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La actividad humana del ultimo siglo ha conllevado un aumento de la contaminacién del suelo por metales pesados, entre ellos el cadmio (Cd), uno
de los mas téxicos. Su entrada en el suelo, fundamentalmente por el uso de fertilizantes y actividades como la mineria, y su absorcion por las plantas
lo introduce en la cadena tréfica. EI Cd es un elemento no esencial para las plantas, pero entra a las mismas a través de transportadores de metales
esenciales compitiendo con éstos. La exposicion al Cd afecta a numerosos procesos fisioldgicos y metabdlicos en la planta provocando una reduccién
en el crecimiento y productividad de la misma, y causa clorosis y estrés oxidativo debido a una mayor produccion de especies de oxigeno reactivo
(ROS). Recientemente, el 6xido nitrico (NO) se ha relacionado con la respuesta de la planta al estrés por Cd, pero los mecanismos en los que esta
involucrado no se conocen exactamente. En este trabajo se revisan las fuentes de contaminacién, los mecanismos de toxicidad por Cd y las funciones
del NO en la respuesta de la planta al Cd. Se concluye que el NO aplicado de forma exégena suele proteger a la planta por induccién del sistema
antioxidante. Como molécula endégena, el NO se ha relacionado con la regulacion a través de modificaciones postraduccionales de proteinas in-
volucradas en el metabolismo oxidativo, hormonas y factores de transcripcion. Es necesario comprender las interacciones plantas - metales para
establecer programas de crecimiento de especies de interés agricola con menor absorcion de metales.
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Human activities have led to environmental pollution with heavy metals, including cadmium (Cd) which is one of the most toxic pollutants. Cd is re-
leased into the environment by mining and fertilizes application. Metal uptake by crop plants introduces Cd into the human food chain, posing to a
human health concern. Although Cd is not an essential element, it can enter the roots and it is translocated throughout different tissues by a variety
of unspecific transport systems, thereby competing with essential nutrients. Cadmium exposure affects numerous physiological and biochemical pro-
cesses in plants and leads to limited growth and therefore yield chlorosis, and oxidative stress induced by the production of reactive oxygen species
(ROS). Recently, the well-known signalling molecule, nitric oxide (NO), has been involved in plant response to Cd toxicity, although NO-dependent
mechanisms are not fully characterized. In this review, the main sources for Cd contamination and the mechanisms involved in metal toxicity are dis-
cussed including the possible NO roles in plant response to this heavy metal. NO applied exogenously usually protects the plant mainly by induction
of the antioxidant system. As an endogenous molecule, NO has been involved in the regulation of proteins related to oxidative metabolism, hormones,
and transcription factors through posttranslational modifications.
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El cadmio: fuentes de contaminacion

Quimicamente hablando, los metales pesados se refieren a me-
tales y metaloides que poseen una masa atémica mayor de 20 y
gravedad especifica mayor de 5 g/cm?® (Wuana y Okieimen 2011;
Terron-Camero et al. 2019). Sin embargo, desde una perspectiva
bioldgica, se refiere a estos metales pesados como aquellos que
incluso a bajas concentraciones resultan toxicos (Rascio y Navari-
Izzo 2011; Li et al. 2019). Los metales pesados se pueden dividir
en dos grupos principales: (1) elementos como el boro (B), cobre
(Cu), hierro (Fe), molibdeno (Mo), manganeso (Mn), niquel (Ni) y
zinc (Zn), esenciales para el crecimiento de la planta, pero téxicos
cuando su concentracion excede ciertos umbrales; y (1) elementos
como el arsénico (As, un metaloide), cadmio (Cd), mercurio (Hg) y

plomo (Pb), que no son esenciales para las plantas o animales
(Gupta et al. 2010; Andresen et al. 2018; Edelstein y Ben-Hur
2018). La contaminacion de suelos por metales pesados se ha con-
vertido en un problema medioambiental que despierta un gran in-
terés debido al impacto negativo que tiene sobre la economia, el
cual se estima en 10 billones de ddlares por afio. Globalmente se
han descrito 500 millones de hectareas de suelo, en 5 millones de
localizaciones diferentes, con polucion por metales y metaloides
(He et al. 2015; Li et al. 2019).

El Cd fue inicialmente descubierto como una impureza del car-
bonato de Zn, es un elemento de transicion del grupo 1B, con nu-
mero atémico 48, masa atomica 112.4, densidad 8.65 g/cm?,
temperatura de fusion y ebullicion de 320.9°C y 765°C respectiva-
mente (Wuana y Okieimen 2011) y con una abundancia de 0.15
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mg/kg en la corteza terrestre y 0.11 ug/L en el mar. Es relativamente
inestable y, por tanto, el Cd se suele encontrar en la naturaleza
combinado con CI, S y O formando éxidos, sulfuros y carbonatos,
en minerales de Zn, Cu y Pb. El Cd también se puede unir a otros
compuestos como aminoacidos, citrato, oxalato, salicilato y acidos
humicos y fulvicos (Hayes 2016; Fristachi y Choudhury 2017;
Zhang y Reynolds 2019).

Las fuentes de contaminacion por Cd pueden ser antropogéni-
cas o naturales (Fig.1). Las principales fuentes antropogénicas en-
globan la agricultura, la industria, la mineria, el transporte, el
consumo de carburantes y las aguas residuales (Edelstein y Ben-
Hur 2018). La aplicacion de fertilizantes fosfatados introduce inad-
vertidamente Cd y otros elementos quimicos potencialmente
téxicos como el fluor (F), Hg o Pb, al suelo. Ademas, el Cd se libera
principalmente de baterias Ni-Cd, estabilizado de plasticos, com-
bustidn de fosiles, incineracion de residuos y por el empleo de pin-
turas en las cubiertas para proteger vehiculos y navios de
condiciones ambientales exigentes (Wuana y Okieimen 2011). Por
otro lado, la mineria de Zn, Pb y Cu, la produccién no ferrosa de
metales y la produccién de cemento también contribuyen a la en-
trada de Cd en el medio. El consumo global de Cd se estima en 20
000 — 40 000 t/afio (UNEP 2010). El abandono de las areas rela-
cionadas con la actividad minera tiene un impacto negativo sobre
el desarrollo ambiental y econémico, afectando a la calidad del
suelo, aire e involucrando la cadena alimentaria (Garcia-Gomez et
al. 2014; Sanz-Fernandez et al. 2017). Se ha encontrado Cd en
muchos alimentos analizados como cereales o vegetales, frutos y
tubérculos con concentraciones que varian desde los 0.01 a 0.05
mg/kg de peso seco (Romero-Puertas et al. 2019).

