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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Nutricidon mineral de las plantas y fertilizacion de los cultivos

Ademas de oxigeno, diéxido de carbono y agua, las plantas requieren al menos 14
elementos minerales para una nutricion adecuada. Son los denominados elementos esenciales
(Marschner, 1995; Mengel y col., 2001). La deficiencia de alguno de ellos reduce el crecimiento
de la planta y el rendimiento en las cosechas. Las plantas generalmente adquieren los
minerales de la solucidn del suelo. Algunos elementos minerales se requieren en mayores
cantidades, son los denominados macronutrientes: nitrogeno (N), fésforo (P), potasio (K),
calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S), mientras que otros, los denominados micronutrientes,
se requieren en cantidades mas pequefias,: cloro (Cl), boro (B), hierro (Fe), manganeso (Mn),

cobre (Cu), zinc (Zn), niquel (Ni) y molibdeno (Mo).

Existen areas geograficas con baja disponibilidad de estos elementos minerales
esenciales, por lo que han de ser suplidos mediante el aporte de fertilizantes para obtener una
mayor produccidn en las cosechas, si bien hay que tener en cuenta que el uso de fertilizantes
en la agricultura también puede contribuir a la contaminacion del medio ambiente. El aumento
de la demanda de estos elementos minerales esenciales debido al continuo crecimiento de la
poblacidn mundial, asi como la expansién de la agricultura a zonas menos productivas, ha
aumentado el coste de los fertilizantes y disminuido el uso eficiente de los mismos (Rengel y

Damon, 2008).

Independientemente de los efectos beneficiosos de la aplicacién de estos fertilizantes,
los costes econdmico y medioambientales de su aplicacion (Galloway y col., 2008; Ju y col.,
2009) hacen necesario optimizar la eficiencia en su uso. Esto se puede conseguir a través de
una mejora en las practicas de la gestion de los fertilizantes y/o genéticamente, usando
cultivos que adquieran y/o utilicen los elementos minerales de una forma mas eficaz (Hirel y

col., 2007; Ju y col., 2009; Rengel y Damon, 2008).

Los fertilizantes inorganicos nitrogenados son producidos generalmente a partir de
nitrégeno gaseoso mediante el proceso de Haber-Bosch; la mayoria de los fertilizantes

inorganicos relacionados con el fosforo son producidos a partir de rocas fosfatadas usando
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acido sulfurico, y los potasicos son obtenidos a partir de minerales de origen marino (Laegreid,
1999). Algunos estudios indican que las reservas de rocas sulfatadas y fosfatadas susceptibles
de ser aprovechadas se estdn usando tan rapido que pueden verse agotadas en los préximos
25 — 100 afios (Kesler y Wilkinson, 2007). La fluctuacién en los costes de la energia y de la
materia prima causa aumentos drasticos e incertidumbre en los costes de los fertilizantes
usados en la agricultura, con impactos muy negativos en la sostenibilidad de la misma.
Ademas, la sintesis de fertilizantes nitrogenados contribuye significativamente a la produccién
de gases de efecto invernadero, siendo estos fertilizantes la principal fuente de emision de los
mismos en la agricultura (Galloway y col., 2008; Smith y col., 2008). El uso de fertilizantes
nitrogenados y fosfatados en la agricultura contribuye en gran medida a los procesos de
eutrofizacién en aguas tanto en los paises desarrollados como en aquellos que se encuentran

en vias de desarrollo (Conley y col., 2009; White y Hammond, 2009).

De forma global, la materia vegetal que se recoge en los cultivos contiene 75, 14 y 60
millones de toneladas de nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K) respectivamente. Mientras
que la aplicacion de N y P se encuentra en niveles muy similares a los que son retirados del
suelo por los cultivos (80 y 14 millones de toneladas respectivamente), el K* se aplica a un nivel
bastante inferior, reponiendo solo el 35% del K* retirado (R6mheld y Kirkby, 2010), valores que

pueden llegar a ser mucho menores en paises en vias de desarrollo.

