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Resumen

Los metales pesados son un grupo heterogéneo de metales vy
metaloides gque existen de manera natural en la superficie
terrestre. No existe un consenso en cuanto a la definicién de
metal pesado, sin embargo, se puede definir que cualquier metal
que posea una densidad superior a 5 g/cm® o densidad 20 g/mol,
es pesado. Estos elementos pueden o no cumplir funciones

bioldgicas como cofactores enzimaticos, sitios para
receptores, funciones hormonales y transporte de proteinas en
determinadas concentraciones. Cuando cumplen una funciédn

bioldégica se denominan esenciales, tales como cobre, cromo,
hierro, manganeso, zinc, molibdeno y niquel, pero cuando no
cumplen una funcién bioldgica se denominan no esenciales como
el arsénico, cadmio, cobalto, plomo, mercurio y vanadio. En
ambos casos, los metales pesados esenciales y no esenciales,
en altas concentraciones, pueden generar dafios en 1los
organismos y problemas mediocambientales, debido a gque pueden
interrumpir las funciones cataliticas de enzimas o transporte
de proteinas, causando la sobreproduccidn de especies reactivas
de oxigeno, y asi desencadenar estrés oxidativo en plantas.
Sus efectos son observados en la peroxidacién de lipidos, la
consiguiente desestructuracidén de la membrana plasmatica, dafio
a los pigmentos fotosintéticos y proteinas, y dafios
inespecificos al material genético.

Las plantas no estan exentas de sufrir dafios por contaminaciédn
por metales pesados, y han desarrollado mecanismos que permiten
mitigar los efectos que estos producen, a través de la
produccidén enddégena de acidos organicos. Estos compuestos
provienen del metabolismo primario o secundario, y a parte de
las funciones propias de estos, cumplen un papel importante en
la respuesta y tolerancia a la contaminacidédn por metales
pesados. En una respuesta primaria, los &cidos orgédnicos son
exudados a través de las raices para disminuir el pH de la
rizosfera y quelar los cationes metédlicos a formas menos
tdéxicas, para evitar el ingreso de ciertos metales pesados que
no son esenciales. Sin embargo, debido a que ciertos metales
pesados pueden presentar propiedades fisicoquimicas similares,
pueden ingresar cationes no esenciales para el funcionamiento,
con sus respectivas consecuencias. La quelacidén puede funcionar
a nivel de xilema (donde los cationes metdlicos o complejos
metal-acido, son solo transportados al apice de las plantas) e
intracelularmente. También hay &cidos orgadnicos enddégenos que
quelan los metales pesados; una vez formado el complejo, son
compartimentalizados dentro de la vacuola, con ayuda de
transportadores/canales ubicados en el tonoplasto.



A consecuencia de la actividad humana, la cantidad de metales
pesados estd aumentando, afectando negativamente los cultivos.
Por ello, se han desarrollado nuevas estrategias para mitigar
los efectos de los metales pesados, y una de esas opciones es
aplicar 4cidos organicos exdgenos a plantas gque estén sometidas
a estrés por metales pesados. Esta estrategia ha demostrado
ser eco amigable, econdémica y no genera un impacto fuerte en
las plantas. Por otro lado, los &acidos organicos exdgenos
mejoran parametros morfoldgicos, fisioldgicos y pueden inducir
la expresidén de ciertos genes que estan relacionados con la
tolerancia y/o resistencia a metales pesados.

Finalmente, los resultados presentados en esta tesis
bibliografica fueron publicados en mayo de 2022 en la edicién
especial titulada “Antioxidative and Chelating Molecules of
Plants under the Excess of Metals” del International Journal
of Molecular Sciences en una revisidén denominada “La aplicaciédn
exbgena de Aacidos organicos aumenta la tolerancia a metales
pesados en plantas”, del cual soy el primer autor. La revisidn
se puede encontrar en el Anexo 1 \
doi.org/10.3390/1jms23105438.



Abstract

Heavy metals are a heterogeneous group of metals and metalloids
that exist naturally on the earth's surface. There 1is no
consensus regarding the definition of heavy metal, however, it
can be defined that any metal that has a density greater than
5 g/cm® or a density of 20 g/mol is heavy. These elements may
or may not fulfill biological functions such as enzyme
cofactors, receptor sites, hormonal functions, and protein
transport at certain concentrations. When they fulfill a
biological function, they are called essential, such as copper,
chromium, iron, manganese, zinc, molybdenum and nickel, but
when they do not fulfill a biological function, they are called
non-essential such as arsenic, cadmium, cobalt, lead, mercury
and vanadium. In both cases, high concentrations of essential
and non-essential heavy metals can cause damage to organisms
and environmental problems, because they can interrupt the
catalytic functions of enzymes or protein transport, causing
the overproduction of reactive oxygen species, and thus trigger
oxidative stress in plants. Their effects are observed in lipid
peroxidation, the consequent destabilization of the plasma
membrane, damage to photosynthetic pigments and proteins, and
nonspecific damage to genetic material.

Plants are not exempt from suffering damage from heavy metal
contamination, and have developed mechanisms that allow the
mitigation of the effects that these produces, through the
endogenous production of organic acids. These compounds arise
from primary or secondary metabolism, and apart from their own
functions, they play an important role in the response and
tolerance to heavy metal contamination. In a primary response,
organic acids are exuded through the roots to lower the pH of
the rhizosphere and chelate metal cations to fewer toxic forms
to prevent the entry of certain non-essential heavy metals.
However, since certain heavy metals can have similar
physicochemical properties, cations that are not essential for
operation can enter, with their respective consequences.
Chelation functions at the xylem level (where metal cations or
metal-acid complexes are only transported to the apex of
plants) and intracellularly. There are also endogenous organic
acids that chelate heavy metals; once the complex is formed,
they are compartmentalized within the wvacuole, with the help
of transporters/channels located in the tonoplast.

As a result of human activity, the amount of heavy metals 1is
increasing, negatively affecting crops. Therefore, new
strategies have been developed to mitigate the effects of heavy
metals, and one of those options is to apply exogenous organic



acids to plants that are subjected to heavy metal stress. This
strategy has proven to be eco-friendly, economical and does
not generate a strong impact on the plants. On the other hand,
exogenous organic acids improve morphological and
physiological parameters and can induce the expression of
certain genes that are related to tolerance and/or resistance
to heavy metals.

Finally, the findings presented in this bibliographic thesis
were published in May 2022 in the Special Issue entitled
“Antioxidative and Chelating Molecules of Plants under the
Excess of Metals” of the International Journal of Molecular
Sciences in a review termed “Increasing heavy metal tolerance
by the exogenous application of organic acids”, of which I am
the first author. The review can be found in Annex 1 and
doi.org/10.3390/1jms23105438.
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1. Introduccién

Los MPs son componentes naturales de la corteza terrestre,
presentes en esta a diferentes concentraciones. Proceden desde
las rocas sedimentarias, erupciones volcanicas, formacidén del
suelo y meteorizacidédn de rocas (Shahid et al., 2014), y son un
grupo no especifico de metales y metaloides. Aunque no existe
un consenso sobre las caracteristicas de un MP, se indica que
todos los metales y metaloides que posean una densidad mayor a
5 g/cm?® o masa atdmica sobre los 20 u.m.a. se considera MP
(Emamverdian et al., 2015).

En bajas concentraciones, ciertos MPs se consideran
“esenciales” como Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, Mo, and Ni, ya que cumplen
funciones como cofactores enzimaticos y en la estructura vy
funcidén de proteinas, regulacidén de genes, proteccidn de las
células, transduccidén de sefiales, todas fundamentales para el
crecimiento de las plantas (DalCorso et al., 2019). Otro grupo
de MP se consideran “no esenciales” como Cd, Sb, Cr, Pb, As,
Co, Ag, Se, y Hg, ya que no cumplen ninguna funcién bioldgica.
En algunos casos, debido a que presentan propiedades
fisicoquimicas similares a otros iones metédlicos esenciales,
reemplazan a estos en funciones bioldégicas en proteinas,

modificando/interrumpiendo la actividad proteica al
interactuar con los grupos tiol (-SH) de estas (Emamverdian et
al., 2015). En estos casos, los MPs presentan actividad
mutagénica, interrumpen la actividad fotosintética,

desestructuran la membrana plasmatica (por peroxidacidén de
lipidos, ©produccidén de malonaldehido), generan especies
reactivas de oxigeno (ERO) en el interior de la célula
(Riyazuddin et al., 2022), disminuyen la tasa de germinacidn,
longitud de la raiz y tallo, y disminuyen el peso humedo y seco
(Shahid et al., 2014). En lo que respecta a la fisiologia de
las plantas, reducen la cantidad de la clorofila, de pigmentos
fotosintéticos, y de prolina (un importante regulador osmbtico,
especialmente en la pared celular), ademds de incrementar la
actividad de enzimas antioxidantes como superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), y glutatidn
reductasa (GR) (Guo et al., 2019; Jia et al., 2021; Li et al.,
2019; Lu et al., 2018; Metwally et al., 2003; Moustafa-Farag
et al., 2020; Safari et al., 201%a, 2019%b; Sihag et al., 2019;
Soltani Maivan et al., 2017; Zawoznik et al., 2007).

Ambos grupos de MP, en altas concentraciones se consideran
perjudiciales, atribuyéndose el aumento de la contaminacidn
por MP, a la actividad antropogénica gque incluye mineria,
utilizacidén de pesticidas/fertilizantes, utilizacién de
combustibles fésiles, la agricultura y actividad forestal,
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desechos en el agua y procesos industriales (Alengebawy et al.,
2021) .

Las plantas, siendo organismos sésiles, han desarrollado una
serie de estrategias que permiten mitigar y/o tolerar la
contaminacién por MP, partiendo por la produccién enddgena de
acidos orgénicos (AO), producidas en el metabolismo primario o
secundario, y que por la presencia de grupos carboxilo (-COOH)
tienen la capacidad de quelar los MP, asi transformandolos en
complejos menos tdéxicos. Estos complejos metal-acido pueden
aumentar su solubilidad y ser incorporados al interior de 1la
célula o disminuir su solubilidad quedando atrapados en la
interfase raiz- rizosfera (sin  ingresar), o quedando
intracelularmente en forma de complejos metal-acido
secuestrados en el interior de la vacuola (Osmolovskaya et al.,
2018) .

Con el aumento de las concentraciones de MP en la corteza
terrestre, es fundamental comenzar a utilizar distintas
estrategias para mitigar este problema mediocambiental, ya que
no solo afecta a las plantas, sino también a humanos y animales,
que de todos modos sufriran las consecuencias, ya que los MP
se bicacumulan y pasan a través de las cadenas tréficas.

12



Efectos morfoldégicos y fisioldédgicos de los metales pesados
sobre las plantas

Los efectos de 1los MPs sobre las plantas a nivel
morfoldgico son la pérdida/reduccidédn de la fertilidad,
reduccidén en la germinacidén de semillas, reduccidn en
biomasa, reduccidén en productividad vegetal, inhibicidn
del crecimiento, reduccidn del peso seco/humedo,
inhibicién de la expansidén de las raices, senescencia,
apariencia clorética y necrosis de las hojas, defoliacién,
y reduccidén en la cantidad de hojas (Abbas et al., 2018;
Riyazuddin et al., 2022). La reduccidn en la germinacidn
y el crecimiento del embridén se puede deber a la
interaccidén directa de ciertos MPs con los grupos -SH, -
NHz, -COOH de las proteinas, ademds de interactuar con el
sitio activo de las proteinas, generando pliegues
anormales que las inactivan. Por ejemplo, el Hg?'
interactta con los grupos -SH de las proteinas, 1lo que
resulta en la formacidén de un puente S-Hg-S causando una
modificacidén desigual en las estructuras de las proteinas,
afectando ciertas proteinas como amilasas y proteasas
(fundamentales para el crecimiento) u otras relacionadas
con la regulacién de la divisidén celular. Ademéds, 1los
cationes de MP pueden reemplazo del grupo fosfato en las
moléculas de ATP (Riyazuddin et al., 2022). Se ha
observado que el PbZ" tiene la capacidad de interactuar
con los grupos -COOH de las proteinas (Shahid et al.,
2014) .

Los MPs también afectan la fisiologia vegetal. Por
ejemplo, en la fotosintesis, se ha observado que el As3T,
Hg?*, Cu?f, Pb2f, Ni2t, Cd?*, y Zn?* reemplazan el Mg?f en el
anillo de porfirina, inhabilitando la actividad
fotosintética. Cuando las plantas son expuestas a MP,
metales como Cu?* o Fe?f, catalizan la reaccidén de Haber-
Weiss/Fenton que convierten H;02 a OH* a pH neutro,
generando como producto EROs que causan dafios
inespecificos al ADN o ARN, inhibicidén de enzimas,
oxidacién de proteinas y peroxidacidn de lipidos.

Por efecto de la interaccién de los MPs como Pb2?t, Cd2t,
As3t, Hg?f, Ni?* y 7Zn?*, se inactivan enzimas como RuBisCO
y otras relacionadas con el ciclo de Calvin producto de
la interaccidén de estos con los grupos -SH (Riyazuddin et
al., 2022; Shahid et al., 2014).

La peroxidacién de lipidos se da por efecto del aumento
de las oxilipinas, generando un deterioro de las membranas
celulares, cambios en la fluidez, fuga anormal de
sustancias que normalmente no ingresan en la membrana
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plasmatica, vy 1la inactivacidén de receptores, canales
iénicos o enzimas presenten en las membranas celulares
(Shahid et al., 2014).

Interacciones de EROs con el ADN o ARN da como resultado:
dafio a los enlaces cruzados, deleciones o modificaciones
de Dbases, roturas de hebras, errores de replicaciédn,
induccidén de transduccidn de sefiales, induccidn de la
transcripcién, y destruccidén de la membrana nuclear. En
el ADN existen cuatro potenciales sectores de mayor
interaccién con MPs: I) los grupos hidroxilos de 1la
ribosa, II) los atomos de oxigenos cargados negativamente
de los grupos fosfatos y IV) nitrdgenos del anillo base.
Pero, en general los MPs interactuan con las bases (N7 en
las purinas o N3 en las pirimidinas) o con los grupos
fosfatos. Adicionalmente, se ha observado que los MPs
pueden alterar la expresidn de genes y parecen interactuar
con los dedos de Zn (Shahid et al., 2014).

Los carbohidratos son ubicuamente los dadores de energia
a las células, formados en el proceso fotosintético. Son
fundamentales para la germinacidn, crecimiento, y como
almacén de energia, también en la respuesta a estresores,
ajuste osmbético, sefializacidén molecular (interactuando
con hormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas,
dcido abscisico y etileno), y en la integridad de 1la
membrana celular, permitiendo la reduccidén de NADPH (clave
para antioxidantes enzimaticos). Un aumento en las
concentraciones de MPs (y, por ende, ERO) disminuye 1las
cantidades de azlUcares disponibles en la célula, afectando
los procesos mencionados.

Estrategias para evitar y/o mitigar la contaminacién por
metales pesados

La tolerancia y/o resistencia de las plantas comienza
desde las raices, estructuras capaces de exudar ciertos
compuestos de bajo peso molecular como AO (citrato,

malato, oxalato), aminodcidos (histidina, cisteina,
asparagina, glutamato), péptidos cortos (glutatidn,
fitoquelatinas) % proteinas (p. ej.,
metalotioneinas) (Kutrowska & Szelag, 2014) . Los AOs

quelan los MPs a través de sus grupos carboxilos (-COOH),
formando un complejo MP-AO (menos tdéxico), modificando su
solubilidad y permitiendo el ingreso al interior de las
células o xilema via simplasto/apoplasto, o inmovilizando
el complejo MP-AO a nivel de rizosfera para impedir el
ingreso (Tahjib-Ul-Arif et al., 2021). Por otro lado, los
AOs disminuyen el pH de la rizosfera (més K') para evitar

14



una caida Dbrusca de pH y aumentan la solubilidad de
ciertos iones metédlicos, como por ejemplo Fe?2t y Al2*
quienes se vuelven solubles y tdéxicos a pH 7 (ver figura
2) (Fryzova et al., 2018; Osmolovskaya et al., 2018). Los
MPs atraviesan la membrana plasmatica de la epidermis de
la raiz (o endodermis, si fueran transportados
apoplasticamente hasta las bandas de Caspari), o bien son
transportados a las vacuolas o sufren un transporte
simplastico hacia el cilindro vascular; en todo caso la
translocacién hacia los brotes termina con la descarga
desde el xilema. Los MPs presentes en la savia del xilema
son absorbidos por células circundantes y transportadas
simplasticamente en la hoja tejido, o contintan
distribuyéndose apoplasticamente en la hoja (Kutrowska &
Szelag, 2014) . Para la planta, lo ideal es que
micronutrientes esenciales como 7Zn2*, Fe?+, K*, Cr2*, etc.
son absorbidos, y que otros iones metalicos Pb2*, Cd2*f, Hg
2*, etc., sean excluidos, pero esto no siempre ocurre
debido a que los MPs no esenciales pueden presentar
propiedades fisicoguimicas similares a los esenciales
(Thakur et al., 2022).

La exclusidén de los MPs también puede ocurrir a nivel de
pared celular gracias a la presencia de polisacaridos,
proteinas, aminodcidos y fenoles, que proveen una cantidad
importante de sitios de unién con MP (-COOH, -SH, -OH,
especialmente los polisacaridos), siendo los
Homogalacturonano (rico en -COOH) responsable de la unidn
con cationes monovalentes y divalentes (Cu?f, Pb2*, Zn2*,

Ca?*). La pared celular puede sufrir modificaciones
producto de la interaccidén con MP, gracias a las enzimas
pectinesterasa y pectinmetilesterasa (que producen

cambios en el grado de esterificacidén y acetilacidn); los
carbohidratos también producen cambios en la pared celular
producto de la interaccidén con MP (Thakur et al., 2022).
El fluido del xilema posee carga negativa, pH 5 a 6,5,
ademés de una mezcla de acidos carboxilicos (2-9 mM) vy

aminoacidos (1-3 mM). Los complejos MP-AO normalmente
tienen cargas negativas, ©por ende, son facilmente
transportados (Osmolovskaya et al., 2018). El1l ingreso al

interior de las células estd mediado por una serie de
transportadores/bombas de protones dependientes de ATP
que catalizan la extrusidédn de H' a través de la membrana
(Fryzova et al., 2018). Los metales y/o complejos con AO
son 1ingresados al interior de 1las células, donde son
secuestrados por transportadores especificos ubicados en
el tonoplasto (NRAMP4, NRAMP3, MTPs, HMAs, etc.) (Tahjib-
Ul-Arif et al. 2021).

15



Los procesos de transporte permiten que la disponibilidad
de iones metdlicos en el citosol se mantenga en un rango
bdptimo a través de un adecuado secuestro y/o recuperacidn
en las vacuolas. El numero creciente de transportadores
vacuolares conocidos corresponde esencialmente a 1la
diversidad estructural y funcional de los iones metalicos
necesarios en las células (Sharma et al, 2016). Sin
embargo, puede ocurrir que exista un exceso de cationes
metdlicos libres en el citosol, lo que puede generar EROs
que causan dafos inespecificos en diferentes moléculas
importantes para el metabolismo.

La exclusidén puede también ocurrir en el simplasto por
transportadores especiales ubicados a nivel de membrana
celular con la ayuda de bombas de eflujo como P1B de tipo
HMAs (con hidrolisis de ATP), NRAMP, 1la familia de
transportadores CDF, ZIP y ABC. La mayoria de 1los
transportadores estan involucrados en el transporte de
Zn2*/Cu?t* a través del tonoplasto. Existen dos grupos
filogenéticos identificados de HMAs; el primer grupo
(grupo Cu') estd involucrado en el transporte de cationes
monovalentes como Cu', Ag*", etc., mientras que el segundo
grupo traslada cationes divalentes como Zn?*, Co2*, Cd?f,
Pb2t (Thakur et al., 2022). Otra clase importante de
transportadores son NRAMP, wuna familia conservada de
proteinas acopladas a protones integrales de membrana
posicionadas en la membrana plasmatica de las células
apicales de la raiz de la planta, relacionadas con el
transporte de Fe?*, Zn?*, Mn?f, Co2?*f, Cd?f, Cu', Ni?2* y Pb2*,
Existen dos grupos: AtNRAMPl vy 6, 'y AtNRAMP2-5 en
Arabidopsis thaliana, de los cuales AtNRAMP1,3,4,6 son
transportadores intracelulares (Cailliatte et al., 2010).
Por otro lado, 1los ZIP estarian relacionados con el
transporte de Zn2?*, Cu* y Cd?' en arroz, los trasportadores
ABC facilitan el transporte a través de la membrana
plasmatica y la familia CDF son transportadores de eflujo
(ver figura 2) (Thakur et al., 2022).