Por otro lado, las mayores fuentes de contaminacion natural de
metales pesados son el movimiento de polvo en suspension, la
emision de particulas vulcanogénicas, los incendios forestales y
pulverizados de sales marinas (Edelstein y Ben-Hur 2018). La
UNEP estimo la emision natural de Cd en 25 000 — 88 000 t/afio en
2010, mucho mayor que las emisiones antropogénicas (UNEP
2010; Rahman y Singh 2019). Algunos metales como el Cd y el Pb
o metaloides como el As, se pueden volatilizar a elevadas tempe-
raturas convirtiéndose en 6xidos y condensandose como finas par-
ticulas en ambientes no reductores. El indice de transporte de un
metal pesado en el suelo depende de la forma quimica y especia-
cion del metal (Wuana y Okieimen 2011). Una vez en el suelo, los
metales se adsorben por reacciones iniciales rapidas y lentas re-
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distribuyéndose en diferentes formas quimicas, variando la movili-
dad, biodisponibilidad y toxicidad. Se sabe que la distribucion de
los metales ocurre por reacciones como la precipitacion y disolu-
cién, intercambio idnico, adsorcién y desorcion, formacion de com-
plejos acuosos, movilizacién o inmovilizacion bioldgica y entrada
en organismos (Wuana y Okieimen 2011). Predominantemente, el
Cd existe como CdO, CdCOs, CdS y CdClz durante dias en la at-
mosfera. En agua sin embargo, se encuentra como formas solu-
bles: Cd?*, Cd(OH)z2 y CdCOs (UNEP 2010; ATSDR 2012; Rahman
y Singh 2019). Naturalmente el Cd acuoso proviene de la deposi-
cion del Cd atmosférico, la disolucion de Cd solido (minerales) y
erosion de la roca madre y sedimentos del suelo (Nagajyoti et al.
2010; Mason 2013; Zhang y Reynolds 2019).

El cadmio en la cadena trofica

Las fuentes principales de exposicion a Cd para humanos son
la cadena tréfica, el trabajo en la industria y el tabaco. Las fuentes
fundamentales de Cd en una dieta son productos basicos como el
trigo, arroz y las patatas, aunque también se puede hallar en pro-
ductos derivados del cacao, invertebrados marinos y algas (EFSA
2012). El contenido de Cd en plantas crecidas en suelos contami-
nados es marcadamente superior a pH 4.0 que a pH 5.0 y las con-
centraciones de Cd extractables son mayores en suelos arenosos
que en suelos arcillosos (Ismael et al. 2019).

Entrada del Cd en la planta

El Cd puede entrar a la hoja a través de los estomas, roturas
cuticulares, poros acuosos y ectodesmos o lenticelas (Edelstein y
Ben-Hur 2018). El metal se mueve a la raiz de la planta con depen-
dencia del pH y del contenido en materia organica, entre otros fac-
tores. Posteriormente, se puede inmovilizar generando carbonatos,
sulfatos o precipitados de fosfato a lo largo de la via apoplastica o
simplastica (Edelstein y Ben-Hur 2018).

En primer lugar, el Cd en forma iénica, a partir de la solucion
del suelo, entra a la planta gracias a los grupos funcionales y con
independencia del pH en la pared celular de las raices. Esto ocurre
sin necesidad de energia y espontaneamente, debido a interaccio-
nes electrostaticas entre las cargas positivas del metal y los grupos
carboxilo de las paredes celulares en el apoplasto de la raiz. Por
otro lado, hay un transporte mas lento que depende de la especie
vegetal y de la concentracion de iones metalicos en el suelo que
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Figura 1. Representacion grafica del impacto que presentan diversas fuentes antropogénicas en la emisién de Cd (European Environmental Agency

2019).

Figure 1. Graphical display of the impact that different anthropogenic Cd sources have on Cd emission (European Environmental Agency 2019).
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es la actividad metabdlica de entrada simplastica (Meychik y Yer-
makov 2001; Ismael et al. 2019). Mientras que los iones 0 molécu-
las cargadas normalmente requieren canales especificos para
entrar al organismo, los complejos con carga neutra tienen propie-
dades quimicas similares a compuestos organicos o especies no
idnicas, pudiendo moverse a través de las membranas celulares
por difusion pasiva (Mason 2013; Zhang y Reynolds 2019).

El Cd esta entre los elementos que se puede acumular en plan-
tas con niveles por encima de 0.01% del peso seco de la parte
aérea sin causar sintomas de toxicidad (McGrath y Zhao 2003).
Los metales no esenciales como el Cd, pueden entrar a las células
de la planta a través de sistemas de transporte que intervienen en
la entrada de micronutrientes. En concreto, el Cd?* entra a través
de transportadores transmembrana relacionados con la entrada de
calcio (Ca?*), Fe?*, magnesio (Mg?*), Cu?* y Zn?*. De hecho, algunos
de estos metales pueden inhibir la entrada de Cd desde la solucion
de la rizosfera o su acumulacion en raices de las plantas. Los ni-
veles de Ca afectan a la entrada de Cd porque este compite con el
Ca por sus transportadores. Una baja concentracion externa de Ca
incrementa la entrada de Cd, pudiendo resultar toxico. Ademas, se
ha visto una aparente deficiencia de Zn bajo exposicién por Cd al
poder entrar a través de sus transportadores, como ZnT (Zinc
Transporter; Gallego et al. 2012).

Asi, se ha descrito que el Cd puede entrar a la raiz a través de
diferentes transportadores (Terron-Camero et al. 2019):

* Familia ZIP, la cual toma su nombre de sus primeros compo-
nentes descritos, “Zinc-Regulated Transporter’ e “Iron-Regula-
ted Transporter like Protein” (IRT), que pueden transportar
metales del espacio extracelular o del lumen al citoplasma.
IRT1, aunque se ha descrito principalmente como transportador
de Fe, puede transportar otros cationes divalentes como son el
Cu?, Ni?*, Mn?* 0 Zn?* siendo el primero de la familia en ser des-
crito (Vert et al. 2002).

» Familia YSL o “Yellow-Stripe Like”. Estos forman parte de trans-
portadores de oligopéptidos y se relacionan con el transporte
de complejos metal-nicotinamina a través de la membrana plas-
matica (Belleghem et al. 2007). Las plantas incrementan la mo-
vilidad de los iones mediante la excrecién de ligandos organicos
de bajo peso molecular como el &cido mugineico y, en conse-
cuencia, exponen a sus raices a un aumento en la disponibili-
dad del Cd. Por lo tanto, cuando el Cd se acompleja, las plantas
lo pueden tomar a través de proteinas YSL (Curie et al. 2009).

* Familia NRAMP, conocidos como transportadores de metales
unidos a proton o “Natural Resistance-Associated Macrophage
Proteins”. También se conocen por DCT1 (“Divalent Cation-
Transporter 1”) o DMT (“Divalent Metal Transporter 1”), con un
amplio rango de sustratos (Al, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pby Zn) y
diferentes funciones en diferentes especies. Se ha descrito que
los transportadores de Arabidopsis, AANRAMP1 y de arroz, Os-
NRAMPS5; localizados en la membrana plasmatica y transpor-
tadores de Mn y Fe, podrian participar en la entrada de Cd a la
raiz (Cailliatte et al. 2009).

+ Canales y otras proteinas relacionadas con la entrada de Cd.
El Cd también puede entrar en el simplasto de la planta por
transporte pasivo. Las metalo-chaperonas son proteinas clave
para el transporte seguro de iones metalicos dentro de la célula.
Las mas comunes son las isopreniladas asociadas a metales
pesados (HPP/HIPP), que se relacionan con la homeostasis del
metal, mecanismos de detoxificacion, especialmente relaciona-
dos con la tolerancia al Cd (De Abreu-Neto et al. 2013).