1.2. EIK' enla agricultura

El consumo global de K" aumentd de media un 4.4% por afio en el periodo 1999-2005
(IFA 2005). Tomando como ejemplo el arroz (4-8 t ha™ de grano suponen la retirada de 56-112
kg de K del suelo (Yang y col., 2004)), se estima que la demanda anual de K que se necesitara
en el afio 2025 ascenderd a 9-15 Mt, o lo que es lo mismo, aproximadamente 1.7 veces el
requerimiento de K" de 1990 (Dobermann y col., 1998). Aunque las reservas globales de K"
parece que son suficientes para cientos o incluso miles de afios de agricultura (Sheldrick y col.,

1985), la rentabilidad de la produccién agricola en suelos marginales o en condiciones de
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estrés bidtico y abidtico dependerd, cada vez mas, de una mejora en el uso eficiente del K" y de

los otros nutrientes (Rengel y Damon, 2008).

Un ejemplo de esta demanda de K* lo tenemos en el continente asiatico. Actualmente,
alrededor de un cuarto de los suelos cultivables y tres cuartas partes de los arrozales en China
son deficientes en K" para el cultivo del arroz (Yang y col., 2004). Experimentos a largo plazo
realizados en cinco paises asiaticos indicaron un balance negativo de K en cultivos de arroz.
Por ejemplo, en el delta del rio Mekong, en Vietnam, estos balances negativos llegaban a
valores de -86 Kg de K* por hectarea y afio. Otro ejemplo claro lo encontramos en el suroeste
de Australia, donde la incidencia de la deficiencia de K" en cultivos de trigo ha aumentado de
forma constante, con dos tercios de los suelos cultivados avocados al agotamiento del K

debido a la retirada continua de este elemento en el grano y la paja (Rengel y Damon, 2008).

La solucién del suelo es la fuente fundamental de K* para la absorcién del mismo por
parte de las raices de la planta. Aunque esta fuente tiene un bajo contenido en este mineral,
representando solo el 5% de la demanda total del cultivo, o el 0.1-0.2% del K* total del suelo,
estd disponible de forma inmediata y es repuesto continuamente tanto por el K'
intercambiable (EK, del inglés exchangeable potassium, K* de alta disponibilidad para la planta)
como por el K' intercambiable lentamente o no intercambiable (SEK, del inglés slowly
exchangeable potassium, K" de baja disponibilidad para la planta). Estas dos ultimas fuentes,
EK y SEK, suponen alrededor del 1-2% y del 1-10% del K" total respectivamente, y son las
principales fuentes de K" para la absorcién por parte de las planta. La fraccién intercambiable
(EK), esto es, el K* retenido por las cargas negativas de las arcillas y la materia organica del
suelo, se equilibra rdpidamente con el K* de la solucién del suelo, y se considera que estd
inmediatamente disponible para la planta. El K" se libera de la fraccién lentamente
intercambiable o no intercambiable (SEK) al erosionarse los minerales arcillosos micdceos que
retienen selectivamente iones de K* (Mengel y col., 2001). La ultima fuente de K*, que soporta
el 90-98% del K* total presente en el suelo, se encuentra en la estructura de los minerales
ricos en este elemento, como micas y feldespatos. Este K* va reponiendo lentamente las otras
dos fuentes de K* (EK y SEK), como se indica en la Figura 1 (R6émheld y Kirkby, 2010) (Figura
1.1).
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En relacién a la nutricién potasica, un término de gran interés es la Eficiencia de K',
definida como la capacidad de un genotipo para crecer y ofrecer un buen rendimiento en
suelos con poca disponibilidad de K*. Estan implicados tanto la eficiencia en la absorcién de K*
como su utilizacion por parte de la planta (Rengel y Damon, 2008). Otra definicion bastante
utilizada para este término haria referencia a la produccién de materia seca por unidad de

nutriente absorbido (en este caso K*).

Retirado por

cosecha
Afadido desde T
el exterior Kde la planta

l

Ken fertilizantes, abono

pérdida

K Intercambiable (EK)

(disponibilidad alta) %

absorcion
(recirculacién)

Ken la solucién del Kestructural
suelo (disponibilidad (disponibilidad
inmediata) muy baja)

l

Pérdidas por
lixiviado

&
Kintercambiable A

lentamente (SEK) N
(fijado, disponibilidad
reducida)

Figura 1.1. El ciclo del K* en el suelo. Modificado de Rémheld 2010.

