las mismas condiciones que en el ex-
perimento del cálculo de la concentración tóxica
de semillas de Arabidopsis thaliana sin transfor-
mar, se observó que tanto las semillas silvestres
como las modificadas genéticamente conteniendo
el plásmido pBI121, control del proceso de trans-
formación, casi ninguna era capaz de germinar en
el medio y las pocas que lo haćıan, no desarro-
llaban el primer par de hojas y moŕıan a los 5-7
d́ıas tras ser embebidas. Por otro lado, todas las
ĺıneas sobre-expresando el gen Atcys-3A eran ca-
paces de germinar y crecer en los distintos medios
de cultivo. Como caso particular se muestra en
el ejemplo 2 el resultado obtenido con las semi-
llas transformadas de la ĺınea 10, que fue de todas
las ĺıneas de plantas transformadas de Arabidop-
sis thaliana la que mostró una mejor adaptación
al tratamiento con los distintos metales pesados.

Una vez que se ha demostrado que las plan-
tas modificadas genéticamente sobre-expresando
el gen Atcys-3A son tolerantes a medios conta-
minados con distintos metales pesados, se analiza
en las distintas ĺıneas transformadas si se produce
una acumulación de los distintos metales pesados
en las partes aéreas, tallos y hojas, de la planta,
cuando se ponen en contacto con los medios con-
taminados que contienen los distintos metales.

Para este estudio, se utilizan plantas, tanto sil-
vestres como modificadas genéticamente, de Ara-
bidopsis thaliana, crecidas en condiciones óptimas
de crecimiento durante tres semanas. Pasado
este tiempo, las plantas son irrigadas con medio
ĺıquido contaminado de metal a las concentracio-
nes tóxicas, menos para el arsenito donde la con-
centración usada fue de 100 µM.

Después de los 14 d́ıas de tratamiento con los
distintos metales pesados, se procedió al cálculo
de la cantidad de metal acumulada en cada
caso. Las muestras fueron analizadas mediante
espectroscopia de emisión atómica (ICP-AES)
usando un secuenciador multi-elemento Fisons-
ARL 3410.

Los resultados obtenidos en la medición del
contenido de los distintos metales revelaron que
todas las plantas de Arabidopsis thaliana que
hab́ıan sido modificadas genéticamente acumula-
ban mayor cantidad de metal en sus hojas que
las plantas silvestres en todos los casos analiza-
dos (72 % más de Cd, 31 % de As(V), 32 % de
As(III), y 11 % de Hg).

Como caso particular, se muestra en el ejem-
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plo 3, el procedimiento y los resultados obtenidos
cuando el experimento se realizó con la ĺınea 10 en
el caso particular en el que dicha planta hab́ıa es-
tado en contacto con un medio contaminado con
distintos metales pesados como Cd, As (en sus
dos estados de oxidación arsenito y arseniato) y
Hg. Estos metales son mostrados con mayor pro-
fundidad debido a que son los metales pesados,
de los utilizados, más tóxicos y con los que más
problemas existen.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la
invención y no deben ser considerados en sentido
limitativo del alcance de la misma.
Ejemplo 1
Cálculo de las concentraciones tóxicas de arsenito
a plantas silvestres de Arabidopsis thaliana

Como ejemplo particular del cálculo de las
concentraciones tóxicas de metales pesados a
plantas silvestres, se muestra el experimento que
se realizó para determinar cual era la concen-
tración mı́nima de arsenito que imped́ıa la germi-
nación de semillas silvestres de Arabidopsis tha-
liana.

Para ello, semillas silvestres de Arabidopsis
thaliana fueron esterilizadas siguiendo el siguiente
protocolo:
1.- Etanol 96 % durante 1-2 minutos.
2.- Lej́ıa 30 % durante 5 minutos.
3.- Lavado de las semillas con agua estéril. 5-6
veces.

Una vez esterilizadas, las semillas son plaquea-
das en un medio sólido MS conteniendo concen-
traciones crecientes de arsenito, exactamente 10,
20, 30 y 40 µM de NaAsO2. Las placas obtenidas
se dejan durante 24 horas a 4◦C para inducir la
germinación de las semillas.