1.2.1 Antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos

Los EROs pueden ser contrarrestados por antioxidantes
endbégenos como SOD, peroxidasa (POD), CAT, APX, GR,
dehidroascorbato reductasa y monodeshidroascorbato
reductasa (DHAR y MDHAR), y metabolitos no enzimaticos
como glutatidén (GSH) vy &cido ascérbico (AsA). Se ha
demostrado que aumentan la transcripcidén de las enzimas

respectivas en presencia de MP (Singh et al., 2017). La
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mayoria de estas enzimas antioxidantes o metabolitos son
donantes de electrones y reaccionan con los radicales
libres para formar productos finales no téxicos e
inactivos, como el agua (Kohli et al., 2017).

2. Acidos organicos

Los AOs como citrato, malato, oxalato, succinato,
aconitato, 'y tartrato son producidos a partir del
metabolismo primario (ciclo de Krebs, ciclo de Glioxilato,
C3 y C4, etc.). Son fundamentales para la produccidédn de
energia, la formacidén de precursores para la biosintesis
de aminodcidos y en la modulacidén de la adaptacidén al
medio (Lépez-Bucio et al., 2000). La base del fendmeno de
desintoxicacidén de MP con AOs es la capacidad de estos
dcidos para formar enlaces fuertes con MP idénicos a través
de la quelacidén de metales con grupos carboxilo (-COOH)
(Osmolovskaya et al., 2018). En el ultimo tiempo, se esté
prestando atencidén a distintas fitohormonas como &acido
salicilico y acido jasménico, debido a que también pueden
interactuar con distintas rutas metabdélicas, ademas de
ser potentes queladores de MPs. Parte del metabolismo
secundario como acido galico y acido cafeico, que también
poseen la capacidad quelante propia de un AO, son
importantes Acidos fendlicos que tienen capacidad
antioxidante y son fundamentales para la dieta (Daglia,
2012; Daglia et al., 2014). Otros AOs son el acido lipoico
y el &cido fitico, el primero, fundamental dentro del
metabolismo primario, pero reconocido como un potente
quelador de MP (Sgherri et al., 2002). Por su parte, el
dcido fitico, es un importante nutriente en las plantas
durante la germinacidén, pero no se puede utilizar como
quelador exdgeno debido a que las plantas utilizan este
compuesto como nutriente y existe gran expresién de la
enzima fitasa que lo degrada. Se muestran las estructuras
de estos AOs en la Tabla I.

La liberacién de AO como respuesta a MPs puede ocurrir de
tres formas. En la primera, el catidén metdlico entra
directamente e interactta con los canales de AO, mientras
que en la segunda el catidén interactiia con una proteina
receptora, y ésta induce los genes involucrados en la
biosintesis de AO a través de segundos mensajeros.
Finalmente, en la tercera, el catidén ingresa e interactua
indirectamente con el canal AO (Thakur et al.,
2022) (figura 1).
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Tabla I. Listado de acidos organicos con sus respectivos
nombres IUPAC y grupos carboxilicos.

Exiracellular space (pH 4.5)

0y @ '——j};*
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Extracellular space (pH 4.5)
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I T '*". :.tahh;;h;é
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Cytosol (pH 7) — Metabolism «——FProtein

Figura 1. Modelo que representa la liberacidén activada por MP de AO.
En el patrdén I, uno de los tres podria operar, es decir, (i) el MP
puede directamente interactuar con la proteina del canal y activarla,
(ii) el catidn interactta con una proteina receptora (R) que activa
aun mas la proteina del canal a través de segundos mensajeros, (iii)
el catidén entra en la célula y activa el canal ya sea directa o
indirectamente. En el patrédn II, el catidn interactua con R, lo que
conduce aun mas a la induccién de los genes implicados en el
metabolismo de AO o su transporte a través de la membrana plasmatica.
El complejo AO-MP detoxifica los cationes MP en la rizosfera (imagen
obtenida de Thakur et al., 2022).

2.1 Acidos carboxilicos
2.1.1 Acido citrico

El A4cido citrico (AC) es un compuesto derivado del
metabolismo primario, sintetizado por la condensacidén del
acetil-CoA (2 carbonos) y oxalacetato (4 carbonos) para
formar citrato con intervencidén de la enzima citrato
sintasa, iniciando el ciclo del &cido citrico (Haddad &
Mohiuddin, 2021) . Esta molécula tiene funcidn

19



antioxidante, pero también se ha demostrado que posee
actividad quelante de MP como Cu2?*, Cd?*, Cr3*, Pb2*, NiZz*,
Al3+, Hg?*, As>t (Afshan et al., 2015; Amir et al., 2020;
Aslam et al., 2021; Ehsan et al., 2014; Kumar et al.,
2017; Mohammadi et al., 2021; Qiu et al., 2009a; Zaheer
et al., 2015). La aplicacidn exdbgena de AC en distintos
cultivos, mejora la tasa de crecimiento y acumulacidén de
biomasa, mayor contenido de clorofila y, por ende, conduce
a mayor actividad fotosintética, mayor eficiencia en el
uso del agua, mayor actividad de enzimas antioxidantes vy
reduccidédn de EROs (Chen et al., 2020). En un estudio donde
se utilizaron semillas de tomate (Solanum lycopersicum
L.) crecidas en suelos provistos de 10 uyM Pb y 10 uM As,
el suministro de 250 uM de AC aumentd pardmetros como
crecimiento, tasa de germinacidén, cantidad de pigmentos
fotosintéticos, longitud de las raices, y contenido de
clorofila o y B, y también el nivel de moléculas
antioxidantes como antocianinas y a-tocoferol,
incrementando la eficiencia de enzimas con capacidad
antioxidante como CAT, APX, GR, mientras que otros
parametros disminuyeron como dafio al ADN (Kumar et al.,
2017) . La utilizacidén de AC mejora la resistencia de otros
cultivos frente a MPs. Cultivos como canola (Brassica
napus) que fueron crecidos en condiciones de invernadero
con Cu?* (50 y 100 uM), Cd?* (0.6 mM), Pb2* y As> (10 uM),
o Cr3* (100 y 500 uM), donde se aplicd una dosis de 2.5 y
5.0 mM de AC en medio nutritivo, se observd que se reducia
y mitigaba su toxicidad, incrementaba la tolerancia al
estrés, y aumentaba su biomasa (Afshan et al., 2015a;
Ehsan et al., 2014; Zaheer et al., 2015a). Ademés, se
aumentaron los niveles de actividad de enzimas como CAT,
POX y SOD en condiciones de estrés por Pb2t y Hg?t (1, 2.5,
5 mM) (Amir et al., 2020a). La eficiencia del AC (2.5 mM,
5 mM, 50 uM, 100 uM) como quelador de Cd?* (0.6 mM, 300 mg
Kg 1, 50 mg, 25.0 uM), Pb?* y Hg?* (1, 2.5, 5 mM), también
ha sido comprobada en otros cultivos como mostaza
(Brassica juncea), hierba mora (Solanum nigram), maiz (Zea
mays), girasol (Helianthus annuus), arroz (Oryza sativa),
alfalfa (Medicago sativa), y canola (Amir et al., 2020;
Anwer et al., 2012; Bilal Shakoor et al., 2014; Gao et
al., 2010; Kaur et al., 2017; Li et al., 2014; Sebastian
& Prasad, 2018). En otros cultivos como caléndula
(Calendula officinalis) crecidas en suelos calcéareos
enriquecidos con Cd?t (50 y 100mg kgl), los cultivos
tratados con AC exdégeno en dosis de 0.05 y 0.1 mM no
mostraron tener ningun sintoma fisioldgico relacionado a
toxicidad por Cd?*, y haciendo una comparacidédn con otros
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agentes quelantes como acido tartédrico y EDTA, demostrd
tener mejor eficiencia en términos de fitorremediacidn
(Saffari & Saffari, 2020a). En otro cultivo, el sauce
(Salix viminalis L.), el suministro de AC 20 mM en suelos
que se encontraban contaminados con Cd?t (3 y 6 mg kgl),
mejord parametros como biodisponibilidad, movilidad vy
distribucidén del Cd en la planta, también la cantidad de
clorofila, la tasa fotosintética y el intercambio de gases
(Arsenov et al., 2020). En suelos conteniendo Pb2* (100
mg -kg- 1), la aplicacién foliar e irrigacidén con AC exdgeno
(5 010 mM) en plantas de alerce de Gmelin (Larix olgensis)
disminuyé los efectos tdxicos de Pb?*; el efecto mediado
por AC aumentd la actividad y eficiencia de enzimas POD y
SOD, la cantidad de clorofila, prolina y carotenoides, vy
disminuy®é la peroxidacién de lipidos (Arsenov et al.,
2020) (ver table II).

En lo referente a la expresidén de los genes, se pueden
dividirlos en tres grandes grupos. El primer grupo son
los genes de biosintesis del AC, el segundo grupo son
transportadores especificos de MP o metaloides, y el
tercer grupo de genes son de tolerancia a MP. Partiendo
por el grupo de tolerancia o indicadores de estrés por
MP, en los trabajos de (Arsenov et al., 2020) y (Kaur et
al., 2017a), se analizdé la expresiédn de tres genes -
clorofilasa (CHLASE), fitoeno sintasa (PSY) y la chalcona
sintasa (CHS) - que estadn vinculados a la actividad
fotosintética y que son indicadores de estrés por MP -
bajo contaminacién por Cd?* (en forma de CdCl, 0.6 mM) en
semillas de mostaza. Se encontrd que CHLASE aumentd su
expresién 3,57 veces en presencia de Cd?*, pero el AC
exdbgeno (0,6 mM en el suelo) marcd una disminucidn en la
expresién de CHLASE. La expresidén de PSY y CHS aumentd
significativamente por combinacidén de tratamiento con
castasterona y AC en 2,85 veces y 5,15 veces,
respectivamente. Otros genes involucrados en el
transporte de MP o metaloides son los genes de la familia
NRAMP. La expresidén de OsNrampl, 2, 3y 5, se ve inhibida
por el estrés por CdZf (CdCl,) en plantas de arroz, en
distintas concentraciones de Cd?* (0.1, 0,6, 2,4 mg kgl).
Sin embargo, la aplicacidédn foliar de AC (5.0 mM) aumentd
la expresién del gen OsNramp5 en un 40% y elimindé 1la
inhibicién del Cd?* en su expresidén. Mientras que OsNrampl,
2 y 3 volvieron a niveles basales (sin estrés por Cd?')
(Xue et al., 2021). En otro estudio, también se evalud la
accién del citrato y malato exdégeno (50 uM en medio
nutritivo) en el mismo gen OsNrampl, pero también OsIRTI
en arroz, asi como 0sSOD y OsCAT en presencia de CdZt (como
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CdClz, en el medio, 25 uM). En presencia de AO (sin Cd),
decae la expresidédn de OsNrampl y OsIRT1. Otros genes
evaluados también disminuyen su expresidén como OsHMA3 vy
OsNAS1 que participan en el transporte vacuolar de Cd?' y
Fe?*, respectivamente. Sin embargo, la adicién de AO
neutralizd los efectos adversos del Cd sobre la expresidn
de los genes anteriores, tales como OsNrampl, OsIRTI,
OsHMA3, vy OsNAS1 qgue aumentaron su expresidén con el
suministro exdgeno de AC, mientras que genes 0sSOD y OsCAT
disminuyeron su expresién (Sebastian & Prasad, 2018b). La
expresién de otros transportadores también ha sido
estudiada en sauce (Salix variegata) expuestas a AC (100
UM en medio hidropdbénico). La expresidédn de nueve genes
candidatos HMAl (P-type metal ATPase protein 1), PCSI
(PS sintasa 1), HMA3 (P-type metal ATPase protein 3),
HMAS5 (P-type metal ATPase protein 5), Nrampb5, MTPI
(metal tolerance protein 1), MTP4 (metal tolerance protein
4), vy MTIA y MT2B (Metalotioneinas 1A y 2B) se vio
interrumpida por la incorporacién de CdZt (50 uM en medio
hidropdénico). Al agregar AC, los niveles de expresién de
NRAMP5, MTP1, MTP4, HMAl, HMA3, MT1A, MT2B y PCS1 fueron
6,96, 2,82, 1,70, 2,28, 1,97, 1,82, 2,42 y 2,90 veces
mayores en hojas que en el grupo de tratamiento con CdZt,
respectivamente. Mientras que, en raices, solamente la
expresién de PCS1, HMA3, Nramp5, MTP4, y HMA3, aumentd en
presencia de AC; MTP1, HMAI vy MTIA no mostraron
diferencias significativas, y finalmente MT2B disminuyd
su expresidén en presencia de Cd y AC exdgeno.

Conclusién: La aplicacidén exdbgena de AC promueve la
productividad vegetal, ya sea por, aumento de parametros
morfoldgicos (crecimiento, utilizacidén del agua, aumento
del peso humedo/seco, etc.) y/o por aumento de pardmetros
fisioldgicos como tasa fotosintética, la cantidad de
pigmentos, etc. Alivia el desequilibrio osmético inducido
por el estrés abidtico al aumentar los osmorreguladores y
protegiendo las membranas de dafios. Reduce la severidad
del estrés oxidativo al regular al alza los antioxidantes
enzimdticos y no enzimdticos. Acelera la tolerancia al
estrés por MPs de las plantas al quelar y secuestrarlos y
mejora su fitoextraccidn de suelos contaminados con MP.
Proporciona el sustrato para una amplia variedad de vias
metabdélicas que sintetizan metabolitos que protegen
contra el estrés como fitohormonas, aminodcidos, AOs vy
adcidos grasos.

2.1.2 Acido malico
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E1l acido malico (AM, malato, acido 2-
hydroxybutanedioico), un &acido dicarboxilico de cuatro
carbonos que existe de forma natural y un intermediario
en el ciclo del TCA, es formado a partir del acido fumérico
y oxidado a acido oxoacético. En un estudio comparativo,
donde se exponen brotes de sauce a contaminacién por Cd2*
(50 uM en solucidén acuosa como CdClz) entre tres &acidos
organicos distintos (AM, AC y &cido tartarico AT; 100 uM
en solucidén acuosa), las plantas tratadas con AM
resultaron con un incremento mas pronunciado de biomasa
de raiz, tallo y total con aumento de 201, 241 y 208%,
disminucién del contenido de malonaldehido (MDA) en las
raices con AC, AT, AM en un 30, 51 y 68% respectivamente,
mientras que el contenido de MDA en hojas, disminuyd al
71% con AM. En las raices, la adicién individual de AC y
AM aumentdé la actividad de POD al 201% y al 324%,
respectivamente en hojas, mientras que el tratamiento con
AM aumentd la actividad de POD en un 45%, en comparacidén
con el grupo tratado con Cd?* (Zhang et al., 2020).
Destacando el rol del AM para permitir la recuperacidén de
pardmetros disminuidos por MPs, otros ejemplos de cultivos
tratados con AM (concentraciones ver tabla II) incluyen
Miscanthus sacchariflorus, mostaza y Alyssum corsicum,
mostaza (Ni en la solucidén nutritiva no indujo sintomas
fitotdéxicos, y en su lugar se observdé estimulacidn del
crecimiento), espinaca y arroz (Guo et al., 2017; Khan et
al., 2016; Qiu et al., 2009b; Sebastian & Prasad, 2018Db).
Otros cultivos de interés comercial han sido tratados con
AM exdbgeno como maiz (0.1 mmole kgl) y girasol (250 o 500
uM) . Cuando brotes de estos cultivos fueron expuestos a
Ni2+* (250 mg Ni kg™1) o Cd?* (5 uM como CdCl, en solucidn),
respectivamente, los sintomas producidos por estos MPs
fueron aliviados (Ghasemi-Fasaei, 2012; Hawrylak-Nowak et
al., 2015). Este &4cido tiene un comportamiento similar en
términos de fitorremediacidédn, es decir, incrementa la
biomasa total vy el radio de crecimiento, mejora la
capacidad antioxidante (al incrementar la actividad de
enzimas antioxidantes POD, SOD, APX, GR, etc.) vy el
contenido de pigmentos fotosintéticos como clorofilas,
antocianinas, etc., incrementa la expresién de genes
asociados a la tolerancia de MPs (CHLG, OsNrampl, SOD,
POD, etc.), y disminuye especies reactivas de oxigeno
(ERO), fuga de electrones (electron leakage, EL), especies
reactivas al &cido tiobarbitturico (TBARS) (ver tabla II).
En una investigacidén se comprobd el efecto de distintos
AOs (AC, AM, AT) en los niveles de expresidédn de nueve
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genes candidatos implicados en transporte de metales vy
desintoxicacién en raices y hojas de sauce bajo estrés
por CdZt (100 uM de CdClz en solucidén acuosa). Estos genes
son Nrampb5, MTP1, MTP4, HMAl, HMA3, HMA5, MTI1A, MTZ2B vy
PCS1. En las raices, el Cd?* bajdé significativamente el
nivel de expresidn de HMAI, PCS1, MTI1A, MT2B y HMA3. E1
AM (100 uM en solucidn acuosa) en raices, logrd aumentar
los niveles de expresién de los genes HMAIl, HMA3, HMAS,
MTP4 y  Nramph, mientras que PCS1 fue regulado
negativamente. Los otros genes MTP1, MTIA y MT2B no
tuvieron cambios. En hojas, el AM aumentd los niveles de
expresidén de Nramp5 y PCS1 (expresidn mayor incluso que
con otros AOs), mientras que la expresién de MTP1, HMAS3,
HMA5, MTIA y MT2B disminuyd, respecto al grupo de

tratamiento con Cd?* (Zhang et al., 2020). El1 AM ha
demostrado tener capacidad de aumentar la expresidén de
genes de enzimas antioxidantes. En pasto elefante

(Miscanthus sacchariflorus) sometida a estrés por Cdzf
(100 uM de CdCl, en solucidén nutritiva), tanto el
tratamiento por Cd o AM (100 upM en solucidédn nutritiva)
aumentaron la expresidén de Cu/Zn-SOD, POD1, GPX1, GSTI,
MDHAR y DHAR, mientras que CATI1 disminuyd su expresién vy
no hubo diferencias en la expresién de APX1 cuando se
aplicéd solo  AM. Cuando AM y Cd2#t se aplicaron
simultdneamente, se indujo la expresién de Cu/Zn-SOD,
pOD1, GR1, GPX1, GSTI que fue de 1.7, 2.0, 4.7, 2.2 yv 2.3
veces méas altos cuando la relacidén era de 1:2 (Cd: MA),
que solo con Cd?t (Guo et al., 2017). En otro ejemplo, en
arroz los genes OsNrampl, OsIRT1, OsHMA3 'y OsNASI
decayeron su expresidén en respuesta al estrés por Cd2t (25
UM CdCl; en medio nutritivo), y la expresidédn de estos
genes aumentd cuando se agregaron los OA (AC y AM, 50 uM
en medio nutritivo), neutralizando el estrés por MP. Cabe
mencionar que, durante la exposicién a AM, la expresidn
del O0OsNAS1 redujo (esto puede deberse a que la
disponibilidad de este acido no es compatible con los
requerimientos de nicotianamina para la circulacidén de
cationes), OsCDT1 (cadmium tolerance 1) aumentd su
expresién, y 0sSOD disminuyd su expresidédn (ver tabla
II) (Sebastian & Prasad, 2018).