El desarrollo de variedades de plantas que dispongan de una capacidad de absorciéon
de K* incrementada podria contribuir a aumentar el uso eficiente del K y a reducir los efectos
negativos derivados de la fertilizacidn, que cada vez son mds importantes y tienen
consecuencias socioecondmicas y medioambientales (Medrano, 2004). La caracterizacion de
los sistemas relacionados con la absorcion de K* por parte de la planta, cdmo son regulados y
el efecto que los estreses abidticos tienen sobre su funcionamiento, seran de gran utilidad
para obtener nuevas variedades de plantas mas eficientes en el uso del K" (Fedoroff y col.,

2010).
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1.3.  Funciones del K" en las plantas

De todos los cationes presentes en el mar, donde tuvo lugar el inicio de la evolucién de
la vida, el K" fue seleccionado por las células como el mayor catién de su medio interno. En
este medio interno rico en K, la evolucidon de algunos procesos bioquimicos requieren al K*
como elemento regulador, mientras que en otros casos el K es necesario para la funcionalidad
de las proteinas. Debido a que estas funciones no pueden ser realizadas por el Na" ni por
ningun otro catidn, el K™ ha terminado siendo absolutamente necesario para las células vivas
(Rodriguez-Navarro y Rubio, 2006). Esta dependencia del K" no solo engloba la evolucién de la
vida en el mar, donde siempre ha sido abundante. Al contrario, la aparicién de las plantas
terrestres en la era Cambrica (Heckman y col., 2001; Sanderson, 2003), y su evolucion desde
Briofitas hasta las actuales plantas con flores (Nickrent y col., 2000; Qiu y Palmer, 1999) tuvo
lugar en ambientes oligotréficos, donde el K se encontraba a concentraciones mucho mas
bajas que las marinas. Las plantas terrestres no solo mantuvieron su dependencia del K*, sino
que desarrollaron nuevas funciones para este catiéon (Blatt, 2000). La corteza terrestre
contiene alrededor del 2,6 % de K*. Como se ha mencionado anteriormente, las plantas deben
tomar el K" desde la soluciéon del suelo, donde las concentraciones del mismo varian entre 0,1
mM y 1 mM de K* (Maathuis, 2009). Esto contrasta con la concentracién de K* en el citoplasma
celular que, como se ha visto, se mantiene constante en torno a un valor de 100 mM. La
elevada demanda de K" por parte de la planta ha de estar en consonancia con una eficiente
absorcién y traslocacién a la parte aérea.

El K" puede suponer hasta el 10% del peso seco de una planta, por lo que, como se ha
mencionado anteriormente, es considerado como un macronutriente (Leigh y Jones, 1984). En
cuanto a las funciones del K* en las plantas, éste juega un papel biofisico y bioquimico
fundamental. Al estar cargado positivamente y ser tan abundante, es un estabilizador de

moléculas cargadas negativamente como los 4cidos nucleicos y las proteinas (Figura 1.2).

El K" muestra una alta movilidad en las plantas, traslocandose entre raiz y parte aérea
por el xilema y el floema, y dentro de la parte aérea de unas hojas a otras (Karley, A. J. y White,
P. J. 2009). El K" se acumula en la vacuola, lo que permite los movimientos de la planta, tales

como la apertura y cierre de los estomas, el movimiento de las hojas, y otros tropismos de las
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plantas que se producen por la presién de turgor generada por el K* (Maathuis y Sanders,
1996; Philippar y col., 1999) (Figura 1.2). La presidn osmatica originada por la acumulacién de
K" es también utilizada para conducir la expansién celular y de las hojas (Elumalai y col., 2002;
Maathuis y Sanders, 1996; Ruan y col., 2001). El K* también es considerado un osmolito
compatible que contribuye al mantenimiento del estado hidrico de la planta, lo que es

fundamental en la mayoria de estreses abidticos (Mahouachi y col., 2006).

Funciones del K*

Figura 1.2. Funciones del K*. El K* se absorbe a través de los transportadores (HAK) y canales
(AKT). Dentro de la planta, las caracteristicas intrinsecas del K* lo hacen idéneo para neutralizar las
cargas negativas de los dcidos nucleicos (1) y las proteinas (2). Ademds, El K* activa enzimas especificas
(3) actuando como cofactor en reacciones enzimdticas entre el sustrato (S) y el producto (P). Al ser el
principal cation en las vacuolas (4), el K" genera presién de turgor al arrastrar agua, para proporcionar
una estructura definida y conducir la expansion celular el crecimiento de la planta y los movimientos de
ésta, como la regulacion de la apertura y cierre de los estomas (5). Modificado de Maathuis 2009.