Una vez transcurridas 24 horas a 4◦C, los me-
dios sólidos con las semillas silvestres se introdu-
cen en cámaras de crecimiento. El programa de
crecimiento programado en las cámaras fueron las
siguientes:
Fotoperiodo: 16 horas luz/8h oscuridad
Temperaturas: 20◦C en el periodo de luz y 18◦C
en el periodo de oscuridad.
Humedad: 70 %

Las semillas se dejan en la cámara de creci-
miento en esas condiciones durante 14 d́ıas.

En la figura 2 se observa la variación en la to-
lerancia de las semillas de Arabidopsis thaliana no
modificadas genéticamente a concentraciones cre-
cientes del metaloide arsenito. Las fotos mostra-
das, fueron realizadas con un microscopio estéreo
Olympus SZ4045TR.
Ejemplo 2
Estudios de tolerancia de las plantas transforma-
das a concentraciones tóxicas de cadmio y mer-
curio

En este ejemplo se muestra el estudio de tole-
rancia de las semillas de la ĺınea 10, a concentra-
ciones tóxicas del metal cadmio.

El experimento consist́ıa en poner en con-
tacto, semillas esterilizadas de la ĺınea transfor-
mada número 10, con las concentraciones de este
metal que inhib́ıa la germinación de las semillas
silvestres de Arabidopsis thaliana.

Semillas de plantas silvestres y de la ĺınea
transformada 10 fueron sembradas en placas con
medio sólido MS, conteniendo la concentración
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tóxica del metal pesado de este estudio.
La figura 3 muestra el resultado del experi-

mento después de 14 d́ıas en la cámara de creci-
miento en las mismas condiciones que en el ex-
perimento del ejemplo 1. Se puede observar en
la figura 3A que tanto las semillas silvestres y las
que proced́ıan de los controles de transformación
no eran prácticamente capaces de germinar en un
medio sólido que conteńıa una concentración de
250 µM de CdCl2, y las pocas que germinaban, no
desarrollaron las primeras hojas, muriendo a los
pocos d́ıas. Por el contrario, tanto la germinación
como el crecimiento posterior de las plántulas
transformadas en esas condiciones se produćıa sin
aparente dificultad.

La figura 3B muestra la cuantificación de la
tolerancia al metal mercurio (30 µM) de las se-
millas transformadas de la ĺınea 10 con respecto
a las silvestres. Los resultados obtenidos son el
cociente de las semillas que eran capaces de ger-
minar por el número total de semillas sembradas
en cada caso. Mirando los valores de tolerancia,
puede observarse que las plantas transformadas
eran 10 veces más tolerantes a este metal pesado
que las silvestres.
Ejemplo 3
Recuperación de suelos de la toxicidad de los dis-
tintos metales pesados

Para el estudio de la recuperación de sue-
los tóxicos en distintos metales pesados, semillas,
tanto silvestres como de la ĺınea 10 de las mo-
dificadas genéticamente, de Arabidopsis thaliana
se sembraron en vermiculita (soporte inerte).
Después de 24 horas a 4◦C, se introdujeron en
las cámaras de crecimiento en las mismas condi-
ciones que las descritas en el ejemplo 1, y se deja-
ron crecer durante tres semanas. Medio Hoagland
fue utilizado para proporcionar a las plantas los
nutrientes necesarios para su idóneo crecimiento.
Después de estas tres semanas, las plantas se irri-
garon con medio Hoagland contaminado con los
distintos metales, a las concentraciones que ante-
riormente fueron calculadas como tóxicas para las
plantas silvestres de Arabidopsis thaliana, menos
para el arsenito donde la concentración usada fue
de 100 µM. En este ejemplo, mostramos los casos
particulares del CdCl2 a 250 µM, NaAsO2 a 100
µM, NaH2 AsO4 a 180 µM y HgCl2 30 µM.

Después de los 14 d́ıas de tratamiento con los
distintos metales pesados, se procedió al trata-
miento de las muestras de hoja para el posterior
análisis elemental. Para dicho análisis, hojas de
las plantas en las distintas condiciones fueron re-
cogidas y secadas a 65◦C durante 5 horas. El ma-
terial ya seco fue digerido por una mezcla ácida
compuesta de HNO3-HClO4 7:1 (v/v) a 65◦C
hasta que el volumen de la disolución se redućıa
por evaporación desde 20 a 2 ml. Finalmente las
muestras, fueron analizadas mediante espectros-
copia de emisión atómica (ICP-AES) usando un
secuenciador multi-elemento Fisons-ARL 3410.