Conclusién: E1 AM aumenta la productividad vegetal al
promover el crecimiento y desarrollo de 1las plantas,
mitigar el estrés por MPs, modular la actividad de genes
relacionados con metabolitos protectores del estrés
abidético, y quelar/secuestrar MPs. Al ser un producto
natural es una herramienta econdmica de sintetizar vy
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aplicar a los cultivos.
2.1.3 Acido oxalico

El 4cido ox&dlico (AOx) es un acido dicarboxilico simple y
fuerte, con constantes de disociacidn de pKi = 1,46 vy pKz
= 4,40 (Franceschi & Nakata, 2005). El1 AOx y su base
conjugada oxalato puede formar sales con K*, Ca?*, Mg?*, vy
Cu?t siendo el més importante el oxalato de Ca
(CaOx; (Franceschi & Nakata, 2005)), cumpliendo un
importante rol en la regulacidédn no solo de Ca sino también
de otros iones y MPs, ya que este se acumula dentro de
las vacuolas de células especializadas llamadas
idioblastos (Nakata, 2003). El AOx y su base conjugada
tiene un potente efecto quelador de los MPs Cd?*, Zn?2*,
Pb2*, Mn?*, efecto que ha sido demostrado en cultivos como
la mostaza. En este caso, semillas fueron crecidas en
suelos que presentan contaminacidén por Cd?* y Zn?*. La
toxicidad inducida por estos MPs impuso una serie de
respuestas, entre ellas caida en la actividad de enzimas
antioxidantes como fenilalanina amonio liasa (PAL),
polifenol oxidasa (PPO), CAT, ademéds de reducir el peso
seco y humedo de las plantas. Para aliviar los sintomas
producidos por la contaminacién por estos MPs, se
agregaron distintos tipos de quelantes (5 mM de EDTA, AC
0 AOx). Si bien el EDTA es muy efectivo como gquelante de
MPs, su aplicacidén presentd efectos negativos en 1la
actividad de PPO, y reducciones de la biomasa de brotes y
raices en un 58,4% y 72,6%. Sin embargo, el tratamiento
con 5 mM de AOx, no tuvo ese efecto; por el contrario,
mejord significativamente los parametros como la
actividad antioxidante de PAL, PPO y CAT, el peso seco y
huimedo de las planta y raices (Guo et al., 2019%a). En otro
estudio més reciente, la aplicacidén foliar de 2,5 mM de
AOx més &acido indol-acético (IAA) en Sedum alfredii
resultd en la biomasa total méds alta y un ligero aumento
en el contenido de Cd?' o Pb?" de los brotes en comparacién
con el control, y mejord la absorcidén de nutrientes como
K en un 38.3% respecto del control. Sin embargo, disminuyd
iones como Ca y Mg en un 35.2% y un 14.3% respectivamente
(Liang et al., 202la). En estudios similares, se aplicd
AOx al garbanzo (Cicer arietinum) cuyas semillas fueron
bafiadas en una solucidén acuosa de CdCl, 200 upuM, para luego
ser lavadas nuevamente en 100 uM de AOx. Se midieron
pardmetros fisioldégicos marcadores de estrés como
peroxidacidn de lipidos (concentracidn de MDA) ,
determinacidén del contenido de perdxido de hidrdgeno, el
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contenido de grupos carbonilo en proteinas,
cuantificacidn de nicotinamidas (NADP*/NAD*) ,
determinacidén del contenido de glutatidén y actividad de
enzimas glutatidén peroxidasa y glutatidédn reductasa. En
raices W% brotes, el estrés por cdz2+ aumentod
considerablemente la cantidad de MDA, el contenido de
grupos carbonilo en proteinas, y el contenido de perdxido
de hidrbégeno. La aplicacidén exdgena de AOx alivid
significativamente estos sintomas, marcando valores
similares a los valores del grupo control. La exposicidn
de semillas en germinacidén al estrés por Cd provocd un
28% y un 36% de disminucién de la relacidén GSH/GSSG en
raices y brotes, respectivamente, en comparacidén con los
controles, un marcado incremento en la actividad de GPX
(62% yv 77% en raices y brotes, respectivamente, debido a
que es la enzima responsable de reciclar a las enzimas
antioxidantes) y GR (506% y 77% en raices y brotes,
respectivamente; ver tabla II). Nuevamente en presencia
de AOx, estas enzimas marcaron valores similares a los
dados por las plantas sin estrés. En presencia de Cd?f, el
balance de nicotinamidas (NADP*/NAD*) 'y sus formas
reducidas (NADH® NADPH), en brotes aumentd en un 37%. El
AOx exbgeno contrarresta el efecto adverso del Cd?*f sobre
la homeostasis de las nicotinamidas, manifestado por la
restauracién del equilibrio entre formas oxidadas vy
reducidas (Sakouhi et al., 2021a).

Conclusién: La aplicacidén exdgena de este AO puede ser
una alternativa de bajo costo y ecoamigable para cultivos
que se encuentren bajo contaminacidén por MPs, no solo por
productividad vegetal, sino porque es un potente quelador
sin efectos secundarios como el EDTA.

2.1.4 Acido lipoico

El &4cido lipoico (&cido 6,8-diticoctanoico, AL) es una
molécula de 8 carbonos, cofactor fundamental para la
actividad de cinco complejos enzimaticos que forman parte
del metabolismo central: oa-cetoglutarato deshidrogenasa
(KGDH) , piruvato deshidrogenasa (PDH) , glicina
descarboxilasa (GDC), o-ketodcido deshidrogenasas de
cadena ramificada (BCDH) y acetoin deshidrogenasa (AoDH)
(Mooney et al., 2002; Perham, 2000). El1 AL y su forma
reducida ADHL (Navari-Izzo et al., 2002; Turk et al.,
2018a) tienen actividad antioxidante y capacidad de quelar
MPs; AL puede quelar metales como Mn?*, Cu?t, Zn2* y Pb?*,
mientras que ADHL puede quelar Fe (tanto Fe?* y Fe3*), Co?*,
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Ni2+, Cu2?*, 7Zn?*f, Pb?" y Hg?'. Aunque estd bien documentado
que AL tiene la capacidad para quelar iones metalicos
ademas de propiedades antioxidantes (Sgherri et al.,
2002b), existen pocos estudios sobre los posibles efectos
mejoradores de AL en plantas expuestas a toxicidad por
MPs. Uno de ellos es el realizado por (Turk et al., 2018a),
donde se demostrd el efecto fisioldgico y biogquimico
relacionado con la aplicacién de AL en semillas de trigo
(Triticum aestivum L.), donde estas fueron embebidas con
una solucidén de 1.5 mM Pb (NO3)2 més 2 uM de AL. Se, observd
que la aplicacidén exdbgena de AL es capaz de mitigar los
efectos negativos producidos por contaminacidén por PbZt en
los vastagos, como la actividad de la enzima amilasa.
Especificamente, esta enzima reduce significativamente su
actividad en presencia de Pb2?f, pero la aplicacidén de AL
aument6 la actividad de la amilasa en el endosperma en un
20% respecto del control. Ademds, el tratamiento con Pbzt
aumentd significativamente las cantidades de 02-~ y H202 en
un 42 y 58% respectivamente, pero la presencia de AL
redujo las cantidades de 02 y H202 en un 19 y 20%
respectivamente. La presencia de Pb marca también un
aumento de 37% en la peroxidacién de lipidos, mientras
que en vastagos que recibieron tratamiento con AL bajaron
14 y 13%. Otras enzimas como SOD también aumentan su
actividad en presencia de este MP en un 25,8% respecto
del control. Las plantas tratadas con AL disminuyeron la
actividad de SOD en un 10%, aunque la de otras enzimas
como GPX, GR y APX no fue afectada con AL (ver tabla II).
La presencia de AL marcd también el aumento de GSH e
incrementd el radio de GSH/GSSH, incluso sin estrés por
PbZt.

Conclusién: Considerando lo mencionado y pesar de gque no
hay muchos estudios que apliquen AL exdgeno para aliviar
sintomas por MPs, no deja ser una alternativa para la
fitorremediacidédn i) es un excelente quelador de MPs; ii)
es un cofactor de enzimas del metabolismo primario; iii)
AL y ADHL tienen actividad antioxidante y regenerador de
otras enzimas antioxidantes. Sin embargo, hay que
considerar el costo de produccidén del AL y la presencia
de S en su estructura (que puede implicar un problema
mediocambiental) .

2.2 Fitohormonas

2.2.1 Acido salicilico
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El &cido salicilico (AS, &cido ortho-hydroxybenzoico) es
una fitohormona fendélica presente en el reino vegetal,
importante regulador de procesos como la termogénesis,
sefializacidén de las plantas, regulador de la morfologia
de las plantas, desarrollo, floracidén y cierre de las
estomas. También participa como mediador en el estrés
bidético como defensa contra patdgenos y estrés abidtico
como contaminacién por MP (Sharma et al., 2020a).

Existen multiples reportes que la aplicacidn exdbgena de
AS puede aliviar los sintomas fisioldgicos dados por 1la
contaminacidén de MPs como Cu?*, Cd2?*, Pb?2*, As3*, Ni?*, Crt*e,
(Li et al., 2019; Lu et al., 2018; Metwally et al., 2003;
Moustafa-Farag et al., 2020; Safari et al., 201%a; Sihag
et al., 2019; Zawoznik et al., 2007). El suplemento de AS
exdbgeno ha sido probado en muchos cultivos como papas
(Solanum tuberosum). Explantes de este cultivo fueron
expuestas a Cd?* (200 uM CdCl,) y aplicacién foliar de AS
(600 pM AS), donde mejord pardmetros reducidos por el
estrés por Cd?*, como el contenido relativo de agua
(relative water content, RWC), la cantidad de clorofila y
prolina, Jjunto con disminuir el MDA y ERO (H202 y 02) (Li
et al., 2019). En otra investigacidén usando toronjil
(Melissa officinalis), en presencia de Ni2* (desde 0 a 500
uM, NiCl,.6H20) en solucidn nutritiva, la aplicacidén de AS
(1,0 mM) por aspersién manual, contrarrestd los efectos
negativos de la contaminacidén de este MP (Safari et al.,

2019) . Ademés, en cebada (Hordeum vulgare) en
contaminacién por Cd2?* (25 uM), la presencia de AS exdgeno
(0,5 mM) tuvo efectos similares a los descritos
previamente (ver tabla II) (Zawoznik et al., 2007).

En lo referente a la parte molecular, se mididé 1la
expresién de dos genes en plantas de toronjil expuestas a
contaminacidén por Hg?* (HgCl», 50 uM en solucidn
nutritiva), clorofila sintasa (CHLG), clave para la
formaciédn de clorofila, proceso muy sensible al estrés
por MPs) y PAL, requerido para la formacidén de
fenilpropanoides (y AS) importante para la aclimatacidén a
estrés abidético. La exposicidédn a Hg?f, redujo la expresiodn
de CHLG en un 36,90% en comparacidén con el control,
mientras que PAL aumentd su expresidédn. La aplicacidén de
AS (50 uM, en solucidén nutritiva), aumentd la expresidn
de CHLG mientras la de PAL disminuyd, lo gque sugiere que
AS tendria un rol importante en la regulacidén de genes
relacionados con la biosintesis de compuestos fendlicos.
En otro estudio donde semillas de maiz fueron expuestas a
estrés por Pb2* (2,5 mM), los genes evaluados fueron ZmACS6
y ZmSAMD (involucrados en el metabolismo de la metionina,
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precursor de etileno y de poliaminas). Bajo la influencia
de Pb?*, estos genes aumentaron su expresién (en raices)
72% y 76%, respectivamente, mientras gque en Dbrotes fue
fuertemente inhibida en un 52% y 70% respectivamente. El
tratamiento con AS (0.5 mM) contrarrestd estos cambios en
la transcripcidn de ZmACS6 y ZmSAMD; disminuyeron en las
raices mientras que se regularon al alza en los brotes de
las plantas de maiz, lo que sugiere que AS tendria un rol
en la sintesis de etileno y la tolerancia al estrés por
MP (Zanganeh et al., 2018). La importancia de AS exdgeno
también se demuestra en la regulacidén del crecimiento,
contenido de pigmentos, antioxidantes enzimaticos y no
enzimdticos y expresidén génica en pléantulas de mostaza
expuestas a diferentes concentraciones de Pb2* (0,25, 0,50
y 0,75 mM, en medio nutritivo). En un anadlisis de 1la
expresién, POD, DHAR, GST y GR disminuyeron su expresidn
(0.94, 0.49, 0.64 y 0.90-veces, respectivamente) con Pb2*
solo. Sin embargo, el tratamiento de AS (1 mM, en remojo
de semillas) administrada a vaAstagos estresados con Pb2*
condujo a una mejora madxima en la expresidén de CAT: 4.08-
veces, POD: 4,96-veces, GR: 3,24-veces, DHAR: 3,57-
veces), y GST: 2,03-veces (ver tabla II) (Kohli et al.,
2018) .

Conclusién: Al igual que otros AOs, este OA mejora
parametros morfoldgicos, fisiolbgicos y modula la
expresién de genes relacionados con su propia biosintesis
y otros genes relacionados con la tolerancia a MPs vy
metaloides. Este AO en particular, puede ser especialmente
importante para cultivos comerciales vya que es una
fitohormona que cumple funciones como sefializacidn,
crecimiento, desarrollo, floracidén, morfologia, etc.

2.2.2 Acido jasménico

El &cido jasmébénico (AJ) y sus derivados los jasmonatos
(JAs) son fitohormonas lipidicas pertenecientes al grupo
de las oxilipinas. Fueron descubiertas en 1962 cuando se
aisld el compuesto volatil metil jasmonato (MJ o MeJA)
como el componente principal de la esencia del jazmin.
Esta fitohormona es parte de procesos como la adaptacidn
al estrés, crecimiento reproductivo de las plantas,

movimiento, etc. (Raza et al., 2021).
En lo referente a la parte fisioldgica, la aplicacidén de
AJ (y sus derivados) permite aliviar los sintomas

producidos por la contaminacidén por MP y metaloides Créf,
As3t, Ni2*, Cd?*, Pb2?t, Cu?*. La aplicacidédn de Cré* (150 vy
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300 uM, en solucidén cerca de la raiz) en plantas de Choy
sum (Brassica parachinensis) genera una caida en
parametros morfoldgicos como longitud de la raiz, altura
de la planta, peso fresco y seco de la raiz y brotes, el
numero de hojas, contenido de <clorofila (a vy b),
carotenoides, absorcidén de nutrientes (Cr, K*, Ca?*, Mn<%,
Fe2*, 7Zn2*), con aumentos en la actividad de enzimas
antioxidantes lipoxigenasa (LOX), SOD, CAT, APX, GR, GST,
MDHAR, DHAR, glyoxalasa I (Gly I) y glyoxalasa II (Gly
IT), y en los niveles de MDA, metilglioxal (MG), y H20>.
Sin embargo, la aplicacidén foliar (5, 10, 20 uM) de AJ
permite neutralizar los efectos tdéxicos del Cr?*, siendo
20 uM el tratamiento més efectivo en la recuperacién de
los parédmetros morfoldgicos, la cantidad de pigmentos
fotosintéticos, el intercambio gaseoso, ademas que redujo
la absorcidén de Cr4* por parte de las raices y restablecid
la homeostasis de minerales (K*, Ca?f, Mn?t, Fe?*, 7Zn?*). Se
observa un efecto reforzante del AJ sobre las enzimas
antioxidantes LOX, SOD, CAT, APX, GR, GST, MDHAR y DHAR.
El Gly I mejord su actividad significativamente cuando se
aplicé AJ (20 uM) y a la vez restaurd la actividad de Gly
IT a valores Dbasales. El1 AJ exdégeno también permite la
reduccidén de los niveles de MDA, Hz02 y MG (Kamran et al.,
2021) . En otros cultivos como trigo (100 uM CdCl; mas MJ
10 uM) en spray en los brotes (Kaya et al., 2021), frijoles
corredores (Phaseolus coccineus, con 50 uM CuSOs y MJ 10
UM en medio nutritivo Hanaka et al., 2016), alfalfa (100
uM CuSOs vy AJ (1, 5, 10 nM) en medio nutritivo; Dai et
al., 2020), y arroz (150 y 300 uM Pb(NO3)2 y MJ (0.5 y 1
uM)), también mejoran los parametros fisioldégicos al
aplicar este AO (ver tabla II). En este tltimo estudio,
se demostrd que el MJ puede modular la expresidédn de
ciertos genes tales como HMAs, pPCs1, PCS2 vy ABCCI
(transportador de Cd hacia la vacuola) (Salavati et al.,
2021) . La toxicidad del Pb aumentd la expresidén de HMAZ
(involucrado en el transporte de Cd?* hacia los brotes),
HMA3 y HMA4 (transportadores de Cd?' hacia la vacuola), vy
también incrementdé la expresidén de PCSI, PCS2 y ABCCI.
Cuando se aplicé MJ exdgeno, la expresidédn de HMAZ
disminuydé, mientras que la expresidén HMA3, HMA4 se
incrementd al igual que PCS1, PCS2 y ABCCI (Salavati et
al., 2021). Actividad similar se observa cuando a plantas
de arroz se les aplica As (25 y 50 uM en medio nutritivo)
y MJ (0,5 vy 1 uM, en medio nutritivo). Los efectos de MJ
son similares, en términos de restauracidén de parédmetros
morfoldgicos (peso seco total) y fisioldgicos (cantidad
de clorofila a, b; carotenoides). Asi mismo, el MJ redujo
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la absorcién de As3" en las raices y hojas, aumentd
significativamente la cantidad de AJ enddgeno
(especialmente en las plantas tratadas con 1 uM MJ) vy
redujo la cantidad de MDA y H»02. El1l tratamiento con MJ
también potencidé la actividad de enzimas antioxidantes
(APX, SOD, CAT) y de antioxidantes no enzimaticos (AsA,
DHA, GSH). En la parte molecular, la expresidédn de ciertos
genes relacionados con transportadores de arsenito (As3')
y de Fe2t fueron alteradas. Dado que el arsenito y el
fosfato posee similitudes fisicoquimicas, el flujo de
arsenito es mediado por transportadores de fosfato, Lsil
media el flujo de arsenito, mientras que Lsi2 transporta
arsenito a las partes aéreas de la planta de arroz. Por
otro lado, el transporte de Fe (Fe3') puede ser mediado
por OsNRAMPS5 (también tiene la capacidad de transportar
Cd2*, Mn2?* vy As3*), 0sYSL2 (en conjunto con el A&cido
mugineico) y OsFRDL1. Sin embargo, arroz también puede
transportar Fe?* con OsIRT1. Cuando se aplicd As3t (25 vy
50 uM), la expresidén de los transportadores de As (Lsil,
Lsi2 y Lsi6) aumentd significativamente, donde Lsil subid
4.9 y 6.4 veces (en variedades de arroz T. hashemi vy
Fajr), y Lsié 3.6 a 3.5 veces de cambio a 50 uM en
variedades de arroz T. hashemi y Fajr, respectivamente.
Aumentd también la expresién de Nrampl, Nramp5 y IRO6,
mientras la de OsFRD1 y 0OsYSLZ2 disminuydé. La co-aplicacién
de MJ (1 uM) mas As3' redujo la expresidédn de Lsil, Lsi2 y
Lsi6, Nrampl, Nramp5, lo cual podria estar indicando que
las plantas de arroz tienen una reduccidén de transporte
de As. Mientras que transportadores de Fe IR0O6, FRDLI vy
YSL2 (madximo a 50 uM) aumentaron su expresidén, lo cual
indica gue hay mayor transporte de Fe en las plantas de
arroz (Mousavi et al., 2020). En otro ejemplo, semillas
de tomate fueron remojadas en solucidén con AJ (100 nM)
por 4 horas para neutralizar los efectos nocivos de Pb2t
(0.25, 0.50 y 0.75 mM). Los resultados indican que el AJ
exdbgeno permitidé incrementar RWC, contenido de pigmentos
fotosintéticos totales, metabolitos secundarios
(flavonoides, antocianinas, xantofilas, polifenoles), vy
se elevd la cantidad de acido citrico, succinico, fuméarico
y mdlico en vastagos expuestas a 0,75 mM Pb2t mads 100 nM
AJ, en comparacidén con las plantulas solo expuestas a
Pb2t. También hay cambios en la expresidén de genes cuando
se aplica AJ (més Pb), con caidas en la expresidén de
citrato sintasa, malato sintasa y clorofilasa, y aumentos
en la expresidén de succinato deshidrogenasa, fumarato
hidratasa, chalcona sintasa y fenilalanina amonia liasa
(Bali et al., 2019).
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A parte de los genes mencionados, existen reportes que
indica que la contaminacién por MPs induce la expresiodn
de genes relacionados con la biosintesis de AJ. En arroz,
se ha demostrado que el Cu?f(100 uM, CuClz en el medio
nutritivo) aumenta la expresién de genes que codifican
enzimas relacionadas con la biosintesis de JA tales como
fosfolipasa, LOX, 12-Oxo-PDAreductasa, y aleno oxidasa
sintasa AOS (Lin et al., 2013). Con la exposicidén a As5*
(5 a 200 uM, As>* como NayHAsOsz, por riego) se hizo un
andlisis transcriptdémico identificando cambios de siete
genes, incluidos 0OsDAD1; 2, OsDADI1; 3, OsLOXZ2; 1, 0OsLOXZ2;
3, 0OsA0S1, 0sA0S2 y 0OsAIMI con funciones putativas en 1la
biosintesis de JA (Huang et al., 2012). Niveles de
expresiédn aumentados de los supuestos OsDAD, 0OsLOX, OsAOS
y O0sAOC son ubicuamente detectado en plantas de arroz con
los tratamientos de Cu (ver tabla II) (Lin et al., 2013).