El K es necesario para las reacciones metabdlicas por su capacidad de activar
numerosas enzimas (Figura 1.2). Las concentraciones mas altas de K* se encuentran en tejidos
jovenes en desarrollo y 6rganos reproductores, indicando su importancia en el metabolismo
celular y en el crecimiento. In vitro, la activacién enzimatica se lleva a cabo a concentraciones

de 50-100 mM de K, unos valores que estdn de acuerdo con los determinados en el

8



Introduccion

citoplasma celular (Britto y Kronzucker, 2008; Maathuis y Sanders, 1993; Walker y col., 1996b).
La unién del K™ a las enzimas se realiza en su forma deshidratada, probablemente coordinado
con 6 oxigenos que derivan de grupos carboxilo, carbonilo e hidroxilo y moléculas de agua
(Maathuis, 2009). Esta unién es muy selectiva, y el K y no puede ser sustituido por otros iones
similares como el Na* o el Li*. De entre las enzimas que se activan por K" encontramos varias
isoformas de la pirofosfatasa (PPasa) vacuolar que acumula protones en el lumen de la
vacuola. Ademds hay otras enzimas relacionadas con el metabolismo del carbono como la
piruvato quinasa, la fosfofructoquinasa, y la ADP-glucosa almiddén sintasa (Marschner, 1995)
que también se activan por K. La sintesis de proteinas mediada por el ribosoma es otro
proceso clave que requiere altas concentraciones de K* (Maathuis y Sanders, 1994; Rodriguez-
Navarro y Rubio, 2006). Por otro lado, el aumento de K" genera un aumento en la fotosintesis,
y una traslocacién mas efectiva de fotoasimilados y compuestos amino nitrogenados hacia

6rganos reproductores via floema.

El estatus del K" en la planta puede afectar también al metabolismo a través de la
regulacién transcripcional y postranscripcional de los genes que codifican enzimas metabdlicas
(Amtmann y Armengaud, 2009; Armengaud y col.,, 2009). También se ha descrito la
acumulacidon de azucares reductores y la absorcion de acidos orgdnicos y aminodacidos
cargados negativamente como una consecuencia directa de la deficiencia de K (Amtmann y

col., 2008).

El K" también juega un papel importante en la sefializacién del estrés (Rdmheld y
Kirkby, 2010; Wang y Wu, 2010), ya que la deficiencia de K" induce la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y acido jasmodnico (JA), relacionadas con la tolerancia a
enfermedades y pesticidas, asi como la produccién de etileno y auxinas. Por todo ello, la
optimizacidén del estado nutricional de K" es importante para reducir los efectos negativos de
los distintos tipos de estrés, tanto bidticos como abiéticos (Amtmann y col., 2008; Troufflard y

col., 2010).
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1.3.1. Deficiencia de K*

En condiciones de deficiencia de K" las raices responden mediante dos mecanismos de
adaptacion. El primero consiste en la activacion de los sistemas de adquisicion y movilizacion
del nutriente. El segundo se refiere a procesos del desarrollo de la raiz, lo que incluye aumento
de la raiz primaria, formacion de raices laterales y elongacién de los pelos radiculares (Jung y

col., 2009).

La deficiencia de K* se manifiesta inicialmente como una necrosis que se desarrolla en
primer lugar en las puntas y margenes de las hojas y entre las venas, y que posteriormente se
desarrolla hacia la base de la hoja. Ya que el K puede ser movilizado a las hojas jévenes, estos

sintomas aparecen en primer lugar en las hojas viejas (Marschner, 1995).