Transporte y almacenamiento de Cd dentro de la planta

La retencion del Cd en las células de la raiz se puede lograr por
moléculas que forman quelatos, como las fitoquelatinas, por se-
cuestro vacuolar o por barreras apoplasticas (Fig. 2). El transporte
de Cd al xilema radicular ocurre via apoplastica o simplastica con-
trolada por sitios de control especificos en el cortex radicular. Su
carga al xilema esta mediada por P1s-ATPasas de metales pesados
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como los ortdlogos AtHMA2 y AtHMA4 y posiblemente por el YSL.
El Cd también se puede translocar al tonoplasto por antiportadores
H*/Ca?* como los ortélogos de AtCAX2 y AtCAX4. Ademas, el metal
quelado se puede transferir por transportadores ABC como los or-
télogos AtMRP3 (Korenkov et al. 2007; Dalcorso et al. 2008; Ismael
et al. 2019).

Entre los mecanismos de flujo de metales en Arabidopsis, hay
transportadores relacionados con la redistribucion de Cd, translo-
cacion y detoxificacion como los codificados por los genes PCR1y
PCR2 (“Plant Cadmium Resistance”). PCR1 incrementa la toleran-
cia al mismo, exportandolo fuera de la célula y disminuyendo su
contenido. Ademas, el transportador MATE (“Multidrug and Toxic
Compound Extrusion”), miembro de las familias ABC, se ha descrito
como regulador de la detoxificacién de Cd, exportandolo fuera del
citoplasma (Ismael et al. 2019).También hay otros transportadores
como los VIT1 (“Vacuolar Iron Transporter’) que se relacionan con
el transporte de Fe, Cd y Mn a la vacuola (Terrén-Camero et al.
2019). Los transportadores de Fe, AANRAMP3 y AtNRAMP4, en-
cargados de regular los niveles de Fe en la vacuola, también pue-
den transportar Cd por lo que podrian controlar los niveles de Cd
en la vacuola (Thomine et al. 2000). Por otro lado, el transportador
de Mn, AtNRAMPG6, también parece tener una funcion relacionada
con la localizacion intracelular del Cd, viéndose afectada la distri-
bucién de este metal en la célula cuando se alteran los niveles de
este transportador (Cailliatte et al. 2010).

Toxicidad del cadmio

El progreso tecnologico y la industrializacion durante el siglo
XX estuvieron asociados a un incremento del uso del Cd, resul-
tando en un incremento en su concentracién y distribucion en el
entorno y generando un peligro para la salud de humanos y ani-
males (Satarug et al. 2010; UNEP 2010; Mezynska y Brzoska
2018). La exposicion a Cd afecta a la salud humana en niveles ce-
lulares y a menudo se correlaciona con el estrés oxidativo y el
dafio al DNA. El Cd celular influye en muchas proteinas y sus fun-
ciones en la célula, y por tanto, puede inhibir la sintesis de DNA 'y
causar roturas de forma dependiente de la exposicién (Zhang y
Reynolds 2019). Estudios epidemiolégicos proporcionan pruebas
de que una exposicion durante tiempos prolongados, normalmente
en zonas industrializadas, genera carcinomas, riesgo de danos re-
nales, hepaticos, en el sistema esquelético y cardiovascular, asi
como en la vista y oido (EFSA 2012; Wu et al. 2014; Wang et al.
2016; Satarug et al. 2017; Mezynska y Brzdska 2018).De hecho,
el Cd se caracteriza por la fuerte acumulacion en organismos
vivos, proporcional a la edad. Una vez en el organismo, se une a
proteinas en las membranas del eritrocito y se transporta hasta el
higado, en donde se liberan los iones Cd?* que inducen la sintesis
de metalotioneinas (MT; Saboli¢ et al. 2010; Mezynska y Brzoska
2018). Estos complejos Cd-MT se degradan en los tubulos renales
para liberar Cd y aminoacidos, que seran reabsorbidos (Satarug
et al. 2017).

Por otro lado, la toxicidad por Cd afecta negativamente a la fi-
siologia de las plantas, interfiriendo con varios procesos como la
formacioén del tubo polinico y germinacion del polen, generando
menos semillas y afectando a la viabilidad de las mismas al dismi-
nuir el nivel de enzimas hidroliticas y movilizacion del almidon (Huy-
brechts et al. 2019). Otros efectos descritos en la planta son una
actividad mitética anormal (Ismael et al. 2019) o la alteracién de la
estructura de la membrana y su permeabilidad ademas de alterar
las relaciones hidricas asi como la entrada y distribuciéon de micro y
macronutrientes, un retraso del crecimiento e inhibicion de la foto-
sintesis llevando a la pérdida de rendimiento (Gupta et al. 2017; Ro-
mero-Puertas et al. 2019). Las plantas tratadas con CdCl2 mostraron
sintomas de toxicidad, incluyendo marchitamiento, decoloracion de
hojas con puntos cloréticos y necréticos y ennegrecimiento de raices
(Nagajyoti et al. 2010). Ademas, el Cd induce efectos perniciosos
en la fotosintesis con alteracién de la ultraestructura del cloroplasto
y biosintesis de clorofila, fotofosforilacion, transporte electronico y
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Figura 2. Recorrido del cadmio desde su entrada a las células radiculares, su traslocacién y transporte hasta las células del mesofilo de la hoja. Abreviat-
uras: ABC (ATP binding casette), CDF (cation diffusion facilitator), IRT1 (iron related transporter 1), MATE (multidrug and toxic compound extrusion), N
(nucleo), NRAMP (natural resistance-associated macrophage proteins), PCR1 (plant cadmium resistance), V (vacuola), VIT1 (vacuolar iron transporter),
YSL (yellow-stripe like), ZIP (ZRT- and IRT-like protein) y ZnT (zinc transporter).

Figure 2. Route of cadmium from its entry into the root cells, translocation and transport to the mesophil cells of the leaf. Abbreviations: ABC (ATP binding

casette), CDF (cation diffusion facilitator), IRT1 (iron related transporter 1), MATE (multidrug and toxic compound extrusion), N (nucleus), NRAMP (natural
resistance-associated macrophage proteins), PCR1 (plant cadmium resistance), V (vacuole), VIT1 (vacuolar iron transporter), YSL (yellow-stripe like), ZIP

(ZRT- and IRT-like protein) and ZnT (zinc transporter).

Ciclo de Calvin (Nagajyoti et al. 2010; Zhang y Reynolds 2019).
La disminucion del contenido de nutrientes, fundamentalmente de
Fe y Cay la inhibicion de la asimilacién del NOs causan una dismi-
nucioén especifica del crecimiento reflejado en la biomasa aérea y
radicular (Romero-Puertas et al. 2019).

La fitotoxicidad inducida por el Cd se relaciona con su capaci-
dad para unirse a grupos tiol, histidilo y carboxilo de enzimas y pro-
teinas estructurales interfiriendo con su funcion. Ademas, el Cd
puede comprometer esta funcionalidad al sustituir los iones esen-
ciales de los centros activos de las enzimas debido a la similitud
quimica que presentan con la de otros iones divalentes (Huybrechts
et al. 2019). Ademas de producir roturas en las cadenas de ADN,
el Cd induce la formacion de micro-nucleos y aberraciones cromo-
sémicas (Vral et al. 2011). Estos dafios desencadenan efectos im-
portantes en el crecimiento de la planta, influenciando el ciclo
celular o induciendo la muerte celular programada. Sin embargo,
esta misma capacidad para unirse a los grupos hidroxilo, tiol y car-
boxilo hace que parte del Cd se quede anclado en la pared celular.
De hecho, para prevenir la entrada de Cd al citoplasma celular, la
estructura de la pared celular queda alterada tras la exposicién al
metal, dependiendo de su concentracion y el lugar donde se acu-
mule. Las pectinas, unos componentes principales de la pared ce-

lular vegetal, contienen grupos funcionales como el hidroxilo, tiol y
carboxilo, que permiten su unién a iones trivalentes y divalentes
como el Cd?*". La exposicion a Cd incrementa la desmetilesterifica-
cién de pectinas, lo que genera un mayor numero de sitios de union
de este ion a las pectinas y ademas, incrementa la lignificacion me-
diada por peroxidasas (POX), aumentando la rigidez de la pared y
limitando la entrada del metal al citoplasma (Gutsch et al. 2018;
Huybrechts et al. 2019).