Conclusién: E1 AJ es un AO y también una fitohormona, que
al igual que el AS tienen una importancia especial en
cultivos comerciales, porque aumentan parametros
similares (morfologia y fisiologia de la planta),
quelacién de MPs, comportamiento en términos de expresiodn,
ademas de que la aplicacidén exdbgena de AJ aumenta la
cantidad de metabolitos secundarios como flavonoides,
polifenoles (aumentan la tolerancia al estrés abidtico) y
de otros AOs que también tienen la capacidad de quelar
MPs.

2.3 Acidos fendlicos
2.3.1 Acido galico

El &4cido galico (AG; éacido 3,4,5-trifidroxil-benzoico),
es un acido fendlico ampliamente distribuido en muchas
familias de plantas y presente en las distintas partes de
éstas como raices, hojas, semillas, tallos/troncos vy
frutas (Daglia et al., 2014). El1 efecto protector del AG
y de los &cidos fendlicos tiene correlacidédn por su poder
antioxidante vy captador de radicales 1libres, efectos
quelantes de metales, inhibicidén de diferentes enzimas,
incluyendo telomerasa, cicloxigenasa y lipoxigenasa, asi
como su capacidad potencial para interactuar con las vias
de transduccidén de sefiales y los receptores celulares
(Daglia, 2012). Es un metabolito secundario de las plantas
y proviene principalmente de la ruta del shikimato, a
partir de 3-4cido deshidroeshikimico (Bontpart et al.,
20106) . Para evaluar la expresién de las enzimas
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involucradas en la sintesis de AG bajo estrés por MPs,
brotes de porotos (Phaseolus vulgaris) se expusieron a
Pb2t y Cd?* (1 y 10 uM CdClz y PbCl,, en medio nutritivo;
ver tabla II). Se obtuvo un descenso en su actividad, ya
sea por exceso de produccién de ERO o por inhibicidén de
la actividad enzimética producto de la interaccidén del
Pb?* con proteinas ricas en tioles que contienen sitios de
unién a Zn?* (Tavsan & Kayali, 2018). El posible mecanismo
del AG mejorando la resistencia y/o tolerancia al estrés
por MPs no ha sido dilucidado; aun asi, la evidencia
demuestra que el AG tiene efectos positivos en los
cultivos expuestos a MPs. Estos efectos fisioldgicos se
resumen en I) limitar el exceso de excitacidén de 1la
clorofila, II) reduccidn de ERO y peroxidacidédn de lipidos,
III) aumentar la capacidad antioxidante (Saidi et al.,
2021) . El AG ha demostrado tener potencial como
fertilizante natural (sin contaminacidn por MPs) ,
especialmente porque es un excelente neutralizador de ERO
y radicales libres (H202 y 027), ademds de incrementar
otros paradmetros como la tasa de germinacidn, longitud de
raices y vastagos, y la cantidad de clorofila total vy
carotenoides. En el cultivo de arroz, se ha demostrado
que mas AG (60 upg mL!) puede aumentar la expresidén de
genes relacionados con actividad antioxidante como PAL
(5.33 veces de cambio), CHS (4.19 veces) y OsWRKY71 (3.15

veces). PAL y CHS son las enzimas claves de la via
fenilpropanoide que produce compuestos fendlicos y de
biosintesis de flavonoides/isoflavonoides

respectivamente, mientras se ha informado que OsWRKY71l es
inducida por moléculas de sefializaciédn como MJ. Por otro
lado, LOX disminuyd su expresidn en presencia de AG (Singh
et al., 2017). En lo referente a la contaminacibén por MPs,
este acido fendlico puede aliviar los sintomas
fisioldgicos que se producen por el estrés por Cd2f.
Semillas de girasol irrigadas con 20 uM CdCl: (en solucidn
nutritiva) sufrieron caidas en la cantidad de clorofila
(51% menos), el total de tioles (47% menos), CAT (48%
menos), APX (46% menos) y GR (50% menos), e incrementos
en los niveles enddbgenos de Hx0, (2 veces de cambio), de
MDA (3 wveces), de EL (1,7 veces), de AsA (22,5% mas), y
de SOD (44% méas). Otro cambio notorio fue en la
composicién de lipidos neutrales que disminuyeron un 37%,
también los fosfolipidos en un 50% y galactolipidos en un
23%, aunque la cantidad de acidos grasos menos insaturados
o saturados aumentd. Sin embargo, el pretratamiento de
las semillas con AG (75 uM; en bafo) mejord todos estos
efectos: mayor contenido de clorofila (45% més), reduccidn
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de H202 (42% menos), MDA (38% menos), EL (30% menos) y AsA
(35% menos), y una regulacién de la actividad de SOD, CAT,
APX yv GR a valores similares al control sin Cd. Ademas,
aumentd la cantidad de fosfolipidos (40% mas) ,
galactolipidos (20% més), lipidos neutrales (28% méas) vy
el perfil de acidos grasos también se fortalecid
incrementando los acidos grasos insaturados y
disminuyendo los saturados (Saidi et al., 2021) .
Resultados similares se obtuvieron en brotes de maiz
crecidas en Cu?* (1 mM, en solucidén nutritiva), generando
sintomas similares descritos arriba como reduccién del
RWC, incremento de la produccidédn de prolina, reduccidn de
la actividad SOD, CAT, APX y GPX, e incrementos en la
produccidén de MDA, y H202. La aplicacidédn de AG (1,5 mM, en
solucidén nutritiva), redujo ERO, previno la oxidacidn de
lipidos e incrementd la actividad de enzimas antioxidantes
(Yetissin & Kurt, 2020). Otro trabajo similar, realizado
para determinar la efectividad de AG en la mantencidn de
la capacidad antioxidante, incluido el ciclo ascorbato-
glutatidén, su estado redox y la peroxidacidén de lipidos
fue realizado en trigo sometido a estrés por Cd2* (100 y
200 pM). Hubo wuna activacién de SOD y APX, pero
inactivacién de otras enzimas como CAT, POX, GR y NADPH
oxidasa (NOX), y el balance de GSH/GSSG se redujo durante
la exposicién a Cd. Mientras que el cotratamiento con AG
(25 uM, en solucidn nutritiva) resultd en un aumento en
el contenido de GSH (pero no en GSSG), y el ciclo de
ascorbato-glutatidn también fue inducido a
concentraciones mayores de AG (75 upM; ver tabla II;
Ozfidan-Konakci & Kabakci, 2020).

Conclusién: Al ser acido fendlico, AG tiene la capacidad
de quelar MPs, también es una molécula antioxidante,
captador de radicales libres, inhibe enzimas como
telomerasa, cicloxigenasa y lipoxigenasa, interactta con
vias de transduccién de sefiales vy los receptores
celulares. Aumenta las cantidades de fosfolipidos,
galactolipidos, lipidos neutrales y 4acidos grasos
insaturados. Al igual que otros AOs, tiene efecto sobre
la morfologia y fisiologia de las plantas. Aun no hay
estudios sobre la expresidén génica cuando se aplica AG a
las plantas.

2.3.2 Acido cafeico

El &acido cafeico (ACf; &cido 3, 4-dihidroxicinédmico) es
un A&cido cindmico vy un fenilpropanoide, metabolito
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secundario presente en todas las plantas, involucrado
inicialmente en 1la sintesis de 1lignina, pero también
cumple roles en la expansidén de las células, turgencia,
fototropismo, flujo de agua y crecimiento. En lo que
respecta a su sintesis, es un intermediario de la ruta
fenilpropanoide sintetizado a partir de fenilalanina o L-
tirosina (Riaz et al., 2018). E1 ACf y sus derivados son
conocidos por su rol en la tolerancia al estrés bidtico y
abidético como altas y bajas temperaturas, ataque de
patdgenos, estrés por MPs, estrés por sequia,
etc. (Imperato, 2006). En lo gue respecta al estrés por
MPs, se ha propuesto que el ACf genera I) cambios en la
pared celular aumentando su durabilidad, producto de la
acumulacidén de lignina (Diaz et al., 2001) y ITI)
neutralizando ERO, impidiendo la peroxidacidédn de lipidos,
y eliminando radicales anidénicos 0O2” y actividad gquelante
de metales (Fe) (Glulgin, 2006). Sin embargo, hay muy pocos
estudios sobre la aplicacidén exdbgena de ACEf sobre plantas
que estén bajo estrés por MPs, aunque considerando que
los AOs presentan comportamientos similares en términos
fisioldbgicos, se podria considerar que el ACf, siendo un
compuesto fendlico enddbgeno, permite a las plantas,
tolerar la contaminacidén por MPs. En lo que respecta a
una respuesta primaria de los cultivos sometidos a estrés
por MPs, se sabe que los compuestos fendélicos (como ACE,
dcido rosmarinico (éster del &cido cafeico), fenoles vy
flavonoides totales) aumentan su cantidad directamente
proporcional al tipo de estrés (Cd2* 0.2, 1.8 mmol L71),
Pb2t y Al3* (0.04, 0.16 mmol L7!) (do Prado et al., 2022).
También se destaca que el ACf es un importante precursor
de otros compuestos quimicos que tienen roles
fundamentales en la tolerancia al estrés por MPs, como
son el &cido fertUlico y melatonina (Lee et al., 2017;
Narnoliya et al., 2021). La enzima clave para la
conversidén es la O-metiltransferasa de ACf (COMT), que
cataliza la conversién de ACEf en acido fertlico, y también
en melatonina. Aunque COMT posee una afinidad
relativamente mayor por los sustratos (ACf o quercetina)
que producen lignina en condiciones normales, COMT puede
aparecer como una enzima critica para la biosintesis de
melatonina en condiciones de estrés. En una investigacién
donde se somete a semillas de alfalfa a estrés por Cu?’ y
Cd2* (250 wuM; por riego) se investigaron los genes
expresados diferencialmente (DEG) para identificar cuédles
de ellos estarian siendo regulados por este tipo de
estrés, resaltando que COMT estd siendo sobreexpresado
durante la exposicién a Cd?* (Lee et al., 2015). La
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melatonina (como metabolito final) también tiene un rol
en la tolerancia al estrés por MPs (ver tabla 1II).
Especificamente, en un estudio se demostrd que la
melatonina (50 y 100 uM, en medio nutritivo) puede aliviar
los sintomas producidos por Al3* y Cd?* (25 uM, en medio
nutritivo) en brotes de canola. Estos MPs causaron el
desarrollo de sintomas como menor biomasa, cantidad de
pigmentos fotosintéticos (clorofila y carotenoides), vy
actividad de enzimas antioxidantes (APX, CAT, POD y SOD)
y mayor contenido de MDA y Hz02. La aplicacién exdgena de
melatonina permitidé equilibrar los distintos parédmetros
disminuidos y reducir los indicadores de peroxidacién de
lipidos. En todo caso, lo interesante de este estudio es
que también se mide la expresidédn de una familia de genes
que estdn involucrados en la transformacién del ACEf a
melatonina (BnCOMT) bajo estrés de Al3* y Cd2?*. Cuando se
aplicdé el tratamiento con melatonina, los genes BnCOMT-1,
-5 y -8 aumentaron su expresidn, mientras la de BnCOMT-4
y -6 cayd (Sami et al., 2020). Aunque el ACf estd jugando
un rol secundario en la respuesta de las plantas al estrés
por MPs, no deja de ser menos importante, ya que, como
precursor de moléculas fundamentales (lignina,
melatonina, &cido fertlico), es necesario que haya un
reservorio de este compuesto, lo gque sugiere que otros
genes catalizadores de la conversidén a acido cafeico (PAL,
etc.) también podrian estar sobreexpresados en
condiciones de estrés abidtico.

Conclusién: Cuando se aplica el ACf se esperaria que
hubiera un efecto similar a otros AOs (quelacidén de MP,
respuesta morfoldgica, fisioldgica, etc.), puesto gue no
hay estudios que indiquen el efecto directo de 1la
aplicacién de este &cido a plantas bajo estrés por MPs.
Lo que lleva a diferenciar este AO de otros es el efecto
secundario que se espera obtener a partir de 1la
aplicacidén, esto es la capacidad de fortalecer la pared
celular vegetal ya que es un precursor de la lignina y de
melatonina (que cumpliria funciones similares a AOs),
ademés que, en condiciones de contaminacidén por CdZt, se
observé que los genes claves en la conversién de ACEf a
melatonina estadn siendo sobreexpresados. Por lo tanto,
este AO estaria Jjugando un papel importante en 1la
tolerancia a MPs.
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Figura 2. Esquema que representa la respuesta de la planta por contaminacidén a MPs. La respuesta parte
desde las raices, estructuras que exudan AOs para aumentar o disminuir la solubilidad de los MPs. Los
AOs ingresan con ayuda de bombas localizadas en la membrana celular o via apoplasto. En el interior de
la célula, los MPs forman complejos AO-MP y son secuestradas hacia la vacuola a través de transportadores
ubicados en el tonoplasto o viajan via xilema hacia las partes aéreas de la planta.
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Acido organico Especie Estrés por MP Aplicacién de AO Expresién de genes Respuesta fisiolégica y Referencia

morfoldgica
Acido Citrico Brassica juncea Cd?* como CdCl: 0.6 mM en el Regulacidén positiva: Incremento: (Kaur et al.,

(0.6 mM) suelo PSY, CHS. crecimiento, biomasa, 2017b)
Regulacidén negativa: clorofilas totales,
CHLASE. carotenoides,
antocianinas,
flavonoides, parédmetros

de intercambio gaseoso,
actividad de enzimas

antioxidantes SOD, POD,
CAT, GPOX.
Decremento: MDA.
Oryza sativa Cd?** como CdCl: 50 uM en medio Regulacién positiva: Incremento: Biomasa, (Sebastian &
(25 uM) nutritivo OsNrampl, OsIRTI, pigmentos Prasad, 2018b)
OsHMA3, OsNASI. fotosintéticos,
Regulacidén negativa: actividad de enzimas
0sSOD, OsCAT. antioxidantes.
Decremento: contenido
de Cd en las hojas.
Oryza sativa Cd?** como CdCl: 5 mM por spray Regulacién positiva: Incremento: Contenido (Xue et al.,
(0.1, 0.6, 0.9, OsNrampl, 2, 3, 5. de Glu, Phe, His, Ser y 2021)
1.2, 2.4 mg kg) Thr, Arg; movilizacidén
de Mn, radio de Mn/Cd.
Decremento:
Movilizacidén de Cd.
Salix variegata Cd?** como CdCl: 100 uM en Regulacién positiva: Incremento: (Zhang et al.,
(50 uM) solucidén acuosa HMAl1, PCS1, HMAS3, Crecimiento, biomasa, 2020)
Nramp5, MTP1, MTP4, actividad de enzimas

HMA3, MT1A, MTZ2B.

antioxidantes SOD, POD,
CAT, APX, NTP, GSH, y
no-GSH NPT.
Decremento: MDA.

Solanum
lycopersicum y As®" como

Na:HAsO4 (10 uM)

Pb?" como Pb (NO3) 2

250 pM en
solucidn
nutritiva

Incremento: Radio de
crecimiento, pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes CAT, APX,
GR.
Decremento: MDA, dafio
al ADN.

(Kumar et al.,
2017)

Brassica napus Cu?* como CuSOq
(50,

100 uM)

2.5, 5 mM en
medio nutritivo

Incremento: Biomasa,
pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes CAT, POX,
SOD.

(Zaheer et

al.

’

2015b)
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Decremento: MDA, EL,
H202.

Brassica juncea

Cr® (100, 500
uM) en solucidn

2.5, 5 mM en
medio nutritivo

Incremento: Biomasa,
pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes SOD, POD,
CAT, APX.
Decremento: ROS, MDA.

(Afshan et
al., 2015Db)

Solanum nigram

Cd (50 mg
Cd?*) en suelo
seco

20 mM en suelo
seco

Incremento: Crecimiento
biomasa, peso de la
planta, actividad de
enzimas antioxidantes

SOD, POD.
Decremento: MDA.

(Gao et al.,
2010Db)

Zea mays Cd?* como CdCl: 0.25, 0.5, 1, 2 Incremento: Biomasa, (Anwer et al.,
(300 mg kg %) g kg™ por longitud de raices y 2012b)
irrigacién tallos.
Decremento: Absorcidn
de Cd.
Helianthus Cr* (5, 10, 2.5, 5 mM Incremento: (Amir et al.,
annuus 20 mg kg™) en Crecimiento, biomasa, 2020b)
suelo seco pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes.
Decremento: ERO, MDA.
Calendula Suelos 0.05, 0.1 mM en Incremento: Peso seco (Saffari &
officinalis enriquecidos con suelo de raices y tallos, Saffari,
cd?** (50, 100mg pigmentos 2020b)
kg™1) fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes SOD, CAT,
APX.
Decremento: MDA, H20:.
Salix viminalis Cd?* como Cd(NOs):2 20 mM en Incremento: Biomasa,

(3, 6 mg kg?) en
spray

solucidén acuosa

absorcién Cd, pigmentos
fotosintéticos,
intercambio gaseoso de
las hojas, radio
fotosintético.
Decremento: Contenido
de Pro.

(Arsenov et
al., 2020)
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Larix olgensis

Pb2+
como Pb (NO3) 2
(100 mg kg™*)

0.2, 1, 5, 10 mM
por irrigacién y
spray foliar

Incremento: Radio de
supervivencia, biomasa,
pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes SOD, POX,
contenido de Pro.
Decremento: contenido
de Pb, MDA.

(Song et al.,
2018)

Typha latifolia

Pb?* como Pb (NO3) 2
y Hg como HgSOs
(0, 1, 2.5, 5
mM) en medio
nutritivo

5 mM en medio
nutritivo

Incremento: Biomasa de
raiz, tallo y hoja,
4drea y numero de hojas,
peso de la planta y
raiz, longitud de la
raiz, pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes SOD, POX,
CAT, APX.
Decremento: MDA, EL,
ERO.

(Amir et al.,
2020Db)

Acido malico Salix variegata

Cd?** como CdCl:
(50 uM) en
solucidén acuosa

100 uM en
solucidén acuosa

Regulacidén positiva:
HMA1l, PCS1, HMA3,
Nrampb, MTP4.