En la figura 4 se muestran los resultados ob-
tenidos cuando el experimento se realizó con la
ĺınea 10 de las modificadas genéticamente con los
metales pesados Cd, As (en sus dos formas arse-
nito y arseniato) y Hg.

Como caso particular destacamos el resultado
obtenido cuando el medio contaminado conteńıa
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cadmio a la concentración de 250 µM. Puede ob-
servarse que la cantidad de metal absorbido del
suelo por la planta modificada genéticamente es
un 72 % superior que la cantidad absorbida por
las plantas silvestres (Fig. 4B). El nivel de ab-
sorción medio obtenido por esta planta fue de 670
mg de Cd/Kg de peso seco de planta, en las condi-
ciones descritas anteriormente. Este fenómeno se
produjo sin ninguna variación significativa en la
velocidad de crecimiento de las plantas transfor-
madas, lo que indica que el aumento de absorción
de metales no tuvo efectos apreciables sobre las
plantas.
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Baker AJM, Brooks RR (1989) Terres-
trial higuer plants which hyperaccumulate metal
elements-a review of their distribution, ecology
and phytochemistry. Biorecovery 1: 81-126

Barroso C, Vega JM, Gotor C, (1995). A new
member of the cytosolic O-acetylserine(thiol)lya-
se gene family in Arabidopsis thaliana. FEBS
Lett, 363: 1-5

Barroso C, Romero LC, Vega JM, Gotor C.
(1997) Molecular characterization of the sulfur
metabolism in plants. Curr Top. Phytochem, 1:
19-29

Barroso C, Vega JM, Gotor C. (1998) The role
of roots in cysteine biosynthesis by Arabidopsis
thaliana. J. Physiol Biochem. 54: 189-194

Bechtold N, Ellis J, Pelletier G (1993) In
planta Agrobacterium-mediated gene transfer by
infiltracion of adult Arabidopsis thaliana plants.
C.R. Acad. Sci. Paris, Sciences de la vie/Life
sciences. 316: 1194-1199

Cunnigham SD, Berti WR, Huang JW (1995)
Phytoremediaton of contaminated solis. Trends
Biotechnol 13: 393-397

Dahr RK, Biswas BK, Samanta G, Mandal
BK, Chakraborti D, Roy S, Jatar A, Islam A,
Ara G, Kabir S, Khan AW, Ahmed SA, Hadi SA
(1997). Groundwater arsenic calamity in Bangla-
desh. Curr Sci. 73: 48-59

Heiss S, Schafer HJ, Haag-Kerwer A, Rausch
T (1999) Clonig sulfur assimilation genes of Bras-
sica juncea L.: cadmium differentially affects the
expresion of a putative low-affinity sulfate trans-
porter and isoforms of ATP sulfurylase and APS
redactase. Plant Mol. Bio. 39: 847-857

Grill E, Winnaker EL, Zenk MH (1985) Phy-
tochelatins: The principal heavy-metal comple-
xing peptides of higher plants. Science 230: 674-
676

Grill E, Winnaker EL, Zenk MH (1987) Phy-
tochelatins, a class of heavy-metal-binding pepti-
des from plants, are funcionally analogous to me-
tallothioneins. PNAS 84: 439-443
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REIVINDICACIONES

1. Planta resistente a medios con metales
pesados, manipulada genéticamente, caracteri-
zada porque dicha planta presenta aumentada
su capacidad de śıntesis de la enzima O-acetilseri-
na(tiol)liasa (OASTL), que cataliza la reacción de
śıntesis de la cistéına, mediante la sobre-expresión
del gen Atcys-3A.

2. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según la rei-
vindicación 1, caracterizada porque en dicha
planta la sobre-expresión de dicho gen se encuen-
tra bajo el control de una secuencia regulatoria
transcripcional funcional en planta, particular-
mente bajo control del promotor 35S del virus
del mosaico de la coliflor.

3. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según las rei-
vindicaciones 1 y 2, caracterizada porque dicha
planta, mediante la sobre-expresión de dicho gen,
presenta incrementada hasta 4 veces la śıntesis
de moléculas responsables de secuestrar metales
pesados y metaloides.

4. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según la rei-
vindicación 3, caracterizada porque las molécu-
las y péptidos cuya śıntesis se ha incrementado
son la cistéına, el glutatión, la fitoquelatina y la
metalotionéına.

5. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según las rei-
vindicaciones 1-4, caracterizada porque acu-
mula en sus tejidos metales pesados y metaloi-
des seleccionados entre Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Ni, Pb, Pd, Pt, Te, Tl, Sb, Se, Sn y Zn, sus
especies iónicas correspondientes y sus mezclas.

6. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según la rei-
vindicación 5 caracterizada porque los metales
pesados y metaloides acumulados por la planta
se seleccionan particularmente entre As, Cd, Cu,
Hg, Ni, y Zn, sus especies iónicas correspondien-
tes y sus mezclas y más particularmente entre As,
Cd y Hg, sus especies iónicas correspondiente y
sus mezclas.

7. Planta resistente a medios con metales
pesados, manipulada genéticamente, según las
reivindicaciones 1-6, caracterizada porque la
planta acumula los metales pesados y metaloides
preferentemente en sus partes aéreas: tallos y ho-
jas.

8. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según las rei-
vindicaciones 1-7, caracterizada porque acu-
mula metales pesados y metaloides en sus tejidos
aéreos hasta un 72 % más que las correspondien-
tes plantas silvestres (sin modificación genética)
de la misma especie.

9. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según las rei-
vindicaciones 1-8 caracterizada porque contiene
semillas capaces de germinar en medios que con-
tienen concentraciones tóxicas de metales pesados
para las semillas de las correspondientes plantas
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silvestres.
10. Planta resistente a medios con metales

pesados, manipulada genéticamente, según la rei-
vindicación 9 caracterizada porque dichas semi-
llas son capaces de germinar en medios que contie-
nen concentraciones de Cd superiores a 250 µM,
concentraciones de Zn superiores a 1.3 mM, con-
centraciones de Hg superiores a 30 µM, concen-
traciones de Cu superiores a 100 µM, concentra-
ciones de Ni superiores a 250 µM, concentraciones
de As(V) superiores a 180 µM, o concentraciones
de As(III) superiores a 40 µM.

11. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según las rei-
vindicaciones 1-10, caracterizada porque es una
planta diploide.

12. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según la rei-
vindicación 11, caracterizada porque es una
planta perteneciente a la familia de las Brassi-
caceae o Cruciferae.

13. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según la rei-
vindicación 12, caracterizada porque es una
planta del género Arabidopsis.

14. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según la rei-
vindicación 13, caracterizada porque es una
planta de la especie Arabidopsis thaliana.

15. Planta resistente a medios con metales pe-
sados, manipulada genéticamente, según la rei-
vindicación 14, caracterizada porque es una
planta de la especie Arabidopsis thaliana, ecotipo
columbia.

16. Procedimiento para obtener plantas resis-
tentes a medios con metales pesados y acumula-
doras de dichos metales pesados, según las rei-
vindicaciones 1-15, que comprende los siguientes
pasos:

a- Construcción de un plásmido que contenga
el gen Atcys-3A

b- Introducción de dicho plásmido en la planta
a modificar

c- Identificación de las plantas modificadas
mediante selección con antibiótico

d- Sobre-expresión del gen controlada por una
secuencia regulatoria transcripcional fun-
cional en planta.

17. Utilización de una planta resistente a me-
dios con metales pesados según las reivindicacio-
nes 1-15 para recuperar un suelo contaminado por
metales pesados y metaloides que comprende las
siguientes etapas:
a) plantar entre 250.000 y 2.500.000 plantas por
hectárea de suelo contaminado.
b) cultivar las plantas durante un periodo com-
prendido entre 15 y 40 d́ıas.
c) recolectar las partes aéreas, tallos y hojas de
dichas plantas en las cuales se han acumulado los
metales pesados y metaloides.
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