Mecanismos de tolerancia al estrés por cadmio

El GSH (glutation), con grupos funcionales tiol libres en cistei-
nas, es el compuesto mas abundante y esta ampliamente distri-
buido, dentro de la célula. El Cd tiene gran afinidad de union por
los grupos tiol de GSH y de la fitoquelatina sintasa (PCS). Esta
union resulta en una activacion de la PCS dando lugar a la polime-
rizacion de GSH para generar fitoquelatinas (PCs; Jozefczak et al.
2015). En plantas, la respuesta antioxidante fundamentalmente se
basa en el uso y reciclaje de GSH y ascorbato (AsA) complemen-
tado por la SOD (superoxido dismutasa) y CAT (catalasa). Las SOD
constituyen el primer mecanismo de defensa contra el radical su-
peréxido (O2-; Jozefczak et al. 2015).
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Incluso la forma y volumen de la vacuola tienen una funcién
clave en la detoxificacion del Cd. Hay cambios en la permeabilidad
para prevenir el transporte de metales pesados a través de la mem-
brana plasmatica y una induccion del flujo de salida de iones me-
talicos por transportadores como ATPasas, NRAMPs, CDFs y ZIPs.
Ademas, se ha demostrado que la planta evita el crecimiento hacia
suelos contaminados, recientemente demostrado en el mutante Cd-
phobic MRC-22, capaz de parar el crecimiento de una raiz primaria
afectada por Cd y de inducir raices secundarias hacia una zona sin
Cd (ver revision Romero-Puertas et al. 2019).

Curiosamente, las plantas micorrizadas son mas tolerantes a
los metales pesados, ya que los hongos micorricicos pueden rete-
ner metales pesados en las raices y prevenir su translocacion a la
parte aérea de la planta, aunque las defensas microbianas antioxi-
dantes pueden ser responsables también de la mayor tolerancia a
metales pesados (Ferrol et al. 2016; Zhang et al. 2018; Terron-Ca-
mero et al. 2019).

Si las estrategias descritas anteriormente fallan, la planta activa
respuestas defensivas que consisten en la induccién de proteinas
de choque térmico (HSP), prolina, poliaminas, hormonas y molé-
culas sefalizadoras (Terron-Camero et al. 2019).

Estrés oxidativo inducido por Cd

En las plantas, diferentes compartimentos subcelulares produ-
cen continuamente peroxido de hidrégeno (H202) y otros ROS
como subproducto de varias reacciones metabdlicas. Mientras que
la mayoria de las especies de oxigeno reactivo (ROS) dentro de la
célula vegetal se generan en cloroplastos y peroxisomas, las mito-
condrias son los principales productores de ROS en ausencia de
luz y en tejidos no fotosintéticos (Navrot et al. 2007). En cloroplas-
tos y mitocondrias, la fuga de electrones al oxigeno como conse-
cuencia de la sobre-reduccion de la cadena de transporte
electronico (CTE) puede generar radicales superéxido que poste-
riormente forman H20.. En peroxisomas, este se puede producir
directamente por reacciones de oxidacion de acidos grasos y gli-
colato formado durante la fotorrespiraciéon. Por otro lado, los ROS
se pueden generar enzimaticamente en el apoplasto, en la mem-
brana plasmatica por las NADPH oxidasas. Ademas, en un am-
biente fuertemente reductor las enzimas que eliminan H202 pueden
llegar a producirlo (Cuypers et al. 2016). Aunque hay numerosos
estudios que indican las NADPH oxidasas como principales pro-
ductores de ROS, hay autores que han cuestionado esto y sefialan
que esa acumulacion de ROS procede desde la mitocondria
(Heyno et al. 2008). Curiosamente, se ha demostrado que las
NADPH oxidasas podrian tener una funcién importante regulando
la entrada y el transporte de nutrientes de la raiz al tallo en Arabi-
dopsis en respuesta a Cd, aunque el mecanismo auln se desconoce
(Gupta et al. 2017; Romero-Puertas et al. 2019).

La elevada vida media del H202, un milisegundo, y su pequefio
tamafio le permite atravesar membranas celulares y migrar en di-
ferentes compartimentos, permitiendo su funcion como molécula
sefalizadora. Actualmente se conoce que es una molécula regula-
dora de procesos fisiolégicos como la adquisiciéon de resistencia
(Lee y Hwang 2005), fortificacion de la pared celular y produccion
de fitoalexinas (Levine et al. 1994), senescencia (Pastori y del Rio
1997), muerte celular programada (Bethke y Jones 2001), fotosin-
tesis (Foyer 2018), apertura estomatica (Bright et al. 2006) y ciclo
celular (Slesak et al. 2007). Sin embargo, se requiere un control
muy estricto de su concentracién ya que a elevadas concentracio-
nes supone un riesgo para la célula. La principal fuente de produc-
cion en la célula son las NADPH oxidasas y la reduccién del radical
superoéxido por la SOD (Petrov y Breusegem 2012).Se ha obser-
vado que la pre-aclimatacién con H202reduce las consecuencias
negativas de la exposicion al metal mientras que estimula los me-
canismos defensivos de la planta (Cuypers et al. 2016).

Uno de los principales mecanismos por los que el Cd ejerce su
funcioén téxica es el estrés oxidativo. Aunque como se ha indicado
anteriormente, este metal no puede inducir la generacion de ROS
y radicales libres directamente por su naturaleza redox inactiva, es
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capaz de estimular su produccion indirecta, principalmente debili-
tando barreras enzimaticas y no enzimaticas (Mezynska y Brzoska
2018). El término ROS engloba especies radicales y no radicales
de oxigeno que derivan del metabolismo aerobio de la reduccion
del oxigeno. En los ultimos afios se ha reconocido que un bajo nivel
de ROS y RNS (especies de nitrogeno reactivo) tienen una impor-
tante funcién en la red sefalizadora en respuesta de las plantas al
estrés (Romero-Puertas et al. 2019). El desequilibrio en el conte-
nido de ROS y defensas antioxidantes o estrés oxidativo va a venir
determinado por 1) la capacidad del Cd para sustituir al Fe en va-
rias proteinas, incrementando los niveles libres de Fe, que es capaz
de participar en reacciones de tipo Fenton — Haber Weiss; 2) la dis-
minucioén del contenido celular de defensas antioxidantes no enzi-
maticas como el GSH e incremento de la sintesis de fitoquelatinas;
3) la inhibicion de enzimas involucradas en mecanismos de de-
fensa antioxidante y generacion de ROS a través de enzimas como
la NADPH oxidasa (Cuypers et al. 2010; Huybrechts et al. 2019;
Romero-Puertas et al. 2019).