Incremento:
Crecimiento, biomasa,
actividad de enzimas

(Zhang et al.,
2020)

Regulacidén negativa: antioxidantes SOD, POD,
MTP1, HMA3, MTIA. CAT, APX, NPT, GSH, no-
GSH NPT.
Decremento: MDA.
Miscanthus Cd?** como CdCl: 100 uM en Regulacidén positiva: Incremento: (Guo et al.,
Sacchariflorus (100 pM) en soluciédén Cu/Zn-SOD, POD1, GPX1, Crecimiento, longitud 2017)
solucidén nutritiva GST1, MDHAR, DHAR. de tallo y raices,
nutritiva Regulacidén negativa: capacidad antioxidante
CATI. total, pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes SOD, CAT,
POD, APX, GR, GPX y
GST; concentracidn GSH
y GSSG.
Decremento: MDA, ERO
Oryza sativa Cd?** como CdCl: 50 uM en Regulacidén positiva: Incremento: Biomasa, (Sebastian &
(25 uM) solucidn 0sCDT1, OsNrampl, pigmentos Prasad, 2018b)
nutritiva OsIRT1, HMAS3. fotosintéticos,
Regulacidén negativa: actividad de enzimas
OsNAS1, 0sSOD. antioxidantes.
Decremento: Contenido

de Cd en las hojas.
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Brassica juncea

Ni?* como NiSO4 0.5, 1, 5 mM en

Incremento:

(Qiu et al.,

(0.003 mM) en solucidn Concentracién de Ni en 2009Db)
solucidén nutritiva las hojas.
nutritiva Decremento: Biomasa de
las hojas, absorcidén de
Ni en las hojas.
Alyssum corsicum Ni?* como NiSO4 0.5, 1, 5 mM en Incremento: Biomasa (Qiu et al.,
(0.3 mM) en soluciédn tallo y raiz. 2009b)
solucidén nutritiva Decremento:
nutritiva Concentracién de Ni en
los tallos.
Spinacea Pb%* (2.42, 4.83 2.4 mM en Incremento: Biomasa, (Khan et al.,
oleracea mM) en solucidn soluciédn longitud del tallo, 2016)
nutritiva nutritiva pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes SOD,
GPOX, CAT, APX, AsA,
compuestos fendlicos
totales.
Decremento: MDA, ERO,
contenido de
flavonoides.
Zea mays Suelo 0.1 mM en Incremento: Peso seco (Ghasemi-
contaminado con solucidén del tallo, Absorcidén de Fasaei, 2012)
250 mg Ni kg nutritiva Ni (el suelo se
encuentra sin P).
Decremento: Eficiencia
de absorcidén de Ni (el
suelo se encuentra con
P) .
Helianthus Cd?* como CdCl:, (5 250, 500 uM en Incremento: (Hawrylak-
annuus uM) en solucidn solucidn Crecimiento, biomasa, Nowak et al.,
nutritiva nutritiva longitud de tallo y 2015)
raiz, pigmentos
fotosintéticos,
Contenido de AO,
actividad de
deshidrogenasas de la
raiz.
Decremento: ERO, H20:.
Acido oxalico Brassica juncea Cd y Zn Sistema de riego Incremento: Biomasa, (Guo et al.,

resultado de las por goteo (5 mM)
emisiones de
residuos de
fundicidén

peso seco de raiz y
brotes, movilizacién de
Zn y Cd, actividad de
enzimas antioxidantes
PAL, PPO y CAT.

2019Db)
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Sedum alfredii Cd** (10.71 mg 2.5 mM por spray - Incremento: Biomasa, (Liang et al.,
kg™) y Pb (438.4 foliar crecimiento de la 2021Db)
mg kg?') en planta, movilizacién de
suelos Cd y Pb, pigmentos
contaminados fotosintéticos,
contenido de K.
Decremento: MDA.
Cicer arietinum Cd?* como CdCl: 100 uM en - Incremento: Crecimiento (Sakouhi et

(200 pM) por
imbibicién de
las semillas

solucidén acuosa

de raiz y tallo,
actividad de enzimas
antioxidantes GPX, GR,

estado redox del

al., 2021b)

glutatidén, radio
NADP+/NAD+, radio NADH+
NADPH.
Decremento: MDA, ERO,
contenido de los grupos
carbonilos.

Acido lipoico Triticum Pb?* como Pb (NO3): 2 uM por - Incremento: Actividad (Turk et al.,
aestivum (1.5 mM) por imbibicidén de enzimatica de la 2018Db)
imbibicidén de las semillas amilasa, radio SOD,
las semillas GSH, GSH/GSSH.

Decremento: 0% y Hz0:.
Acido jasménico Oryza sativa Pb?* como Pb (NO3) 2 0.5, 1 uM en Regulacién positiva: Incremento: (Salavati et
(150, 300 uM) en solucidn HMA3, HMA4, PCS1, Crecimiento, pigmentos al., 2021)
solucién hidropénica PCS2, ABCCI. fotosintéticos, Pro.
hidropénica Regulacidén negativa: Decremento: MDA, ERO.
HMAZ.

Oryza sativa As** (0, 25, 0.5, 1 uM MJ en Regulacidén positiva: Incremento: Altura, (Mousavi et
50 pM) en solucidén IRO6, FRDL1, YSL2. biomasa, pigmentos al., 2020)
solucidén hidropénica Regulacidén negativa: fotosintéticos,

hidropénica Lsil, Lsi2, Lsié, contenido enddgeno de
Nrampl, Nramp5. AJ, actividad de

enzimas antioxidantes

CAT, SOD, APX, POD.

Decremento: MDA, ERO,

concentracién de As en
hojas y raices.

Solanum Pb%* (0, 0.25, 100 nM por Regulacidén positiva: Incremento: RWC, (Bali et al.,

lycopersicum 0.50, 0.75 mM) imbibicidén de succinil CoA ligasa, pigmentos 2019)

en papel filtro las semillas succinato fotosintéticos,
deshidrogenasa, moléculas

fumarato hidratasa, antioxidantes.
CHS, PAL. Decremento:

Regulacién negativa:
CHLASE, CS, malato
sintasa.

Concentracién de Pb.
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Arabidopsis Cd** como CdCl, 0.01, 0.025 uM Regulacidén negativa: Incremento: Contenido (Lei et al.,
thaliana (50 uM) en MJ en solucidn AtIRT1, AtHMA2, de Cd en la pared 2020)
solucidén nutritiva AtHMA4. celular.
nutritiva Decremento: Clorosis,
contenido de Cd en la
savia de las células de
brotes y raices.
Brassica Cr® como K:Cr:0; 5, 10, 20 puM por - Incremento: (Kamran et
parachinensis (150, 300 uM) en spray foliar Crecimiento, biomasa, al., 2021)
solucidn altura de las plantas,
numero y area de las
hojas, pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes SOD, APX,
CAT, GPX, GST, GCR,
MDHAR, DHAR, contenido
de AsA y GSH.
Decremento: MDA, ERO,
absorcién de Cr.
Triticum Cd?* como CdCl: 10 uM MJ por - Incremento: (Kaya et al.,
aestivum (100 uM) en spray foliar Crecimiento, biomasa, 2021)
solucién RWC, pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes CAT, SOD.
Decremento: MDA, ERO,
clorosis.
Phaseolus Cu?* como CuSOq 10 mM MJ - Incremento: Actividad (Hanaka et
coccineus (50 uM) en preincubacibén en de enzimas al., 2016)
solucidén solucidén antioxidantes CAT, APX,
hidropénica hidropénica POX.
Decremento: MDA, ERO.
Medicago sativa Cu?* como CuSOs 1, 5, 10 nM MJ - Incremento: Biomasa, (Dai et al.,
(100 pM) en en medio pigmentos 2020)
medio nutritivo nutritivo fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes CAT, SOD,
POD, APX GR.
Decremento: MDA, ERO,
concentracién de Cu en
raiz y hoja.
Acido salicilico Solanum Cd?* como CdCl: 600 uM por spray Regulacidén positiva: Incremento: RWC, (Li et al.,
tuberosum (200 uM) foliar StSABP2, StSOD, StAPX. pigmentos 2019)
fotosintéticos,

contenido de Pro y AS.
Decremento: MDA, H202,
02.
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Melissa Hg®* como HgCl, 50 uM en Regulacidén positiva: Incremento: (Safari et
officinalis (50 uM) en soluciédén CHLG, PAL Crecimiento, biomasa, al., 2019)
solucidén nutritiva RWC, pigmentos

nutritiva fotosintéticos, fenoles

totales, actividad
antioxidante, contenido
de Pro.
Decremento: MDA, ERO.
Hordeum vulgare Ccd?** (25 uM) en 500 pM priming Regulacidén positiva: Incremento: (Metwally et

cultivo de caridpsides GS Crecimiento, peso al., 2003)

hidropénico secas himedo y seco de raices

y brotes, actividad de
enzimas antioxidantes
CAT, APX, GPX
Decremento: MDA.

Zea mays

Pb?* como Pb(NOs)z 0.5 mM semillas

Regulacién positiva:

Incremento: Contenido

(Zanganeh et

(2.5 mM) pretratadas ZmACS6, ZmSAMD. de glicina betaina y al., 2018)
6xido nitrico.
Decremento: Contenido
de Met, Arg, Pro.
Brassica juncea Pb*" (0.25, 0.50, 1 mM por Regulacidén positiva: Incremento: (Soltani
0.75 mM) en imbibicidén de PSY, CAT, POD, DHAR, Crecimiento, altura de Maivan et al.,
solucién las semillas GST, GR. raiz y brote, pigmentos 2017)
Regulacién negativa: fotosintéticos,
CHLASE. actividad de enzimas

antioxidantes POD,
APOX, GR, DHAR, MDHAR,

GST, y GR, glutatién,
4cido ascdrbico,
tocopherol.
Decremento: ERO.
Artemisia annua As®" como NazHAsO4 100 uM en Regulacidén positiva: Incremento: (Kumari et
(100, 150 uM) solucidn ADS, CYP71AV1, DBR2, Crecimiento, biomasa, al., 2018)
nutritiva ALDHI . pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes SOD, CAT,
APX, GR, artemisinina
and
dihidroartemisinina.
Decremento: ERO.
Solanum Cd?** (10 uM) en 25, 50, 100, 200 Regulacidén positiva: Incremento: Sintesis (Jia et al.
lycopersicum pretratamiento y uM en TAP2, LAC, CesAl, de pectina, celulosa, 2021)
cultivo pretratamiento y CesAb. hemicelulosa, lignina y
hidropénico por spray foliar Regulacidén negativa: callosa en pared
PME1, PME2. celular de hoja y raiz.

Decremento: Acumulacién
de Cd en pared celular,
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citoplasma, organelos.

Lemna minor Cd?* como CdCl: 50 uM en medio Incremento: Fe, Mg, Ca, (Lu et al.,
en medio nutritivo Mo, pigmentos 2018)
nutritivo fotosintéticos,

actividad de enzimas
antioxidantes SOD, GPX,
CAT, APX, GR, actividad
de AS y PAL enddbgenos.
Decremento: Clorosis,
MDA, ERO, ascorbato,
Pro.
Melissa Ni?* como NiCl; 1 mM por spray (Soltani et

officinalis (500 uM) en foliar al., 2017)
solucién
nutritiva
Cr® como 0.5 nM Incremento: (Sihag et al.,

Sorghum bicolor

dicromato de
potasio (1.0,
2.0, 4.0 mg kgt
en suelo)

pretratamiento y
por spray foliar

Crecimiento, numero de
hojas, actividad de
enzimas antioxidantes
POX, APX.
Decremento: MDA, ERO.

2019)

Helianthus
annuus

Acido galico

Cd?** como CdCl:

(5, 10, 15, 20,

50, 100 uM) en
solucidn
nutritiva

75 uM por
imbibicidén de
las semillas

Incremento:
Crecimiento, biomasa,
pigmentos
fotosintéticos,
actividad de enzimas
antioxidantes CAT, APX,
SOD, GR, composicidén de
4dcidos grasos y lipidos
de las hojas.
Decremento: MDA, ERO,

EL, concentracién de Cd

en raiz y hoja.

(Saidi et al.,
2021)

Zea mays

Cu?* como CuSOs
(1 mM) por
imbibicidén de
las semillas

1.5 mM por
imbibicidén de
las semillas

Incremento: Pigmentos
fotosintéticos,
contenido de Cu, Pro,
actividad de enzimas
antioxidantes GPX, CAT,
SOD, APX.
Decremento: MDA, ERO.

(Yetissin et
al., 2020)

Triticum
aestivum

cd** (100, 200,
300 uM) en
solucidn
nutritiva

25, 75 puM, 1 mM
en solucién
nutritiva

Incremento:
Crecimiento, contenido
de Pro, actividad de
enzimas antioxidantes
SOD CAT, POX APX, Gr,

(Ozfidan
Konakci &
Kabakci, 2020)
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NOX, MDHAR, DHAR, GSH,
GSSG, AsA.
Decremento: MDA.

Acido cafeico Medicago sativa Cu®* como CuSOs - Regulacidén positiva: -
(250 pM) y cad?* COMT bajo estrés por
como CdCl. (250 cd.

uM) en solucidbn

(Lee et al.,
2015)

Tabla II. Tabla resumen de los distintos efectos morfoldgicos, fisioldgicos y expresiodn

de genes de los &cidos orgéanicos sobre plantas al ser sometidas a MPs.
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2.4 Algunas consideraciones sobre la aplicacién exdégena de
acidos organicos

En el Ultimo tiempo, junto con el estudio del papel de
secrecidén de AOs enddbgenos para mejorar la tolerancia a
los MPs, se ha prestado mucha atencidén al estudio del
efecto de los AOs afiadidos exdégenamente sobre las plantas,
precisamente para poder estudiar el efecto de la
fitorremediacién de estos. Sin embargo, los resultados
son ambiguos en términos de absorcidén y quelacidn. Por un
lado, se ha observado que la aplicacidén exdgena de ciertos
AOs puede aumentar o disminuir las concentraciones de MP
en el interior de las plantas, efecto que depende en gran
medida del tipo de AO que se esté usando. Por ejemplo, el
AC, AM y AOx aumentan la movilidad del Zn?* y Cd?f en el
suelo, mientras que, para el Pb2t, casi no tienen
influencia en la movilidad de este catidén (Osmolovskaya
et al., 2018). También se debe considerar la concentracidn
a la cual se aplica el AO, ya que normalmente, se utiliza
una concentraciédn mayor a la que la planta secreta
enddégenamente y puede generar efectos fitotdxicos (Turgut
et al., 2004). La aplicacidén exdbgena de AO se lleva a cabo
directamente en forma de 4dcidos, mientras que la secrecidn
de 4&cidos de la raiz estd en forma de aniones y puede
acompafiarse de secrecidédn de K*', por lo gque no hay una
fuerte acidificacién de los medios (Ryan et al., 2001).

2.5 Aplicaciones biotecnolégicas

2.5.1 Genes que codifican para la biosintesis de acidos
organicos

Una ©posible estrategia de fitorremediacidén es 1la
sobreexpresidén de genes involucrados en la biosintesis de
AOs. Un ejemplo exitoso es la sobreexpresidédn de la enzima
citrato sintasa que puede aumentar los niveles de AC vy,
por ende, aumentar la tolerancia a la contaminacidn por
MPs. En un trabajo realizado donde se generaron lineas de
tabaco (Nicotiana benthamiana) sobreexpresoras del gen
citrato sintasa 0sCS1 y CjCS de arroz y yuzu (Citrus
junos), respectivamente, se demostrd su gran resistencia
a contaminacién por Al3* (40 mg/l, en solucidbn nutritiva;
200 uM en solucidn) y mayor flujo de citrato (Deng et al.,
2009%; Han et al., 2009). En otro ensayo similar,
utilizando el gen del citrato sintasa de Pseudomonas
aeruginosa se transformaron tabaco vy papaya (Carica
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papaya) . Las transformantes poseen mayor cantidad de AC
enddgeno (10 veces de cambio), mayor tolerancia a
contaminacién por Al3* (0.1 a 1 mM en solucidén nutritiva),
y mayor cantidad de raices vy pelos, que estaban
correlacionados con las cantidades de AC enddégeno (Deng
et al., 2009b). En otro caso, la sobreexpresidén de malato
deshidrogenasa en plantas de alfalfa otorga tolerancia a
contaminacién de Al3*. Se reportd un aumento de 1,6 veces
en la actividad especifica de la enzima en las puntas de
las raices de alfalfa transgénica gque condujo a un aumento
de 4,2 veces en la concentracién en la ralz, asi como a
un aumento de 7,1 veces en la exudacidén de la raiz de AC,
AOx, AM, succinato y acetato en comparacién con plantas
de alfalfa, control no transformadas (Tesfaye et al.,
2001) .

2.5.2 Sobreexpresién de otros genes involucrados en la
resistencia/tolerancia a los metales pesados

Adicionalmente, las plantas tienen otros genes
involucrados en la tolerancia, como son los
transportadores, generalmente representados por grandes
familias de genes. Las mejoras genéticas implican la
mejora de la acumulacidén de metal en las raices para la
fitoestabilizaciédn, o en los brotes para la
fitoextraccidn. La transformacidn de plantas de
Arabidopsis thaliana, &lamo (Populus alba) o mostaza
también puede estar dirigida a inhibir la absorcidn vy
acumulacidén de MP, por ejemplo, via los transportadores
ABC (ubicados en el tonoplasto), relacionados con la
absorcién y detoxificacién del Fezf, Cdzf, CuZf o PbZt. Otros
candidatos son CDF (que codifican para MTP), vya due
plantas de tabaco que sobreexpresan genes CDF, producen
cantidades elevadas de compuestos tidlicos vy, por 1lo
tanto, son capaces de secuestrar eficientemente MPs en
las vacuolas quelandolos (Das et al.,2016). En plantas de
cebada, A. thaliana y taburete azul o madera (Noccaea
cearulesc), Jjuegan un rol clave los transportadores ZIP
(relacionados con el Fe?t y 7Zn?t; la mayoria de las
proteinas ZIP forman canales idénicos transmembrana con
sitios de unidén a metales ricos en histidil) (KoZminska et
al., 2018).

Otra estrategia usada ha sido la sobreexpresidn de genes
que codifican transportadores de citrato, como los que
pertenecen a la familia de extrusidn de compuestos tdxicos
y multidrogas (MATE) . En las plantas de cebada
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transformadas, los diones de Al3" se quelan de manera
efectiva en el sistema radicular, donde se libera citrato,
y, por lo tanto, los MPs permanecen estabilizados en la
rizosfera (Zhou et al., 2014).

. Discusién

Los metales pesados As®f, Cd?*, Hg?' y Pb2?* estan dentro del
“top diez” de los quimicos mas nocivos (WHO 2020). Por
ejemplo, el As es un gquimico muy téxico, y constituye un
grave problema medio ambiental, de salud animal y humana,
y afecta 1la agricultura (caidas en la productividad
vegetal) . Sus concentraciones no han hecho mas que
aumentar durante el Gltimo tiempo, debido a la utilizacidn
de pesticidas, pinturas, mineria, etc. El efecto dafiino
de los MPs se visualiza en la interrupcidén de la actividad
enzimatica, ya sea, por similitudes estructurales como,
por ejemplo, el arsenito es transportado por
transportadores de fosfato (con alta afinidad),
inhibiendo la actividad enzimatica y proteinas producto
de las interacciones tidlicas, ademds de interrumpir el
flujo de energia a través del reemplazo de fosfato en las
moléculas de ATP (Kumar et al., 2015). También, la uniédn
de MPs con los sitios activos de proteinas o interacciédn
con los sitios -SH, -COOH, -NH, de proteinas, altera su
actividad. Adicionalmente, los MPs indirectamente generan
ERO, que causan dafos inespecificos a moléculas (ADN, ARN,
lipidos, proteinas, etc.) u organelos (mitocondrias,
cloroplastos, membrana plasmdtica, membrana nuclear).

En el ultimo tiempo, la aplicacién exdgena de AOs surge
como una solucidén viable en términos econdmicos y eco-
amigables para mediar la fitorremediacidén de los suelos y
de las plantas, dado que estos AOs son metabolitos
primarios o secundarios de las plantas. En términos
generales, las respuestas de las plantas que estan bajo
estrés por MPs en conjunto con la aplicacidén de AOs son
I) aumentar los parédmetros morfoldgicos como crecimiento,
biomasa, peso seco y humedo, &rea foliar y longitud de
las raices, II) incrementar las cantidades totales de
clorofila a y b, ademéds de otros pigmentos fotosintéticos,
IITI) potenciar la actividad de enzimas antioxidantes como
SoD, POD, APX, GR, CAT, DHAR, MDHAR, PAL, PPO, etc. IV)
potenciar la actividad de componentes antioxidantes no
enzimaticos como AsA, tocoferol, glutatidén, GSH, etc. V)
disminuir ERO, EL, TBARS, y VI) actuar como quelantes de
MPs. Por otra parte, los AO pueden afectar la expresidn
de determinados grupos de genes 1incluyendo 1I) los
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relacionados con la biosintesis de A0, 1II) 1los de
resistencia a los MP (fitoquelatinas y metalotioneinas),
IITI) los de transportadores especificos de MPs, y IV) los
de enzimas antioxidantes.

Importante es mencionar que existen muchos compuestos
adicionales que tienen actividad guelante. Por ejemplo
las proteinas (fitoquelatinas y metalotioneinas), otros
dcidos como malonato, acdénito y tartrato (Osmolovskaya et
al., 2018; Sharma et al., 2020; Tao et al., 2020), otros
misceldneos como silicio y 6xido nitrico (NO) (Gaur et
al., 2021), IAA (Fassler et al., 2010), quercetina,
catequinas, &acido clorogénico, é&cido vanilico, e incluso
algunos aminodcidos (histidina, c¢isteina, asparagina,
glutamato, prolina), poseen actividad quelante para
distintos MPs (Kutrowska & Szelag, 2014). Se debe indicar
que la cantidad de literatura que existe en algunos casos
(AC, AS, AJ) es muy grande, ya sea porque son moléculas
importantes sefializadoras o fitohormonas, mientras que,
en otros casos, la informacidén es mucho menor. Tal es el
caso del AL, aunque su efectividad como quelador de MP ha
sido probada in vitro (Navari-Izzo et al., 2002).

Al momento de utilizar AOs en cultivos de consumo animal
o humano, hay que considerar lo siguiente. Primero, la
afinidad del AO con los respectivos iones metalicos, va
que no todos los AOs tienen la misma afinidad por un tipo
de MP (Tahjib-Ul-Arif et al., 2021). En base a esto mismo,
se debe tener claro cudl es el efecto que se espera
obtener. Es decir, al aumentar la solubilidad de los iones
metdlicos, los MP ingresaran con mayor facilidad, pero al
inhibir 1la solubilidad, quedarédn inmovilizados en la
rizosfera. Esto puede ser muy importante cuando se escoge
un AO a la hora de resolver un problema de deficiencia de
nutrientes (existen MP que son esenciales) o Dbajo
contaminacién por MP (gque no son esenciales). Finalmente,
se debe considerar que los AOs endbdbgenos tienen un
determinado pH, pero cuando se secretan hacia la rizosfera
se liberan en conjunto con K para evitar caidas bruscas
de pH. Sin embargo, cuando se aplican de manera exdbdgena,
estdn en forma A&acida, modificando bruscamente el pH del
suelo (Osmolovskaya et al., 2018).

La ingenieria genética es una herramienta que permite
mejorar ciertos tipos de plantas para incrementar la
tolerancia/resistencia a los MP, y también para remover
MPs desde el suelo (fitorremediacidn). Para mejorar las
caracteristicas de la fitorremediacidén, la estrategia mas
prevalente es introducir vy sobreexpresar 1los genes
implicados en la captacidén y secuestro de MPs (biosintesis
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de AO, fitoquelatinas, metalotioneinas etc.) o para su

translocacién (transportadores ZzIP, ABC, etc.). Por 1lo
tanto, potencialmente, al modificar alguna ruta
metabdlica se puede aumentar la capacidad de

fitorremediacidén, el secuestro de MPs a través de la
formacidén de ligandos, y su deposicidén en las vacuolas
mediante transportadores (Kozminska et al., 2018).

4. Conclusiones

Los AOs mencionados tienen la capacidad de quelar los MPs,
a través de la formacidédn de ligandos con los metales con
sus respectivos grupos carboxilicos (-COOH) o sus grupos
sulfhidricos (-SH, AL), secuestrando los iones metalicos
o complejos MP-AO al interior de las vacuolas. Esto
permite a las plantas mejorar pardmetros morfoldgicos,
fisioldgicos y moleculares, disminuidos por la
contaminacién por MPs.
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Abstract: Several metals belong to a group of non-biodegradable inorganic constituents that, at low
concentrations, play fundamental roles as essential micronutrients for the growth and development
of plants. However, in high concentrations they can have toxic and/or mutagenic effects, which
can be counteracted by natural chemical compounds called chelators. Chelators have a diversity of
chemical structures; many are organic acids, including carboxylic acids and cyclic phenolic acids.
The exogenous application of such compounds is a non-genetic approach, which is proving to be a
successful strategy to reduce damage caused by heavy metal toxicity. In this review, we will present
the latest literature on the exogenous addition of both carboxylic acids, including the Kreb’s Cycle
intermediates citric and malic acid, as well as oxalic acid, lipoic acid, and phenolic acids (gallic and
caffeic acid). The use of two non-traditional organic acids, the phytohormones jasmonic and salicylic
acids, is also discussed. We place particular emphasis on physiological and molecular responses, and
their impact in increasing heavy metal tolerance, especially in crop species.

Keywords: carboxylic acid; chelator; heavy metal; phenolic acid

1. Introduction

Heavy metals (HMs) are a group of metals and metalloids that exist naturally on
the Earth’s surface. A common definition of an HM is one that has a density greater than
5 g/cm3 or 20 g/mol [1]; as such, 53 elements are found within this category [2]. These
elements are found in rock formations or within the Earth’s surface itself and have been
introduced naturally into superficial layers by geological activity such as volcanoes and
sea movements over billions of years. Importantly, some of these elements fulfill critical
biological functions, such as copper (Cu), chromium (Cr), iron (Fe), manganese (Mn), zinc
(Zn), molybdenum (Mo), and nickel (Ni). At very low concentrations, they are thus consid-
ered essential for the correct functioning of enzymes as cofactors, receptor sites, hormonal
functions, and protein transport [3]. Another group of HMs do not have a biological role,
and are thus deemed non-essential, such as arsenic (As), cadmium (Cd), cobalt (Co), lead
(Pb), mercury (Hg), and vanadium (Vn) [4]. All HMs constitute a potential (and sometimes
hidden) threat to organisms within the ecosystem, since they can cause damage even in
low concentrations, and as they are not biodegradable, HMs bioaccumulate in the food
chain. The potential harm caused by HMs has increased markedly since the Industrial
Revolution, as anthropogenic activity in the environment, mainly due to combustion, iron,
and steel industries, exploitation of mineral resources, and the use and disposal of agro-
chemicals, paints, and coatings is associated with the incorporation of ever-higher levels of
this group of metals [5].

Plants, being sessile organisms, are not exempt from suffering the negative effects
of HM contamination. In general, it has been shown that HMs can interrupt the catalytic
activity of enzymes, in addition to generating an imbalance of reactive oxygen species (ROS),
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thus triggering oxidative stress in plants, lipid peroxidation, and damage to photosynthetic
pigments and proteins [6]. For example, it has been observed that a higher concentration of
Pb in the soil reduces productivity, causing plants to have a darker green color, lower seed
germination rate, accelerated fall of senescent leaves, reduced foliage, and brown roots [7].
In the case of Mn, excess concentrations lead to the appearance of chlorosis in young leaves,
and necrotic spots and wrinkled mature leaves, ultimately inhibiting plant growth [8],
whilst soils contaminated predominantly with Cd and Zn affect chlorophyll fluorescence
parameters, growth, and development of cabbage (Brassica oleracea) seedlings, although
a compensatory redirection of photosynthates towards mechanisms alleviating the toxic
effects of the HMs may be responsible for the absence of reductions in plant biomass [9]. In
general, it can be summarized that HMs act as pollutants that reduce the germination of
seeds, the rate of photosynthesis, respiration, transpiration, and growth, and therefore, the
quality and productivity of crops [10].

However, plants have developed internal and external mechanisms to remedy HM
contamination. These organisms can concentrate pollutants in their airborne tissues and
exclude HMs by biodegradation, or biotransformation into inert forms in their tissues. In
addition, roots can capture these elements through the action of specific compounds with
chelating activity, and consequently HMSs can be neutralized, translocated, and stored [10].
Tolerance to these contaminants is given by the chelating activity of a set of Low Molecular
Weight Chemical Molecules (LMWCMs), in a process in which ions/molecules of a ligand
bind to atoms/ions of the central metal through a coordination bond in a cyclic or ring
structure [11]. Some of these LMWCMSs are amino acids, such as proline and histidine,
or proteins like Phytochelatins (PCs) and Metallothioneins (MTs). However, there is a
substantial group of Natural Low Molecular Weight Organic Acids (NLMWOA) such as
citric acid, oxalic acid, malic acid, salicylic acid, phytic acid, lipoic acid, and phenolic
acids, including the flavonoids catechin, rutin, gallic acid, and caffeic acid that also play
a critical natural role in the response to HM contamination. In some cases, root exudates
contain NLMWOA which lower the pH of the rhizosphere, modifying the bicavailability
of nutrients, and may actually increase the solubility of essential HMs such as Zn and Fe.
On the other hand, organic acids (OAs) have the ability to chelate HM cations through
their carboxyl groups (-COOH) forming a complex, meaning that the effective external
concentration of these toxic elements is lowered [12]. The release of OAs into the external
environment can also be induced in response to HMs. On entry of the HM, the cation
may activate (directly or indirectly) OA efflux channels or interact with a receptor protein,
inducing the genes involved in OA biosynthesis. In some instances, OA-HM complexes
formed on the root surface can enter the interior of the cell by passive diffusion or via active
transport involving specific ligand /transporter channels such as NRAMP and ABC, and
may be subsequently sequestered in intracellular compartments, including the vacuole [12].

Therefore, the aim of this review is to present a recapitulation of the latest advances
concerning the exogenous application of selected naturally occurring organic acids (OAs) to
crops, the chemical structures of which are shown in Table 1. The OAs selected are represen-
tative of those with a variety of structures (linear (citric, malic, oxalic acid); phenolic/cyclic
(jasmonic, salicylic, gallic, caffeic acid); sulfur-containing (lipoic)), and include those with
roles in other aspects of plant development (salicylic, jasmonic acid). In each case, their
effects at morphological, physiological, and molecular levels, and how different strategies
for their exogenous supplementation have been used to mitigate the effects of excess HM
levels, are discussed, using recent examples from crop species of economic importance in
different parts of the world.
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Table 1. The chemical structures of organic acids presented in this review.

Organic Acid Structure IUPAC Name

Citric acid Om i 2-hydroxypropane-1,2,3-tricarboxylic acid

Malic acid HO 2-hydroxybutanedioic acid

Oxalic acid 1,2-ethanedioic acid

¢}
T &\/\3 5-[(3R)-dithiolan-3-yl]pentanoic acid

[0} OH
OH o]
@]
OH
o] OH
JJ\/H/O
0]
H
(o]
(o]
OH
OH
S\S
o
e - 2-[(1R,2R)-3-ox0-2-[(Z)-pent-2-
o OH
Salicylic acid OH -
alicylic aci 2-hydroxybenzoic acid
o] CH
o} j OH
OH
.

H
Jasmonic acid H

acid

o enyl]cyclopentyl]acetic
HO
Gallic acid

3,4,5-trihydroxybenzoic acid
H

HO
Caffeic acid O/\/ﬁ\on (E)-3-(3,4-dihy droxyphenyl)prop-2-enoic acid
HO

2. Application of Organic Acids to Alleviate HM Stress
2.1. Carboxylic Acids
2.1.1. Citric Acid

Citric acid (CA) is a key compound of primary metabolism, synthesized by the con-
densation of acetyl-CoA (2 carbons) and oxaloacetate (4 carbons) to form citrate with the
intervention of the enzyme citrate synthase (CS), thus initiating the Kreb’s Cycle [13]. This
molecule has an antioxidant function, but it has also been shown to have chelating activity
for HMs such as Cu, Cd, Cr, Pb, Ni, Al, Hg, and As [7,14-20]. In general, CA and other
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OAs have one or several carboxyl groups which act as a ligand for HMs, thus chelating
and reducing the toxicity of the HM. Once the CA-chelated complex is formed, it can be
transported via the xylem to aerial parts of the plant. On translocation into the cytosol, if
the concentrations of HMs reach toxic levels, they can be stored inside the vacuole and
maintained in a non-toxic state by the influx of additional OAs, such as CA [21].

The exogenous application of CA in different crops improves the growth rate, a
product of higher chlorophyll content and photosynthetic activity, and increases efficiency
in the use of water, a greater activity of antioxidant enzymes and enhanced reduction
of ROS (Table 2) [22]. In one study, tomato seeds (Solanum lycopersicurnt) were grown in
soils provided with 10 uM Pb and 10 uM As. The exogenous supply of CA (250 uM)
increased morphological parameters and o« and 3 chlorophyll content, the performance
of antioxidant molecules such as anthocyanins and a-tocopherol, and the efficiency of
enzymes with antioxidant capacity such as catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX),
and glutathione reductase (GR). Simultaneously, other parameters decreased, such as DNA
damage and lipid peroxidation (amount of malonaldehyde, MDA, an indicator of lipid
peroxidation) [18]. In oilseed rape (Brassica napus) grown under greenhouse conditions
with Cu (50-100 uM), Cd (0.6 mM), Pb and As (10 uM), or Cr (100-500 uM), where a dose
of 2.5 and 5.0 mM of CA was applied in a nutrient medium, it was observed that HM
toxicity was mitigated [14-16]. In different crop species, such as mustard (Brassica juncea),
nightshade (Solanum nigram), maize (Zea mays), sunflower (Helianthus annuus), rice (Oryza
sativa), and alfalfa (Medicago sativa), the efficiency of CA (2.5 mM, 5 mM, 50 uM, 100 uM)
as a chelator of Cd (0.6 mM, 300 mg kg_l, 50 mg, 25.0 uM), Pb, and Hg (1, 2.5, 5 mM) has
also been demonstrated [19,23-28]. In calendula (Calendula officinalis) grown in calcareous
soils enriched with Cd (50-100 mg kg 1), plants treated with exogenous CA in doses of
0.05 and 0.1 mM did not show any physiological symptoms related to Cd toxicity. In the
same study, CA was shown to be a more efficient agent for phytoremediation compared to
other chelators such as tartaric acid and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) [29]. CA-
mediated tolerance to HM toxicity has also been tested in forestry settings. For example, the
supply of 20 mM CA in soils that were exposed to Cd (3-6 mg kg ') improved parameters of
basket willow (Salix viminalis), such as bioavailability, mobility, and distribution of Cd in the
plant, as well as the amount of chlorophyll, the photosynthetic rate, and gas exchange [30].
Furthermore, in soils containing Pb (100 mg kg™1), foliar application and irrigation with
exogenous CA (5-10 mM) of larch (Larix olgensis) decreased the toxic effects of Pb, raised
the activities and efficiencies of peroxidase (POD) and superoxide dismutase (SOD), the
amount of chlorophyll, proline, and carotenoids, and decreased lipid damage [31].
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Table 2. The molecular and physiological effects of exogenous organic acid applications to crop species subjected to heavy metal stress.

Organic Acid Species

HM Stress

OA Application

Gene Expression
Responses *

Physiological and

Morphological Outcomes Referunics

Brassica juncea

Cdas CdCl, (0.6 mM)

0.6 mM in soil

Up-regulation: PSY, CHS.
Down-regulation: CHLASE.

Increased: Growth, biomass, total

chlorophyll, carotenoids, anthocyanins,

flavonoids, gaseous exchange 23]
parameters, activities of antioxidant

enzymes SOD, POD, CAT, GPOX.

Decreased: MDA.

Oryza sativa

Cd as CdCl; (25 uM)

50 uM in nutritive medium

Up-regulation: OsNramp1,
OsIRT1, OsHMA3, OsNASI.
Down-regulation: OsSOD,
OsCAT.

Increased: Biomass, photosynthetic
pigments, activities of

antioxidant enzymes.

Decreased: Cd content in leaves

[26]

Oryzasation

Cdas CdCL (0.1,06,09,
12,24 mgkg™")

5 mM by spraying

Up-regulation of OsNrampl,
2,3,5.

Increased: Content of Glu, Phe, His, Ser
and Thr, Arg; Mn mobilization, Mn/Cd
ratio.

Decreased: Cd mobilization.

Citricacid
Salix variegata

Cd as CdCl; (50 uM)

100 pM in aqueous solution

Up-regulation: HMAI,
PCS1, HMA3, Nramp5,
MTP1, MTP4, HMA3,
MT1A, MT2B.

Increased: Growth, biomass, activities of
antioxidant enzymes SOD, POD, CAT,
APX; Non-Protein Sulthydryl
compounds (NPT), GSH, and

non-GSH NPT.

Decreased: MDA.

1]

Solanum lycopersicum

Pb as PH(NOs); or As as
Na,HAsO; (10 uM)

250 uM in nutritive solution

Increased: Growth rate, photosynthetic

pigments, activities of antioxidant 18]
enzymes CAT, APX, GR.

Decreased: MDA, DNA damage.

Brassica napus

Cu as CuSOy (50, 100 uM)

25,5 mM in nutritive
medium

sed: Bi ss, pt Y i
pigment, activities of antioxidant
enzymes CAT, POX, SOD.
Decreased: MDA, EL, H,O,.

[14]

Brassica juncea

Cr (100, 500 uM) in
solution

25,5 mM in nutritive
medium

Increased: Biomass, photosynthetic

pigments, activities of antioxidant 1161
enzymes SOD, POD, CAT, APX.

Decreased: ROS, MDA.

Solanum nigram

€d (50 mg Cd**) in dry
soil

20 mM in dry soil

Increased: Growth, biomass, plant
weight, activities of antioxidant enzymes
SOD, POD.

Decreased: MDA,

[24]
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Table 2. Cont.

Organic Acid

Species

HM Stress

OA Application

Gene Expression
Responses *

Physiological and

Morphological Outcomes Reference

Zen mays

Cd as CdCl,
(300 mg kg )

025,051,2gkg ' by
irrigation

Increased: Biomass, shoot and
root length [25]
Decreased: Cd uptake.

Helianthus annuus

Cr(5,10,20mg kg ) in
dry soil

25,5mM

Increased: Growth, biomass,
photosynthetic pigments, activities of
antioxidant enzymes.

Decreased: ROS, MDA,

9]

Calendula officinalis

Cd-spiked soils (50,
100mg kg™')

0.05,0.1 mM in soil

Increased: Root and shoot dry weight,
photosynthetic pigments, activities of
antioxidant enzymes SOD, CAT, APX
Decreased: MDA, H0,.

[29]

Citricacid Salix viminalis

Cd as CA(NO,),; (3,
6mgkg~!) in spray

20 mM in aqueous solution

Increased: Biomass, Cd plant uptake,
photosynthetic pigments, leaf gas
exchange, photosynthetic rate.
Decreased: Pro content.

[30]

Larix olgensis

Pbas Pb (NO3 ),
(100 mg kg 1)

02,1,5,10 mM by
irrigation and leaf spray

Increased: Survival rate, biomass,

photosynthetic pigments, activities of

antioxidant enzymes SOD, POX, [31]
Pro content.

Decreased: Pb content, MDA.

Typha latifolia

Pb as Pb(NO;), and Hg
as HgSOy (0,1, 2.5, 5 mM)
innutritive medium

5mM in nutritive medium

Tncreased: root, stem and leaf biomass,
leaf number and areas, plant height, root
length, photosynthetic pigments,
activities of antioxidant enzymes SOD,
POX, CAT, APX.

Decreased: MDA, EL, ROS.

[19]

Malic acid Salix variegata

Cd as CdCl, (50 uM) in
aqueous solution

100 uM in aqueous solution

Up-regulation: HMA1,
PCS1, HMA3, Nramp5,
MTP4.

Downrregulation: MTP1,
HMA3, MT1A.

TIncreased: Growth, biomass, activities of
antioxidant enzymes SOD, POD, CAT,

APX; non-protein sulfhydryl [33]
compounds (NPT), GSH, non-GSH NPT.