Una de las modificaciones proteicas oxidativas mas comunes
es la carbonilacion o formacion derivada de carbonilos que genera
una modificacion irreversible que conlleva a la pérdida de funcién y
promueve la degradacion de las proteinas. La peroxidacion lipidica
es otro marcador comun del estrés oxidativo que afecta a la estruc-
tura y funcionalidad de las membranas biolégicas (Romero-Puertas
et al. 2019). Como se ha comentado anteriormente, el Cd provoca
un desequilibrio nutricional, por tanto, disminuye la concentracion
efectiva de Ca celular, afectando tanto a las defensas antioxidantes,
como la actividad SOD vy a rutas dependientes de calmodulina.
Mientras que los ROS modulan los niveles citosélicos de Ca a través
de la activacion de sus canales transportadores, la produccion de
Oz por la NADPH oxidasa depende del Ca (Cuypers et al. 2016).

Para prevenir estos danos las plantas tienen una maquinaria
enzimatica como la SOD, CAT o POX (peroxidasa) ademas de la
no enzimatica que incluye al GSH, al ascorbato, a los carotenoides
y al a-tocoferol ademas de los ciclos que los involucra, como son
el sistema de peroxirredoxinas, tiorredoxinas, glutarredoxinas y el
ciclo ascorbato-glutation. Por otro lado, la exposicion al Cd también
afecta a la regulacion y actuacion de las fitohormonas (Mgller et al.
2007; Biicker-neto et al. 2017; Huybrechts et al. 2019).

El 6xido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre gaseoso capaz de di-
fundir a través de membranas. En los ultimos 20 afios, el NO se ha
relacionado con la regulacién de multitud de procesos fisioldgicos
y pato-fisioldgicos en plantas incluyendo procesos de desarrollo
como la germinacioén (Correa-Aragunde et al. 2004; Albertos et al.
2015) y floracion (Seligman et al. 2008), la organogénesis de raices
(Pagnussat et al. 2003), la formacién de raices adventicias (Pag-
nussat et al. 2003), desarrollo de raices laterales (Correa-Aragunde
et al. 2004) y formacion de pelos radiculares (Lombardo et al. 2006)
o bien la respuesta a metales pesados (Terron-Camero et al. 2019)
y senescencia (Mishina et al. 2007). Una de las primeras funciones
asignadas al NO esta relacionada con la respuesta defensiva, in-
cluyendo la muerte celular programada (Delledonne et al. 1998;
Durner et al. 1998; Mur et al. 2013). Recientemente, se ha descrito
también una funcién para el NO en las interacciones beneficiosas
planta-microorganismo (Canovas et al. 2016; Martinez-Medina et
al. 2019). ElI NO es altamente reactivo y se puede unir a metales,
oxigeno molecular y radical superoxido. También puede reaccionar
con los grupos funcionales de azufre y nitrdgeno presentes en las
biomoléculas (Astier et al. 2018). Las moléculas derivadas de la re-
duccion del NO y reaccion con ROS como el peroxinitrito, se en-
globan bajo el término RNS (Terron-Camero et al. 2019).

Metabolismo del NO

El estado de oxidacion intermedio del nitrégeno en el NO, entre
las abundantes formas fuertemente oxidadas como el nitrato o el
nitrito y las formas completamente reducidas como el amonio, per-
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miten a la planta producir NO por 2 vias principalmente: la via oxi-
dativa y la via reductiva (Fig. 3; Astier et al. 2018; Leon y Costa-
Broseta 2019).

Vias reductivas: estas se clasifican tanto en enzimaticas como
en no enzimaticas y son dependientes de la concentracion de oxi-
geno y nitrato en el medio de reaccion. La nitrato reductasa (NR) es
una enzima multifuncional citoplasmatica involucrada en la asimila-
cion y metabolismo del nitrégeno. Es responsable del primer paso
limitante de la asimilacion del nitrato, catalizando su conversion a
nitrito mediante el uso del NADPH como donante de electrones en
condiciones de normoxia y dependencia del pH. El complejo homo-
dimérico activo requiere la presencia de una molibdopterina, un
grupo hemo y FAD. En Arabidopsis la actividad catalitica NR viene
determinada por los genes NIA1y NIA2 (Frungillo et al. 2015). Aun-
que ambas isoformas pueden emplear nitrito o nitrato como sustrato,
NIAZ2 tiene una mayor actividad nitrato reductasa mientras que NIA1
es mas eficiente como nitrito reductasa (Mohn et al. 2019). Como
se menciond anteriormente, ademas de la actividad NR primaria,
esta enzima ha sido descrita con la actividad nitrito:NO reductasa
(Ni:NOR). Esta segunda reaccion es relativamente baja y representa
solo 1% de la capacidad reductora de la NR en condiciones norma-
les (Astier et al. 2018). La Ni:NOR, una nitrito reductasa asociada a
la membrana, se localiza en raices y produce NO a partir de nitrito
en el apoplasto de las células usando NADPH como donante de
electrones. Es dependiente de la concentracion parcial de Ozy fun-
ciona junto a una NR unida a la membrana apoplastica que trans-
forma el nitrato en nitrito (Astier et al. 2018).
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Ademas de los mecanismos arriba descritos, el NO se puede
producir a partir de nitrito a través de otras enzimas dependientes
del cofactor Mo in vitro o de la accion de la cadena de transporte
electrénico mitocondrial en plantas. Esta reaccion se localiza en
la membrana de la mitocondria involucrando principalmente a los
complejos Il y IV. Curiosamente, esta produccion de NO ocurre
en condiciones de normoxia y no se inhibe por nitrato, en con-
traste a la actividad Ni:NOR. También se puede dar la reduccion
del nitrito como aceptor final de electrones en condiciones anoxi-
cas en la mitocondria por la oxidasa alternativa (AOX). Aunque
permanece sin confirmar en plantas superiores, se ha revelado
en el alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii, que la NR puede
interactuar con la proteina “nitric oxide-forming nitrite reductase”
(NOFNIR), para producir NO a partir de nitrito en una reaccion de-
pendiente de NAD(P)H y usando electrones proporcionados por
la actividad diaforasa de la NR. NOFNIR pertenece a la familia de
componentes reductores de la amidoxima mitocondrial (ARC).
Tanto la NR como la NOFNIR requieren el cofactor Mo, ademas
de otras enzimas que dependen de este cofactor, como son la al-
dehido oxidasa (AQO), la sulfito oxidasa (SO) y la xantina oxidasa
(XO; Astier et al. 2018; Astier et al. 2019; Kumari et al. 2019; Ledn
y Costa-Broseta 2019).

La reduccion de nitritos a NO puede suceder no enzimatica-
mente en condiciones particulares como entornos reductores o
a bajo pH y alta concentracion de nitrato; situacion que puede
ocurrir en la capa de la aleurona y en el apoplasto (Astier et al.
2018).