Decreased: MDA.
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Table 2. Cont.
et . - Gene Expression Physiological and
Organic Acid Species HM Stress OA Application Respimses® Morphological Qutcomes Reference
Increased: Growth, root and shoot
Up-regulation: Cu/Zn-SOD, ]:“r:ﬁ:\ " g:.:?ﬁ;:c‘:;‘ 1: cl: I‘f:::?:;’ fatal
Miscanthus Sacchariflorus Cd as CdCl; (100 M) in 100 pM in nutritive solution FODL, GPX1, GSTY, antioxidant enzymes SOD, CAT, POD, [34]
nutritive solution MDHAR, DHAR. 'APX, GR, GPX, and GST: 6
Down-regulation: CATI. G, GEX, anel GST; comertration
‘GSH and GSSG.
Decreased: MDA, ROS
Up-regulation: OsCDTI, Increased: Biomass, photosynthetic
2 . . OsNramp1, OsIRT1, HMA3.  pigments, activities of
Oryza sation Cd as CdCl, (25 M) 50 M in nutritive solution | S RBELANAS, ket S [26]
Os50D. Decreased: Cd content in leaves.
1 . 3 i Increased: Ni leaf concentration.
Brassica juncea NiasNiSO, 00 mM) 05, 1 5 mMin nutritive Decreased: Leaf biomass, Ni 7]
in nutritive solution solution
root uptake,
Ah z Ni as NiSOy (0.3 mM) in 05, 1, 5mM in nutritive Increased: Shoot and root biomass. 7]
Malic acid yssurm corsicum nutritive solution solution Decreased: Ni shoot concentration. i
Increased: Biomass, shoot length,
photosynthetic pigments, activities of
7 Pb (242, 483 mM) in ; R antioxidant enzymes SOD, GPOX, CAT,
Spinacea oleraceq nutritive solution 24 mM innutritive solution - 'APX, AsA contents, total phenolics. 35]
Decreased: MDA, ROS, flavonoid
content.
Increased: Shoot dry weight, Ni uptake
_ Soil polluted with 3 g ~ efficiency (without soil P).
Zen mays 250 mg Ni kg’ 1 0.1 mM in nutritive solution Decreased: Ni uptake efficiency (with [36]
s0il P).
Increased: Growth, biomass, shoot and
2 2 o root length, photosynthetic pigments,
Helianthus annuus cd astCl-_; (5. HM) in 250 E:'OU NV in mdiritive OA content, activities of root 371
nutritive solution solution N
dehydrogenases.
Decreased: ROS, H, 0.
Increased: Biomass, root and shoot dry
2 it fmcen Cdand Zn resulted from  Drip irrigation system weight, Zn and Cd mobilization, 18]
Caalicacid Junc smelting waste emissions (5 mM) activities of antioxidant enzymes of PAL, 3
PPO, and CAT.
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Table 2. Cont.
5 5 2 el G E i Physiological and
Organic Acid Species HM Stress OA Application ’;‘;p’;’[’;:","“ 2 hﬁ;z’i‘g;’t‘ﬂmﬁ Reference
Increased: Biomass, plant growth, Cd
Cd (1071 mg kg ') and S5t ;
Sedum alfraii Pb($84mgke-)in  25mMby leaf spray E #nd Ih mobitiztion; photospnthetc 129]
contaminated soil pigments, K content.
Decreased: MDA.
Oxalic acid Increased: root and shoot growth,
activities of antioxidant enzymes GPX,
" GR, glutathione redox state,
Cicer arietinum CdasCdCl (200 pMIBY 400\ 0p i1 aqueous solution - NADP+/NAD+ ratio, NADH+ NADPH 140
seed imbibition ratio.
Decreased: MDA, ROS, carbonyl
group contents.
Increased: Enzymatic activity amylase,
Lipoic acid Tt it gb o 1:,1%:;3;&5 ™M) M by seed imbibition . SOD, GSH, GSH/GSSH ratio. [41]
Y Decreased: 07~ y HyOs.
Pb as Pb(NOy), (150, " ; Up-regulation: HMA3, Increased: Growth, photosynthetic
Oryza sativa 300 1My in hydroponic o LIM in hydroponic HMA, PCS1, PCS2, ABCCL.  pigments, Pro, 2]
solution Down-regulation: HMA2. Decreased: MDA, ROS.
Increased: Height, biomass,
Up-regulation: IRO6, ph thetic pi d
s As(0,25,50 pM) in 05,1 pM MJ in hydroponic ~ FRDLI, Y5SL2. JA content, activities of antioxidant [43]
Ch hydroponic solution solution Down-regulation: Lsil, Lsi2, enzymes CAT, SOD, APX, POD. &
- Lsi6, Nrampl, Nranp5. Decreased: MDA, ROS, As
Jasmonic acid concentration in roots and leaves.
Up-regulation: succinyl CoA
ligase, succinate 1
4 Increased: RWC, photosynthetic
Solanum lycopersicurn Pb(0,0.25,050, 075 mM) 0 s by seed imbibition delrydrogenase, fumarate pigments, antioxidant molecules. [44]
3 on filter paper hydratase, CHS, PAL D reased: Pb concentration
Down-regulation: CHLASE, : |
CS, malate synthase.
: i . N Increased: Cd content in root cell wall.
Arabidopsis thaliana Cdas CdCl, (50 uM) in 0.01,0.025 uM MJin Down-regulation: AtIRTI, Decreased: chlorosis, Cd content in [45]

nutrient solution

nutrient solution

AtHMAZ, AtHMA4,

shoot and root cell sap.
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Table 2. Cont.

Organic Acid

Species

HM Stress

OA Application

Gene Expression
Responses *

Physiological and
Morphological Outcomes.

Reference

Jasmonic acid

Brassica parachinensis

Cras K,Cr, 05 (150,
300 pM) in solution

5,10,20 uM by leaf spray

Increased: Growth, biomass, plant
height, leaf area and number,
photosynthetic pigments, activities of
antioxidant enzymes SOD, APX, CAT,
GPX, GST, GR, MDHAR, DHAR, AsA,
and GSH contents.

Decreased: MDA, ROS, Cr uptake.

[46]

Triticum aestivum

Cd as CdCl; (100 uM)
insolution

10 uM M by leaf spray

Increased: Growth, biomass, RWC,
photosynthetic pigments, activities of
antioxidant enzymes CAT, SOD.
Decreased: MDA, ROS, chlorosis.

1471

Phaseolus coccineus

Cu as CuSOy (50 pM) in
hydroponic solution

10 mM M]J preincubation in
hydroponic solution

Increased: Activities of antioxidant
enzymes CAT, APX, POX.
Decreased: MDA, ROS.

[48]

Medicago sativa

Cuas CuSO; (100 pM) in
nutritive medium

1,5, 10 nM M] in nutritive
medium

Increased: Biomass, photosynthetic
pigments, activities of antioxidant
enzymes CAT, SOD, POD, APX GR.
Decreased: MDA, ROS, Cu
concentration in roots and leaves.

[49]

Salicylic acid

Solanum tuberosum

Cd as CdCl, (200 uM)

600 uM by leaf spray

Up-regulation: SISABP2,
SIS0D, SAPX.

Increased: RWC, photosynthetic
pigments, Pro and SA content.
Decreased: MDA, HyOs, O,

1501

Melissa officinalis

Hg as HgCl, (50 uM) in
nutritive solution

50 UM in nutritive solution

Up-regulation: CHLG, PAL

Increased: Growth, biomass, RWC,
photosynthetic pigments, total phenolics,
antioxidant activities, Pro content.
Decreased: MDA, ROS.

511

Hordeum vulgare

Cd (25 uM) in hydropenic
culture

500 uM priming of dry
caryopses

Up-regulation: GS

Increased: Growth, fresh and dry weight
of roots and shoots, antioxidant
activities CAT, APX, GPX

Decreased: MDA.

152]

Zea mays

Pbas Pb(NO;)z (25 mM)

0.5 mM pretreated seed

Up-regulation: ZmACS6,
ZmSAMD.

Increased: Glycine betaine and nitric
oxide contents,
Decreased: Met, Arg, Pro contents,

51
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Table 2. Cont.

Organic Acid

Species

HM Stress

OA Application

Gene Expression
Responses *

Physiological and Morphological

Outcomes

Reference

Salicylic acid

Brassica juncea

Pb (0.25,0.50,0.75 mM)
insolution

1 mM by seed imbibition

Up-regulation: PSY, CAT,
POD, DHAR, GST, GR.
Down ion: CHLASE.

Increased: Growth, root and shoot
length, photosynthetic pigments,
activities of antioxidant enzymes POD,
APOX, GR, DHAR, MDHAR, GST, and
GR, activities non-enzymatic

tioxidants ascorbic
acid tocopherol
Decreased: ROS.

Artemisia annua

As as NayHAsO, (100,
1501M)

100 M in nutritive solution

Up-regulation: ADS,
CYP71AV1, DBR2, ALDH1.

Increased: Growth, biomass,
photosynthetic pigments, activities of
antioxidant enzymes SOD, CAT, APX,
‘GR artemisinin and dihydroartemisinin
Decreased: ROS.

[>]

Solamum lycopersicium

Cd (10 uM) in
pretreatment and
hydroponic culture

25, 50, 100, 200 uM in
pretreatment and leaf spray

Up-regulation: TAP2, LAC,
CesAl, CesAb.
Down-regulation: PMEI,
PME2.

Increased: Pectin, cellulose,
hemicellulose, lignin and callose
synthesis in root and leaf cell wall.
Decreased: Cd accumulation in cell wall,
cytoplasm, organelles.

155]

Lemna minor

Cdas (10 uM Cd**) in
nutritive medium

50 uM in nutritive medium

Increased: Fe, Mg, Ca, Mo,
photosynthetic pigments, activities of
antioxidant enzymes SOD, GPX, CAT,
APX, GR, endogenous SA, and

PAL activity.

Decreased: Chlorosis, MDA, ROS,
ascorbate, Pro.

156]

Melissa officinalis

Ni as NiCl, (500 uM) in
nutritive solution

1mM by leaf spray

Increased: Growth, shoot and root fresh
and dry weights, photosynthetic
pigments, root Pro content.

Decreased: leaf Pro content, MDA,
H,0;, EL.

1571

Sorghmum bicolor

Cras potassum
dichromate (1.0, 2.0,
40 mg kg~ soil)

0.5 nM pretreatment and
leaf spray

Increased: Growth, number of leaves,
activities of antioxidant enzymes
POX, APX.

Decreased: MDA, ROS.

158]
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Table 2. Cont.
o . . Gene Expression Physiological and
Organic Acid Species HM Stress OA Application Responses * Morphological Outcomes Reference
Increased: Growth, biomass,
photosynthetic pigments, activities of
Helianthus anmeas gad :(Snncjﬁ)l.f.séﬁif’vjo' 75 uM by seed imbibition - anbimeadant enzymes CAT, APX, SO, ]
N wiuﬁ(m o4 GR; leaf lipid and fatty acid composition. :
E Decreased: MDA, ROS, EL, Cd
concentration in roots and leaves.
Increased: pt hetic pig Cu
L. Cu as CusO; (1 mM) by - content, Pro, activities of antioxidant
Gallicacid Zaq imays seed imbibition 1Amhehy seadimbibitiony = enzymes GPX, CAT, SOD, APX. 50}
Decreased: MDA, ROS.
Increased: Growth, Pro, activities of
antioxidant enzymes SOD CAT, POX
Triticim aestivum Cd (100, 200, 300 pM) in 25,75 uM, 1 mM in B APX, Gr, NOX, MDHAR, DHAR, 1611
G nutritive solution nutritive solution activities non-enzymatic antioxidants
GSH, GSSG, AsA.
Decreased: MDA.
Cu as CuSO; (250 M) ;
Caffeic acid Medicago sativa and Cd as CdCly (250 yM) - lcjé‘;fi’l:“"“‘ COMT i [62]
insolution

* (-) means no changes in gene expression were measured.
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At the molecular level, effects of CA applications on gene expression can be divided
into three large groups of genes, leading in unison to enhanced HM tolerance. The first
group are the genes required for CA biosynthesis itself, the second set are specific trans-
porters of HMs or metalloids, whilst the third and largest group are those responsible for
responses to HM stress and which may serve as stress markers. The work of Kaur et al. [23]
analyzed members of this latter group, discovering that the expression of three genes in
mustard seeds—chlorophylase (CHLASE), phytoene synthase (PSY), and chalcone synthase
(CHS) genes—all of which are linked to photosynthetic activity and are indicative of stress
by HM, changed markedly when exogenous CA (100 nM) was applied directly to soil con-
taminated with Cd (0.6 mM CdCl,). Other genes involved in HM or metalloid transport are
those of the NRAMP family (Natural Resistance Associated Macrophage Protein Family),
whose corresponding proteins are found in the plasma membrane and have the ability to
mediate the uptake of Mn and Cd. Expression of most OsNramp genes is increasingly inhib-
ited by greater Cd stress (as CdCly) in rice plants [32]. Foliar application of CA (5.0 mM)
onto Cd-treated plants significantly increased the expression of this gene family, especially
that of OsNramp2 and 5 by up to 125%, and reduced or even eliminated the inhibition of
Cd in their expression [32]. The expression of other genes, including transporters, has also
been studied in the shrub Salix variegata exposed to Cd (50 uM in hydroponic medium).
Specifically, the expression of HMA1 (P-type metal ATPase protein 1), PCS1 (PC synthase 1),
HMAS3 (P-type metal ATPase protein 3), Nramp5, MTP1 (metal tolerance protein 1), MTP4
(metal tolerance protein 4), and MT1A and MT2B (MT 1A and 2B) in leaves was reduced by
Cd-stress, a feature that was reversed (by 1.7-7.0-fold) on addition of CA (100 uM) [33].

CA has a long-known chelation effect on other metals which are not considered to be
HM, such as aluminum (Al). Indeed, genetic approaches (rather than exogenous applica-
tions) have been employed with significant success to combat the effects of Al-toxicity on
diverse species. For instance, the overexpression of CS from rice or yuzu (Citrus junos) in
tobacco (Nicotiana benthamiana) increased internal citrate levels and enhanced tolerance to
contamination by Al (40 mg/L, in nutrient solution [63]; 200 uM in solution [64]).

2.1.2. Malic Acid

Malic acid (MA, malate, 2-hydroxybutanedioic acid), a naturally occurring four-carbon
dicarboxylic acid and an intermediate in the Kreb’s Cycle, is formed from fumaric acid and
oxidized to oxoacetic acid. MA can also be metabolized to pyruvic acid. Like other OAs,
MA forms strong bonds with HM ions via the carboxyl groups, harboring the function of
donor oxygen in the metal-ligand [65], and is the predominant OA in many fruit species,
including apples, stone fruits, and berries [66,67]. As a potent HM-chelator, exogenous
application has been used to combat HM stress (Table 2). Indeed, in a comparative study,
where S. variegata seedlings were exposed to contamination by Cd (50 uM as CdCl,), of
three different OAs (MA, CA, and tartaric acid; 100 uM), the plants treated with MA had a
more pronounced increase in root, stem, and total biomass, and a greater decrease in the
content of MDA compared to CA- or tartaric acid-treated lines [33]. Root and leaf POD
activities were also raised by addition of MA in Cd-contaminated plants [33]. Highlighting
the role of MA in nurturing the recovery of physiological parameters decreased by HMs,
other examples of plants treated with MA include Miscanthus sacchariflorus (100 uM CdCly),
mustard (NiSO4 0.003 mM), Alyssum corsicum (NiSOy 0.3 mM), spinach (Spinacea oleracea;
<4.83 mM Pb), and rice (25 uM CdCly) [17,26,34,35]. Other crops of commercial interest,
such as maize and sunflower, have been exposed to MA (0.1 mmol kg ! and <500 uM,
respectively) as a means to withstand Ni (250 mg Ni kg’l, maize) and Cd (5 uM CdCl,,
sunflower) [36,37]. In both cases, addition of MA increased the total biomass and the
growth rate, improved the antioxidant capacity (by increasing the activity of antioxidant
enzymes POD, SOD, APX, GR, etc.), and enhanced the content of photosynthetic pigments
such as chlorophylls, and also anthocyanins. In addition, the expression of genes associated
with HM tolerance or as indicators of HM stress (chlorophyll synthase, CHLG, key to the
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formation of chlorophyll, OsNramp1, SOD, POD, etc.) was higher, leading to decreased
ROS levels and electron leakage (EL) in both maize and sunflower [36,37].

The effect of different OAs (CA, MA, tartaric acid) on the expression levels of genes
involved in HM transport and detoxification in roots and leaves of S. variegata under
stress by Cd (100 uM CdCl,) was investigated [33]. In roots, application of MA (100 uM)
significantly increased the expression levels of HMAT and HMA3. In leaves, MA boosted
the expression of Nramp5 and PCS1 to levels that were substantially higher than with the
other OAs tested, whilst that of MTP1, HMA3, HMAS5, MT1A, and MT2B fell by 37-78%
compared to the Cd treatment group [33].

MA has also been shown to have the ability to increase the expression of genes
encoding antioxidant enzymes. For example, in M. sacchariflorus subjected to stress by Cd
(100 uM CdCly), both the treatments by Cd alone or MA alone (100 pM) increased the
expression of Cu/Zn-SOD, PODI1, glutathione peroxidase (GPX1), glutathione S-transferase
(GST1), monodehydroascorbate reductase (MDHAR), and dehydroascorbate reductase (DHAR).
When MA and Cd were applied simultaneously, the expression of Cu/Zn-50D, PODI,
GR1, GPX1, and GST1, all vital for protection against oxidative stress, was induced even
further, reaching up to 4.7-fold higher compared to Cd-control plants [34]. In rice OsNramp1,
OsIRT1 (iron regulated transporter), OsHMA3, and OsNAST (nicotianamine synthase) had
lower expression in response to stress by Cd (25 uM CdCl,), an effect that was reversed
on the concomitant addition of MA (or CA, 50 uM), aiding in the neutralization of HM
stress [26]. However, a universal increment in the expression of all antioxidant genes was
not observed; for example, that of SOD fell on addition of MA, indicating a certain degree
of specificity, probably via different pathways controlled at the transcriptional level [26].

As in the case of CA, transgenic techniques have also been explored to raise MA syn-
thesis as a means of increasing a plant’s tolerance to HM contamination. Such is the case of
transgenic tobacco overexpressing cytosolic malate dehydrogenase (MDH) from Arabidopsis
thaliana and the MDH gene from Escherichia coli (emdh) [68]. The results demonstrate that
genes from both origins raise MDH activity (by up to 120-130%), including greater malate
concentrations in root exudates compared to non-transformed controls, when tobacco is
grown under Al stress (300 uM). Such effects enhanced Al-tolerance in the transformed
lines, an effect that was proportional to MA exudation [68]. Likewise, as a proof-of-concept
for potential transfer to crop species, it has been demonstrated that overexpression of
MDH]1 from Stylosanthes guianensis participates in Mn (5-800 uM MnSQy) detoxification
by improving malate synthesis and exudation in Arabidopsis roots, thus lowering plant
Mn concentrations in plants exposed to Mn stress [69]. Additionally, in the same plant
model, cytosolic MDH (CMDH4) is required for Pb tolerance, enhancing the transcription
of PDR12 required for Pb efflux [70].

2.1.3. Oxalic Acid

Oxalic acid (OxA) and its conjugate base oxalate can form salts with K, Cu, Mg, and
Ca, the most prevalent being calcium oxalate (CaOx) [71]. OxA plays an important role in
the regulation of not only Ca but also of other divalent ions and HMs (Cd, Zn, b, Mn), due
to accumulation within the vacuoles of specialized cells called idioblasts [72]. The secretion
and accumulation of oxalate by plant roots prevents the absorption of HMs, as oxalate
forms complexes with different metal ions such as Pb (practically insoluble) or Cd (partially
soluble), thus decreasing the bicavailability of such HMs in the soil [73]. This effect is
usually attributed to a lowering in the number of ionized bioavailable forms of HMs in the
rhizosphere, coupled with higher competition of protons and metal ions for the adsorption
sites on root cell walls, as well as the formation of less bioavailable chelating complexes [73].
A case in mustard highlights such responses (Table 2) [38]. Specifically, anthropogenic
contamination of soils with Cd and Zn led to a fall in the activity of antioxidant enzymes
such as phenylalanine ammonium lyase (PAL), polyphenol oxidase (PPO), and CAT in
seeds. Application of 5 mM EDTA, despite being a very effective chelator, caused negative
consequences on PPO activity, plant growth, development, and shoot and root biomass.
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However, treatment with 5 mM OxA did not have such an effect; on the contrary, it
significantly improved parameters such as the antioxidant activity of PAL, PPO, and CAT,
and the dry and fresh shoot and root weights [35]. In another study, the foliar application
of 2.5 mM OxA (together with indole-3 acetic acid) on Sedum alfredii, a perennial herb
used for phytoremediation, resulted in a greater total biomass and a slight increase in
the Cd or b content compared to the control, and improved the absorption of nutrients
such as K by 38% [39]. Similarly, chickpea (Cicer arietinum) seeds have been bathed in an
aqueous solution of 200 uM CdCl,, and then washed in 100 uM OxA. The stress by Cd alone
considerably increased the amount of MDA and the content of H;O; in both chickpea roots
and shoots. The exogenous application of OxA significantly alleviated these molecular
symptoms, returning MDA and H»O; parameters back to non-Cd-stressed control values.
A similar palliative effect was seen in the reduced/oxidized glutathione (GSH/GSSG)
ratio in roots and shoots, and in GPX and GR activities, enzymes responsible for recycling
antioxidant enzymes. Additionally, the balance of nicotinamides (NADP+/NAD+) and
their reduced forms (NADH/NADPH) in shoots was 37% higher in chickpea seeds grown
in Cd media, and the addition of OxA counteracted this adverse effect, thus restoring the
balance between oxidized and reduced forms [40].

2.1.4. Lipoic Acid

Lipoic acid (6,8-dithiooctanoic acid, LA) is an 8-carbon molecule, a fundamental co-
factor for the activity of five enzyme complexes that are part of the central metabolism:
x-ketoglutarate dehydrogenase (KGDH), pyruvate dehydrogenase (PDH), glycine decar-
boxylase (GDC), branched chain x-keto acid dehydrogenases (BCDH), and acetoin dehy-
drogenase (AoDH) [74,75]. LA and its reduced form, dihydrolipoic acid (DHLA) [41,76],
have antioxidant activity and can chelate HMs; LA can chelate metals such as Mn, Cu,
Zn, and Pb, while DHLA chelates Fe?*, Fe**, Co, Ni, Cu, Zn, Pb, and Hg. Although it is
well documented that LA has the ability to chelate metal ions in addition to antioxidant
properties, the chelation ability of DHLA and LA, due to the presence in the molecules
of both vicinal sulfur atoms and of a carboxylic group is important in biological systems
since, in the presence of excess free HMs, they can participate in chain reactions, lead-
ing ultimately to O, reduction by catalyzing electron transfer from one oxygen species
to another in a Fenton-like reaction [76]. Although most research in plants has focused
on how internal LA and DHLA levels change in response to HM stress (e.g., in durum
wheat, Triticum durum, treated with Cu [77]), one relevant study highlights its utility as
an exogenous agent (Table 2). In Turk et al. [41], the physiological and biochemical effects
related to the application of LA in wheat (Triticum aestivum) were demonstrated. Seeds
were soaked with 1.5 mM Pb (NOj3); with or without 2 puM LA to determine whether the
latter is able to mitigate the effects produced by HM contamination. The treatment with
Pb significantly increased the amounts of O*~ and HyOz by 42% and 58% respectively,
increments which were buffered on addition of external LA (by 19% and 20%, respectively).
Similar effects were seen in lipid peroxidation (determined as MDA) and SOD, although
not for other enzymes with known antioxidant capacities like GPX, GR, and APX [41].

2.1.5. Jasmonic Acid

Jasmonic acid (JA) and its derivatives, jasmonates, are carboxylic acids and lipid phyto-
hormones belonging to the group of oxylipins [78]. Discovered in 1962, this phytohormone
is part of processes such as adaptation to stress, reproductive growth of plants, movement,
etc. [78]. Physiologically, the application of JA (and its derivatives) has been implemented
to alleviate the symptoms produced by contamination by HMs, including Cr, As, Ni, Cd,
Pb, and Cu (Table 2) [79]. For instance, the application of Cr (150 and 300 uM) in Choy sum
(Brassica parachinensis) generates a drop in morphological (root length, plant height, and
biomass, etc.) and biochemical (total chlorophyll and carotenoid content, etc.) parameters,
and altered the activity of antioxidant enzymes (including SOD, CAT, APX, GR, GST, MD-
HAR, and DHAR) [46]. However, the foliar application of JA (5, 10, 20 uM) neutralized the
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toxic effects of Cr, particularly at the highest dose. The recovery was shown by the reversal
in the falls in morphological parameters, photosynthetic pigment levels, and gas exchange,
a reduction in the absorption of Cr by roots and restored mineral homeostasis (K, Ca, Mn,
Fe, Zn). Exogenous JA also increased activities of the antioxidant enzymes SOD, CAT, APX,
GR, GST, MDHAR, and DHAR in Cr-treated plants, mirrored by falls in MDA and H,0;
levels [46]. Similar protective effects have been observed in wheat (100 pM Cd plus methyl
jasmonate (M], 10 uM spray) [47]), runner beans (Phaseolus coccineus; 50 uM Cu plus 10 uM
MJ [48]), and alfalfa (100 uM Cu plus 1-10 nM JA [49]).

In rice exposed hydroponically to Pb (150-300 uM) and MJ (0.5-1 uM), in addition
to improving the physiological parameters decreased by b, a study also demonstrated
that MJ can modulate the expression of certain genes, including HMAs, PCSI and 2, and
ABCCI (Cd transporter into the vacuole) [42]. The toxicity of Pb increased expression
of HMA2 (involved in the transport of Cd into shoots), HMA3 and HMA4 (transporters
of Cd into vacuoles), PCS1 and 2, and ABCC1. When exogenous M] was applied, the
expression of HMA2 and others decreased in roots, effectively trapping Pb underground
and limiting translocation to aerial parts of the Pb-treated rice [42]. Similar protection was
observed when MJ (0.5-1 uM) was added to rice supplemented with As (25-50 uM), in that
M] reduced the absorption of As into rice roots and leaves and significantly lowered the
amount of MDA and H»O» (as reflected in increased APX, SOD, and CAT activities and
levels of ascorbic acid (AsA), dehydroascorbate (DHA), and GSH), thus restoring overall
morphological and physiological fitness [43]. At the transcriptional level, when As was
applied, the expression of As transporters (Lsil, Lsi2, and Lsi6) increased significantly (by
up to 6.4-fold, depending on the rice variety), effects that were reversed substantially by
the exogenous supplementation of the growth medium with MJ, effectively reducing As
influx into the rice plant [43].

Furthermore, when tomato seeds were soaked in solution with JA (100 nM) for 4 h
to neutralize the harmful effects of Pb (0.25-0.75 mM), the results indicate that exogenous
JA triggered increases in relative water content (RWC) and levels of total photosynthetic
pigments, antioxidant secondary metabolites (flavonoids, anthocyanins, etc.), and OAs,
including CA, MA, and other Kreb’s Cycle intermediates, compared to the controls exposed
only to Pb [44]. Such alterations were accompanied by concordant changes in the levels of
gene expression of CS, PAL, CHLASE, and CHS, amongst others [44].

Even in non-crop species, adding JA or its derivatives can be used to rescue pheno-
types brought about by deficiencies in the biosynthesis of this phytohormone. Such is
the case for the AtAOS mutants of Arabidopsis, deficient in allene oxide synthase, a key
protein required for JA manufacture, whereby it was shown thatin the presence of 50 mM
CdCly, mutants had higher expression of AtIRT1 (Cd uptake), and AtHMA?2 and 4 (Cd
translocation) reflected the exhibition of much more pronounced symptoms on exposure
to Cd (chlorosis and shorter roots), and more Cd in shoots and roots [45]. Nevertheless,
the molecular and morphological phenotypes could be alleviated if MJ (0.01, 0.025 mM)
was simultaneously added to the growth medium of the AtAOS mutants [45]. Similar
transcriptomic analyses have been performed in rice, whereby Cu (100 uM) increases the
expression of genes encoding enzymes related to JA biosynthesis, including AOS [80], as
does the exposure to As (5-200 uM) [81].

2.2. Phenolic Acids
2.2.1. Salicylic Acid

Salicylic acid (SA, ortho-hydroxybenzoic acid) is a phenolic phytohormone present
to a large extent in the plant kingdom and is a key regulator of processes such as ther-
mogenesis, plant signaling, regulating plant morphology, development, flowering, and
closure of the stomata, as well as participating as a mediator of the defense responses
against pathogens and to abiotic stresses [82]. There are two pathways involved in SA
biosynthesis—the shikimate pathway found in the cytoplasm, and the isochorismate route
localized in the chloroplast [83]. One of the many abiotic stresses which SA is involved in
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is the contamination by HMs [82]. In general, under Cd exposure, pre-treating with SA
increases the ROS-quenching capacity of contaminated plants, like maize and tomato, by
stimulating the activity of antioxidant enzymes, boosting levels of non-enzymatic antiox-
idant compounds with HM-chelating capacities (PCs, GSH, etc.), and strengthening cell
walls to limit Cd accumulation (Table 2) [55,84,85]. In more detail, the foliar application
of SA (600 uM) to potato explants (Solanum tuberosum) treated with Cd (200 uM CdCl,)
improved parameters reduced by stress with Cd, such as the relative water content (RWC),
chlorophyll and proline levels, along with decreasing MDA and ROS [50]. In lemon balm
(Melissa officinalis), in the presence of Ni (0-500 uM) in nutrient solution, the application of
SA (1.0 mM) by manual spraying was successfully used to counteract the symptoms of Ni
contamination [57]. As a genetic strategy, overexpression of bacterial salicylate hydroxylase
(NahG), an enzyme critical in the shikimate pathway, enabled transgenic Arabidopsis to
withstand the negative effects induced by watering with CdCl, (0.5 mM) [86].

At the molecular level, contamination of lemon balm by Hg (50 uM) lead to a signifi-
cant reduction in the expression of CHLG and an increase in that of PAL, important for the
formation of phenylpropanoids and acclimatization to abiotic stress. The application of
SA (50 uM) to Hg-treated lines enhanced the expression of CHLG and reduced that of PAL,
suggesting that SA could play a role in the regulation of genes related to the biosynthesis of
phenolic compounds [51]. In another study, where maize seeds were exposed to stress by
Pb (2.5 mM), the selected genes were ZmACS6 and ZmSAMD (involved in the metabolism
of the ethylene precursor methionine, and in polyamine biosynthesis, respectively). Under
Pb stress, these genes had raised expression levels in roots and significantly lower transcript
contents in shoots. Treatment with SA (0.5 mM) reversed these trends in both aerial and
underground parts of the maize plants, implicating SA in the synthesis of ethylene and in
tolerance to Pb stress [87]. The importance of exogenous SA is also demonstrated in the reg-
ulation of growth, pigment content, antioxidant defense responses, and gene expression in
mustard seedlings exposed to different concentrations of Pb (0.25-0.75 mM). In an analysis
of POD, DHAR, GST, and GR, it turned out that contamination decreased the expression of
these genes, whereas soaking seeds with 1 mM SA led to dramatic improvements (by up to
5-fold) in the transcript levels of all the genes involved in oxidative stress responses [53].

Not all genes regulated by SA are related to oxidative stress. In an interesting recent de-
velopment, researchers demonstrated that cell wall components also play a key role. Specif-
ically, pretreatment of tomato leaves by spraying with SA (100 uM) had significant priming
effects prior to exposure to Cd (100 uM for 3 days, then 10 uM in hydroponic medium). SA
pretreatment followed by Cd addition reduced the activity of pectin methylesterase (PME),
an enzyme that catalyzes the demethylation of pectin, thereby exposing a large area of
free carboxyl groups to bind metal ions by approximately a third in both roots and leaves,
changes reflected in the transcript levels of PMET and 2 [55]. In both organs, SA-pretreated
Cd plants also had greater cell wall peroxidase and laccase capacity, and expression of
TAP2 (peroxidase) and LAC (laccase) compared to tomato exposed solely to Cd. Possibly
reflecting greater changes in cell wall structure, genes required for cellulose synthesis were
also upregulated in tomato pretreated with SA, revealing concerted responses to reduce
potential loading of Cd into the plant symplast [55].

2.2.2. Gallic Acid

Gallic acid (GA; 3,4,5-triphydroxyl-benzoic acid) is a widely distributed phenolic
acid in many different families of plants and is present in different parts of these, such as
roots, leaves, seeds, stem, woody tissues, and especially fruits like raspberries, blueber-
ries, and strawberries [88]. The protective effect of GA (and phenolic acids in general) is
correlated with their antioxidant and free radical scavenging power, their potential ability
to interact with transduction signal pathway components, and their HM chelating activ-
ity [89]. GA is a secondary metabolite of plants and arises mainly from the shikimate route,
from 3-dehydroshikimic acid, 3-DHS [90]. Subsequently, dehydroquinate dehydratase
(DQD)/shikimate dehydrogenase (SDH) oxidizes 3-DHS to shikimate acid (DQD activity)
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or reduces the same substrate to GA via the SDH domain [91]. Indeed, overexpression
of SDH from walnut (Juglans regia), a species that produces very high concentrations of
GA, in tobacco (N. tabacum), lead to transformants accumulating >500% more GA than the
controls [91]. In addition, GA itself can act as a natural fertilizer (without contamination
by HM), especially because it is an excellent neutralizer of ROS (both directly, and by
enhancing antioxidant activity), with positive impacts on morphological parameters like
germination rate, plant biomass, and yield. For instance, adding GA (60 pg mL~1) to rice
increased the expression of genes related to antioxidant activity, such as PAL and CHS,
more than 4-fold [92].

Evidence pointing to a role of GA in HM responses shows that diverse metals in
the growth substrate can trigger short-term increases in this phenolic acid (Table 2). For
instance, exposure of bean sprout roots (Phaseolus vulgaris) to Pb and Cd (1-10 uM) had
an initial positive impact on SDH activity in roots and leaves for three days before in-
hibitive effects (either of the HM itself, or from accumulated ROS) caused SDH activity to
fall back [93].

Regarding the contamination by HMs, GA can alleviate the physiological symptoms
produced by Cd stress in sunflower seeds. In these recent experiments, irrigation with
20 uM CdCl; caused increases in endogenous H,O; levels, lipid peroxidation, EL, and SOD
activity, whilst simultaneously total thiols and chlorophyll content fell, as did neutral lipids,
phospholipids, and galactolipids, among other biochemical and molecular parameters [59].
However, pretreatment of the seeds with GA (75 pM) improved and/or reverted all these
symptoms. Higher chlorophyll, total thiol, neutral lipids, phospholipids, and galactolipids
contents were recorded, whilst H2Oz, MDA, EL, and SOD levels all dropped [93].

Similar results were obtained in maize shoots grown in Cu (1 mM). The application of
GA (1.5 mM) reverted the symptoms caused by this HM, such as a reduction of RWC, and
SOD, CAT, and APX activities, whilst proline and H,O; levels were higher [60]. Likewise,
exogenous application of 25 uM GA to wheat (T. aestivum) cultivated in Cd (100-200 uM)
and redressed the misbalance of the ascorbate-GSH cycle, showing the effectiveness of this
phenolic acid in maintaining antioxidant capacity [61].

2.2.3. Caffeic Acid

Caffeic acid (CfA; 3,4-dihydroxycinnamic acid) is a cinnamic acid and a phenyl-
propanoid present in all plants known to be involved in lignin synthesis, but also plays
roles in cell expansion (and therefore growth), turgor, and phototropism. CfA and its
derivatives are known for their antioxidant power and their role in tolerance to biotic and
abiotic stresses, the latter including temperature, osmotic, and HM challenge [94]. CfA
is an intermediate of the phenylpropanoid pathway synthesized from p-coumarate from
phenylalanine or L-tyrosine, by PAL/cinnamate 4-hydroxylase, or tyrosine ammonia-lyase,
respectively. Subsequently, p-coumarate is hydroxylated to CfA [95]. It has been proposed
that the protective capabilities of CfA in HM stress are due to the generation of changes
in the cell wall increasing its durability (probably via the production and accumulation of
more lignin) and /or the direct neutralization of ROS, thus preventing damage to cellular
macromolecules [96,97].

However, several studies have focused on the exogenous application of CfA on plant
responses to HM stress due to their presence in root exudates (Table 2) [98]. Regarding
a primary response of crops subjected to HM stress, it is known that HMs in the growth
medium can drive production of CfA and its ester, rosmarinic acid (caffeic acid ester), in
a manner that is directly proportional to the intensity of the stress, as shown using Cd
(0.2-1.8 mmol L1, Pb, and Al (0.04-0.16 mmol L~1) [99]. It is also important to note that
CfA is a critical precursor of other chemical compounds that have fundamental roles in
tolerance to stress by HM, such as ferulic acid and melatonin [100,101]. Indeed, a key
enzyme for the conversion to both derivatives is caffeic acid O-methyltransferase (COMT).
Gene expression of COMT is significantly increased in alfalfa seeds grown under stress

79



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 5438 18 of 24

by Cuand Cd (250 uM) [62], as is that of several members (BnCOMT-1, -5 and -8) of the
COMT gene family in canola sprouts (Brassica napus) cultivated in Al and Cd (25 pM) [102].

3. Conclusions and Future Perspectives

Considering that the World Health Organization (WHO) establishes that several
HMs constitute a major public health concern (As, Cd, Hg, and Pb) [103], the problems
affecting plant, human, and animal health have tended to increase due to greater soil and
bedrock disturbance, pesticide use, chemical disposal, etc., especially in the last 200 years.
Although biotechnological advances, including transgenic strategies, have undoubtedly led
to great strides in improving the resilience of crop plants to HM stress (e.g., [104-109]), the
exogenous application of OAs serves as a viable solution in both economic and eco-friendly
terms as a means of using a nature-based solution to contamination caused both naturally
and anthropogenically. As primary or secondary metabolites, the responses of plants that
are under stress by HMs are alleviated by OAs (Figure 1), as visualized by (I) an increase
in morphological parameters such as growth, biomass, leaf area, and root length, leading
ultimately to greater crop productivity, (IT) an increment of the total amounts of chlorophyll
and other photosynthetic pigments, (III) a boost in the activity of antioxidant enzymes
SOD, POD, APX, GR, CAT, DHAR, MDHAR, PAL, PPO, etc., (IV) an enhancement in
the activity of non-enzymatic antioxidant components including AsA, tocopherol, GSH,
etc., (V) a fall in ROS, lipid damage, and EL, and (VI) HM chelation. In parallel, OAs can
affect the expression of certain groups of genes, such as those (I) directly-required for OA
biosynthesis (e.g., CS, malate synthase, etc.), (1I) needed for the synthesis of protein-based
HM-chelators (PCs, MTs, etc.), (II) involved in specific HM transport across the plasma
membrane or tonoplast (IRT-like proteins, NRAMDPs, HMAs, MTDs, etc.), and (IV) encoding
antioxidant enzymes [104].
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Figure 1. Potential molecular and physiological mechanisms triggered by the exogenous application
of organic acids that increase the tolerance of plants to heavy metal stress.

Taken together, in plants, fungi, and microorganisms, more than 200,000 primary and
secondary metabolites are synthesized [110], of which a substantial proportion correspond
to carboxylic and phenolic acids. Studying the individual influences of each OA thus poses
a clear challenge to scientists. Such a challenge is compounded by the fact that some effects
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on alleviating HM contamination are shared by several crop species studied, whereas the
intensity of responses can even depend on the genotype used in the research (e.g., rice
in [43]). However, without doubt, many of the differences observed in experimental out-
comes using the same OA can be attributed to experimental design. As shown in Table 2,
the intensity of stress (HM concentration), the site and method of OA application (foliar
or growth medium, spray, or irrigation), the concentration of OA used, and the timing
of its addition (seed imbibition, treatments prior to and/or concurrently with HM stress)
play a role in determining the findings, and thus the conclusions drawn for the potential
translatability of the research to field settings.

A further development is the application of combinations of plant OAs. For example,
the effects of the presence of both CA and MA (50 uM in nutrient medium) have been
evaluated in the rice treated with Cd (25 uM CdCly, in nutritive medium). In the presence
of OAs (without Cd), the expression of OsNramp1, OsIRT1, OsHMA3, and OsNASI decline,
including those for vacuolar Cd transport. However, the addition of both OAs neutralized
the adverse effects of Cd on the expression of these host genes, improving sequestration
of Cd in the root vacuole, boosting antioxidant levels and overall photosynthetic efficacy,
leading to a general increase in biomass [26].

Finally, interdisciplinary research is bringing together researchers from different ar-
eas, thus providing additional strategies to alleviate common agricultural problems. For
example, the OA phytic acid (myo-inositol) plays a fundamental role as a reservoir of
phosphate since it has six phosphate groups, yet it also participates as a divalent cation
chelator given its strong negative charge [111]. However, as phytic acid can play a role as a
chelator of HMs in in vitro tests [112], a novel application includes the design of electrospun
polyurethane /phytic acid nanofibrous membranes for adsorbing Pb [113]. These results
demonstrate that this plant-derived OA can indeed remove Pb from an aqueous solution.
Further collaborative research and the possible sequestering of this and other HMs in field
situations are thus eagerly-awaited developments.
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