PARED CELULAR

MEMBRANA PLASMATICA

MITOCONDRI 3

CTE
Complejo lII/IV

NOZ- 0,

H*

CITOPLASMA

Figura 3. Representacion esquematica de las vias de produccién y metabolismo del éxido nitrico en plantas. Abreviaturas: CTE (cadena de transporte
electrénico mitocondrial), GB1 (hemoglobina no simbidtica 1), GSH (glutation), GSNO (S-nitrosoglutatién), GSNOR (S-nitrosoglutation reductasa), L-Arg
(L-arginina), NiINOR (nitrito:NO reductasa), NR (nitrato reductasa), NO (6xido nitrico), NOS-L (6xido nitrico sintasa-like), NOA (NO-associated protein), P-
SH (grupo tiol de una proteina), P-SNO (proteina S-nitrosilada), P-Tyr (residuo tirosina de una proteina), P-N-Tyr (proteina nitrada) y XO (xantina oxidasa).
Figure 3. Schematic representation of the sources and metabolism of nitric oxide in plants. Abbreviations: CTE (mitochondrial electron transport chain),
GB1 (non-symbiotic hemoglobin 1), GSH (glutathione), GSNO (S-nitrosoglutathione), GSNOR (S-nitrosoglutathione reductase), L-Arg (L-arginine), NINOR
(nitrite:NO reductase), NR (nitrate reductase), NO (nitric oxide), NOS-L (nitric oxide synthase-like), NOA (NO-associated protein), P-SH (thiol group of a
protein), P-SNO (S-nitrosylated protein), P-Tyr (tyrosine of a protein), P-N-Tyr: (nitrated protein) and XO (xanthine oxidase).
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Via oxidativa: en animales,la produccion de NO es principal-
mente dependiente de una familia multienzimatica, la 6xido nitrico
sintasa (NOS). Las NOSs catalizan la formacion de L-citrulinay NO
a partir de L-arginina, a través de una doble mono-oxigenacion
(Hancock y Neill 2019). En plantas sin embargo, hay asociada una
produccion de NO a L-arginina y NADPH, la cual se conoce como
NOS-like, cuya localizacién se ha propuesto en peroxisomas y clo-
roplastos, si bien no se ha encontrado en plantas superiores un gen
ortélogo al gen de la NOS animal (Corpas y Barroso 2014; Astier
et al. 2018). Ademas, hay una GTPasa codificada por NOA7 (“NO-
associated protein 1”) que parece contribuir indirectamente a la pro-
duccion de NO en respuesta a acido abcisico (Bruckdorfer 2005;
Fancy et al. 2017). Se ha propuesto otro sustrato potencial para la
via oxidativa de sintesis de NO que es la hidroxilamina. Sin em-
bargo en plantas y cianobacterias esta parece reducirse por hemo-
globina de tipo 1 en condiciones de hipoxia (Sturms et al. 2011;
Leon y Costa-Broseta 2019).

Los niveles de NO tienen que estar estrictamente regulados para
lograr un balance en condiciones normales en la célula, ya que un
exceso de NO puede resultar toxico (Fig. 3). EI NO puede reaccio-
nar con GSH para producir S-nitrosoglutation (GSNO), el cual se
considera un reservorio de NO, y una molécula menos reactiva que
el propio NO (Liu et al. 2001). EI GSNO es el SNO (S-nitrosotiol) de
bajo peso molecular mas abundante (Liu et al. 2018). La enzima
S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR), la cual metaboliza GSNO y
se regula por nitrosotioles, genera NH4s* y GSH dimerizado y es de-
pendiente de NADPH. La GSNOR regula indirectamente los nive-
les de NO (Xu et al. 2013). La enzima conserva un bucle de
autorregulacion, por lo que es diana de S-nitrosilacion, la unién co-
valente del grupo NO al sulfhidrilo libre de una cisteina (Zhan et
al. 2018).

ElI NO también se regula a través de su oxidacion a nitrato por
hemoglobinas no simbidticas o fitoglobinas, reguladas por nitrosi-
lacién y S-nitrosilacién y que son reducidas a Fe(ll)HB y NO dioxi-
genado (Chamizo-ampudia et al. 2017; Ledn y Costa-Broseta
2019). EI NO también reacciona rapidamente con oxigeno molecu-
lar para originar nitratos y nitritos asi como con el radical superoxido
para formar peroxinitrito (ONOO-; Fig. 3).

Funcion del NO en la respuesta de la planta al
estrés por cadmio

Produccion de NO en respuesta al cadmio

En los ultimos afos, se ha descrito tanto la produccién como la
posible funcion del NO en la respuesta de la planta frente al estrés
por Cd. Se ha observado que la produccién de NO depende de la
dosis del metal, tiempo de tratamiento y especie (Romero-Puertas
et al. 2019). Los resultados publicados indican que hay un pico ini-
cial de NO, que podria estar asociado a sefalizacién, mientras que
a tiempos mas largos hay un disminucién de la produccion (Ro-
mero-Puertas et al. 2019). En Arabidopsis, la concentracion de NO
decrece seguin aumenta la concentracion de Cd de 25 a 100 uM
asi como el tiempo de exposicion desde horas a dias (Gupta et al.
2017; Terron-Camero et al. 2019).

La mayoria de los estudios realizados sugieren que la actividad
NOS-I es la principal fuente de produccion de NO en respuesta a
metales pesados, la cual se ve afectada por una deficiencia de Ca
(Rodriguez-Serrano et al. 2009), si bien en algunos casos se ha
descrito a la NR como fuente de NO (Terron-Camero et al. 2019),
lo que podria indicar que posiblemente esté involucrada mas de
una fuente de NO en la respuesta de la planta a este estrés. La
percepcion del estrés por Cd requiere una cascada de sefalizacion
que incluye al Ca, RNS y ROS con funcion sefializadora. Segun la
concentracion de Cd aplicada, los estados fisioldgicos de la planta
pueden virar desde el desarrollo normal hasta el dafo celular que
conlleve a su muerte. En la respuesta al metal, es importante ga-
rantizar un equilibrio entre los mecanismos de produccion y elimi-
nacion de ROS y RNS, ya que a altas concentraciones generan
danos en la planta mientras que a bajas desarrollan diversas fun-
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ciones, entre las que se incluye la regulacion de la transcripcion de
genes relacionados con la respuesta y adaptacion de la planta al
Cd (Fig. 4).

Funcién protectora del NO como molécula exégena

Se ha descrito que la aplicacion exégena de donadores de NO,
como el nitroprusiato de sodio (SNP) podria aliviar la toxicidad por
Cd y el estrés oxidativo en muchas especies vegetales. En estos
estudios se ha observado que en la mayoria de ellos el NO incre-
menta los sistemas antioxidantes aumentando la actividad de en-
zimas antioxidantes como la CAT, glutatién peroxidasa (GPX) y
ascorbato peroxidasa (APX); y la acumulacion de antioxidantes no
enzimaticos, como el GSH y Asc (Terron-Camero et al. 2019). En
algunos casos sin embargo, como el de Typha angustifolia, se ha
propuesto que el NO puede reducir la toxicidad del Cd a través del
incremento en el contenido de antioxidantes no enzimaticos, como
el Asc, mientras que la defensa antioxidante enzimatica permanece
sin afectarse (Zhao et al. 2016; Romero-Puertas et al. 2019). Por
otro lado, se ha descrito que el NO exdgeno puede incrementar la
tolerancia al Cd en plantas de arroz, al incrementar el contenido de
pectinas y hemicelulosas en la pared celular y al disminuir el con-
tenido de Cd en la fraccion soluble celular de las hojas (Xiong et al.
2009; Romero-Puertas et al. 2019).

Funcién del NO como molécula endégena

El principal mecanismo de accion del NO es la modificacion
postraduccional (PTMs) de proteinas. Las PTMs dependientes de
NO mejor conocidas son: 1) S-nitrosilaciéon o S-nitrosacion, que es
la incorporacion de un grupo NO en el sulfhidrilo de una cisteina
(Jaffrey y Snyder 2001), menos estudiada la incorporacion de un
grupo NO en una amina (Zhao et al. 2007); 2) nitracion, que es la
incorporacion de un grupo NO2 en una tirosina (Ferrer-Sueta et al.
2018), menos estudiada la incorporacién de un grupo NOzen feni-
lalanina o triptéfano (Kaur et al. 1997; Barry et al. 2012) y 3) nitro-
silacion, que es la union del NO a un metal como el Fe de un grupo
hemo (Gow et al. 2004). A través de estas PTMs, el NO puede re-
gular otras rutas de sefializacion como la fosforilacion, oxidacion y
la incorporacion de ubiquitinas a proteinas para su posterior degra-
dacion. Ademas, regula mediante PTMs la expresion génica por
modificacion de factores de transcripcion; y la biosintesis y sefiali-
zaciéon hormonal (Hess y Stamler 2012; Ledn y Costa-Broseta
2019; Sanchez-Vicente et al. 2019). En la respuesta al estrés por
metales pesados y en particular a Cd, no son muchas las investi-
gaciones que se han llevado a cabo para la identificacion de dianas
de PTMs dependientes de NO. Un estudio realizado en peroxiso-
mas de hojas de guisante sometidas a estrés por Cd identifico seis
proteinas diana de S-nitrosilacion relacionadas con la fotorrespira-
cién, la B-oxidacion y la eliminacion de ROS. También se observo
que los patrones de S-nitrosilacion de dos de estas enzimas, CAT
(enzima antioxidante) y glicolato oxidasa (GOX; enzima productora
de H202), cambiaban en respuesta a Cd sugiriendo que existia una
regulacion de la molécula sefial H202 por NO (Ortega-Galisteo et
al. 2012). Por otro lado, también se ha descrito la S-nitrosilacion de
fitoquelatinas en respuesta a Cd, afectando por tanto a su capaci-
dad para secuestrar el metal (De Michele et al. 2009). Ademas, en
raices de soja tratadas con Cd no se observaron cambios en los
niveles totales de nitracion de proteinas sugiriendo que la regula-
cién por nitracion podria ser una regulacion de determinadas pro-
teinas mas que grandes cambios en los patrones de nitracion
(Pérez-Chaca et al. 2014). Un estudio posterior identificd proteinas
nitradas en plantas de soja tratadas con Cd, estando relacionadas
en su mayoria con proteodlisis (Gzyl et al. 2016).

En plantas, la producciéon endégena de NO inducida por Cd
debe ser estrictamente controlada ya que un exceso de NO podria
contribuir a su toxicidad. EI NO incrementa la entrada de Cd en
raices de Arabidopsis y la produccion de NO se relacioné con la
inhibicion del crecimiento radicular desencadenado por Cd (Bes-
son-Bard et al. 2009; Hu et al. 2019). Asi, se ha demostrado que el
Cd en el medio induce una represién del transportador regulador
de Fe IRT1 (“Iron Regulated Transporter 1”), se ha sugerido que
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Figura 4. Representacion esqueméatica de la evolucién del estado redox durante la exposicién de la planta al estrés por Cd y las respuestas que se
generan en las plantas. Se produce una respuesta inicial de sintesis de fitoquelatinas, y una posterior induccién de los sistemas antioxidantes, segtin se
van incrementando los niveles de ROS. Finalmente, un exceso de ROS provoca dafios oxidativos en membranas y proteinas que pueden llevar a la
muerte de la planta si estos dafios no son controlados. Abreviaturas: AsA (acido ascorbico), CaM (calmodulina), [Cd?*] (concentraciéon de cadmio), CAT
(catalasa), GSH (glutatién), GSNO (S-nitrosoglutation), HSP (heat shock protein), NO (6xido nitrico), NOS-I (nitric oxide synthase-like), POX (peroxidasa),
RNS (especies reactivas de nitrégeno), ROS (especies reactivas de oxigeno) y SOD (superéxido dismutasa).

Figura 4. Schematic representation of the evolution of the redox state during plant exposure to Cd stress and the responses generated in plants. An initial
synthesis of phytochelatins occurs, and a subsequent induction of antioxidant systems, as ROS levels increase. Finally, an excess of ROS causes oxidative
damage to membranes and proteins that can lead to the death of the plant if these damages are not controlled. Abbreviations: AsA (ascorbic acid), CaM
(calmodulin), [Cd?*] (cadmium concentration), CAT (catalase), GSH (glutathione), GSNO (S-nitrosoglutathione), HSP (heat shock protein), NO (nitric oxide),
NOS-I (nitric oxide synthase-like), POX (peroxidase), RNS (reactive nitrogen species), ROS (reactive oxygen species) y SOD (superoxide dismutase).

para evitar la entrada inespecifica de Cd. Se ha demostrado que el
NO induce la expresion de IRT1 y que, si se reducen los niveles de
NO, la entrada de Cd a la planta se ve también disminuida indi-
cando que un exceso de NO podria estar implicado en la entrada
de Cd a la planta (Besson-Bard et al. 2009). También se ha obser-
vado una interferencia del Cd en la entrada de Ca, causando dis-
minucién en la entrada de Ca en las raices. Esta disminucién, es
dependiente de NO (Besson-Bard et al. 2009). EI mecanismo por
el cual el NO regula la entrada de Ca aun no esta claro, pero se ha
sugerido que podria favorecer la entrada de Cd frente al Ca o la
salida de Ca frente al Cd a través de la regulacion de canales y/o
transportadores de Ca (Fodor et al. 2005; Courtois et al. 2008; Bes-
son-Bard et al. 2009). Recientemente, se ha demostrado que es
necesario mantener niveles de NO bajos en plantulas germinadas
en Cd para una mayor tolerancia y mantenimiento del sistema an-
tioxidante (Terron-Camero et al. 2020). También se ha descrito que
el NO puede regular a través de diversas PTMs, tanto las enzimas
productoras de ROS como antioxidantes en plantas de guisante en
respuesta a Cd (Ortega-Galisteo et al. 2012), y protedlisis en soja
(Gzyl et al. 2016).

Aplicabilidad en fitorremediacion

Como los metales pesados no se degradan, y a pesar de la im-
plementacién de medidas para reducir la emisién de Cd a entornos

naturales, las predicciones indican que la exposicion de la pobla-
cion general a este metal en paises desarrollados aumentara en
las préoximas décadas, comprometiendo la salud (Satarug et al.
2010; UNEP 2010). La fitorremediacion es una parte de la biorre-
mediacion que emplea plantas y su microbiota asociada para re-
ducir la concentracion o los efectos toxicos de los contaminantes
en el entorno (Kong y Glick 2017; Li et al. 2019). Una mayor com-
prension de los mecanismos moleculares de la respuesta de la
planta al metal, entrada en la planta, retencion en la raiz, translo-
cacion y carga en los frutos podria facilitar el desarrollo de cultivos
que almacenen menos Cd si éstos son para alimentacion, y de
plantas sobre-acumuladoras para fitorremediar suelos y restaurar
la cubierta vegetal (Romero-Puertas et al. 2019). Asi, la recupera-
cion de suelos contaminados con vegetacion es una buena estra-
tegia para resolver este problema, por su bajo coste ambiental.
Ademas, la cubierta vegetal evita la erosiéon del suelo y acumula
parte de sus metales pesados. Aunque seria de utilidad conocer
cémo se adquieren y metabolizan los metales pesados, aun no se
han identificado todos los genes relacionados con la tolerancia o
hiperacumulacion (Pilon-smits 2005; Sanz-Fernandez et al. 2017).
El disefio de plantas con suficiente biomasa que sobreexpresen
genes (como factores de transcripcion y transportadores especifi-
cos) junto con los Ultimos avances en técnicas gendémicas permiti-
ran la reduccion del coste y aumentaran la eficacia en el proceso
de fitorremediacion de entornos contaminados (Pilon-smits 2005).
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Los mecanismos de tolerancia se relacionan con los procesos
de entrada, particion y acumulacion de metales toxicos. La toleran-
cia de un organismo frente a Cd depende tanto del secuestro como
de la eliminacion de este metal, procesos que reducen la biodispo-
nibilidad de iones metalicos toxicos absorbidos y su interacciéon con
moléculas presentes en la célula. Ambas estrategias involucran la
sintesis de proteinas que forman quelatos o de bajo peso molecular
que actuan como tampones intracelulares para metales e interac-
tores de proteinas de transporte mediando su eliminacion. La va-
cuola es el destino final para practicamente todas las sustancias
toxicas a las que se expone la planta a través de transportadores
como CDF (“Cation Diffusion Facilitator’), también denominado
MTP (Clemens 2006).

El término hiperacumulador se adjudica a plantas que a diferen-
cia de las plantas exclusoras, toman activamente cantidades extraor-
dinarias de algun metal pesado del suelo. Ademas, los metales
pesados no se retienen en las raices sino que se translocan a la
parte aérea en concentraciones cientos o miles de veces superiores
a aquellas encontradas en especies no hiperacumuladoras y que no
muestran sintomas de toxicidad; y es que la hiperacumulacion radica
en la hipertolerancia, clave para evitar la toxicidad por metales pe-
sados (Reeves 2006; Rascio y Navari-1zzo 2011). A. halleri, S. alfre-
dii, Thlaspicaerulescens y T. praecox, junto a la recientemente
notificada Solanum nigrum, son las cinco especies que hiperacumu-
lan Cd, ademas de otros metales como el Zn (Sun et al. 2006; Rascio
y Navari-Izzo 2011). Los caracteres comunes son: mayor habilidad
para obtener metales pesados del suelo, una translocacion rapida y
efectiva de la raiz al tallo y una mayor habilidad para detoxificar y se-
cuestrar grandes cantidades de metales pesados en las hojas (Ras-
cio y Navari-Izzo 2011). Un analisis comparativo de transcriptomas

Cadmio
NOS-I
i NR
LongltUd Otras fuentes
radicular ;\
PTMs NO «<—— ROS A
Fitoquelatinas 4/
Antioxidantes \
Protedlisis Ca 2+ [?a n(?S
oxidativos
* Biomasa

y Longitud radicular

Sistemas
antioxidantes
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entre especies relacionadas de hiperacumuladoras y no hiperacu-
muladoras ha demostrado que la capacidad para el secuestro radica
en parte en la sobreexpresion constitutiva de genes, que en este
caso, codifican proteinas que operan en la transferencia de metales
pesados a través del tonoplasto y/o membrana plasmatica (Rascio
y Navari-lzzo 2011).

La detoxificacion de metales pesados en hiperacumuladoras,
en contraposicion a las plantas no hiperacumuladoras no radica en
ligandos de elevada masa molecular como las fitoquelatinas ya que
el coste de las grandes cantidades de azufre y energia que se re-
quieren es prohibitivo. La sobreexpresion de genes relacionados
con la defensa antioxidante, asi como incrementos de la sintesis
de glutation como molécula basal, ocurre en hiperacumuladoras
como estrategia para reforzar el sistema celular antioxidante y so-
brellevar el incremento de ROS (Schat 2002; Van De Mortel et al.
2008; Rascio y Navari-lzzo 2011). Las especies hiperacumuladoras
de Cd tienen una gran habilidad para soportar la acumulacion de
ROS y el estrés oxidativo asociado a un aumento en la concentra-
cion de Cd en el ambiente. La exposicion al metal incrementa dra-
maticamente los niveles de H202 en las raices de Nicotiana
tabacum, pero no en las raices de la hiperacumuladora Noccaea
caerulescens. Y esta habilidad podria estar asociada con una
mayor actividad CAT constitutiva en N. caerulescens (unas 300
veces) que en N. tabacum (Hu et al. 2019).

Conclusiones y Perspectivas futuras

En los ultimos afios se han descrito la funcion del NO en la res-
puesta de la planta a la toxicidad por Cd y su posible funcion en la
tolerancia al mismo (Fig. 5). Aunque se observa un incremento ini-

Oxido nitrico exégeno
(SNP, SNAP, GSNO, otras)

-
*» Hormonas

Regulacion

Antioxidantes
Genes relacionados con entrada de Fe
Traduccion de senales
Genes en respuesta a estrés

Figura 5. Esquema representativo de la funcién del NO en la respuesta de la planta a la toxicidad por Cd. EI NO se ha relacionado con la entrada de Cd
en la planta a través de transportadores de Fe principalmente, e inhibicién de la entrada de Ca, con la reduccién del crecimiento de la raiz e inhibicién de
los sistemas antioxidantes y fitoquelatinas a través de modificaciones postraduccionales (PTMs). Cuando el NO se suplementa de forma exégena, éste
tiene un efecto protector frente a los dafios oxidativos e inhibicién del crecimiento causados por el metal. Como molécula sefializadora esta relacionado
con la induccién de sistemas antioxidantes, y traduccion de sefiales que necesitan un mayor estudio.

Figure 5. Representative scheme of the role of NO in the plant response to Cd toxicity. NO has been involved in Cd uptake by the plant mainly through
Fe transporters, and in the inhibition of Ca uptake; with the reduction of root growth and inhibition of antioxidant systems and phytochelatins through post-
translational modifications (PTMs). When NO is supplemented exogenously, it has a protective effect against oxidative damage and growth inhibition
caused by the metal. As a signalling molecule, it is involved in the induction of antioxidant systems, and the translation of signals that need further study.
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cial en la produccién de NO, éste debe ser controlado a tiempos
mas largos ya que esta relacionado con la entrada de Cd en la
planta, con la reduccién del crecimiento de la raiz e inhibicién de
los sistemas antioxidantes y fitoquelatinas a través de modificacio-
nes postraduccionales. Cuando el NO se suplementa de forma exo-
gena, éste tiene un efecto protector frente a los dafios oxidativos
causados por el metal. Sin embargo, es necesario mejorar nuestros
conocimientos sobre la funcién del NO en la respuesta temprana
como molécula sefalizadora y su relaciéon con otras moléculas re-
guladoras como las hormonas vegetales y factores de transcrip-
ciéon. También es necesario profundizar en la funcion del NO en
regulacion de los procesos de translocaciéon y acumulacién del Cd
en la célula vegetal, y por tanto, en la regulacion de la actividad y
expresion de transportadores de metales. Estos avances nos per-
mitirian establecer programas de crecimiento de especies de inte-
rés agricola con una menor capacidad de captacion metales y, por
el contrario, otras especies con una mayor capacidad de captacion
de metales con fines de fitorremediacion.
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