La deficiencia de K" conlleva efectos muy importantes en la fisiologia de las plantas,
como una expansion celular limitada o una reduccién en la actividad fotosintética, lo que
termina resultando en una reduccién en el crecimiento y una alteracion del desarrollo. Cuando
el K" externo es deficiente, su translocacion desde las hojas mds antiguas y desde el tallo se
activa, y cuando la deficiencia de K* es severa, estos drganos pasan a desarrollar clorosis e
incluso necrosis. A niveles celulares y metabdlicos también se observan efectos negativos. Se
ha demostrado en cebada que condiciones limitantes de K* dan lugar a una disminucién tanto
de la actividad del K* como del pH del citosol en las células de la raiz (Walker y col., 1996a).
Estas reducciones se correlacionan con un descenso en la sintesis de proteinas y la
subsecuente disminucidn del crecimiento (Walker y col., 1998). La deficiencia de K" conduce a
una disminucion de la fotosintesis debido a una acumulacién de glucosa en hojas (Deeken y
col., 2002; Hermans y col., 2006; Mengel y col., 2001; White, 2010). Debido a esto, el K* tiene
un impacto importante en la calidad de los frutos (Romheld y Kirkby, 2010) y en la
productividad del cultivo. Las diversas manifestaciones fisiolégicas de la deficiencia de K7,
como la limitada expansién celular, la reduccion de la fotosintesis, y la alteracién en la
regulacién de la transpiraciéon pueden ser facilmente explicadas por las funciones del K
descritas anteriormente, pero en muchos casos es dificil saber cual de estos procesos celulares
dependientes de K* es el que estd afectado en particular (Amtmann y col., 2004). Ademés, las

plantas deficientes en K" son mas susceptibles a los estreses bidticos y abiéticos como sequia,
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frio, salinidad o ataques fungicos (Marschner, 1995). Los cultivos que estan expuestos a estos
estreses medioambientales muestran una elevada tasa de formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Cakmak, 2005), como ya se ha mencionado previamente en las funciones del
K*. La formacién de estas ROS se produce principalmente durante el transporte fotosintético
de electrones, asi como por la activacidon de oxidasas NAD(P)H unidas a la membrana (Jones y
col., 2000). Esta formacién de ROS desencadenaria que se produjera un flujo de Ca®*, que
actuaria como segundo mensajero, favoreciendo la absorciéon de K* a través de las raices y

participando en la regulacidn de la apertura y cierre de los estomas (Figura 1.3).

Hay evidencias cada vez mas claras de que la optimizacién del estado nutricional de K*
de las plantas puede reducir esta produccién de ROS, tanto mejorando el transporte

fotosintético de electrones como inhibiendo las oxidasas NAD(P)H unidas a la membrana

(Figura 1.3).
Sequia Estadode bajoK
(ABA) Z
\ Etileno
ROS
{especies reactivas de oxigena)
!
Proteinas sensibles
acalcio

!

/ Transportador enla
Morfologiadela raiz absordénde K
(long.de pelos
radicales)

T~
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absorcionde K estomdtica

~
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Figura 1.3. Esquema de una ruta de sefializacién inducida por sequia y/o un estado nutricional
de bajo K* en plantas, finalizando con una mejora en la absorcién de K* y en la tolerancia a sequia.
Modificado de Rémheld 2010.
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1.4. Absorcién y transporte de K*

La absorcién de K por la raiz se produce a través de los pelos radicales, que son células
epidérmicas especializadas que aumentan la superficie de contacto con la solucién del suelo,
asi como a través de las células de la epidermis y del cértex de la raiz (Figura 1.4). Una vez que
el K" ha alcanzado la superficie de la raiz, éste ha de llegar hasta la estela donde se encuentran
los vasos xilematicos y traqueidas. Estos elementos del xilema son los encargados del
transporte del K" hacia la parte aérea, donde nuevamente tendréa que ser conducido a través

de los distintos tejidos a todas las células de la planta.

Para llegar a la estela, el K" atraviesa los tejidos de la raiz camino del xilema por dos
posibles rutas paralelas (Figura 1.4): una de ellas es la denominada ruta apoplastica, que es
aquella en la que el K* circula por el espacio denominado apoplasto, que corresponde a la
parte de la planta fuera de la membrana plasmatica de las células vivas, es decir, la pared
celular y los espacios intercelulares. Esta ruta quedaria interrumpida al llegar a la endodermis,
debido a la banda de Caspary. Esta banda, que se extiende longitudinalmente alrededor de la
estela y que estd compuesta mayoritariamente de lignina y suberina, ejerce la funcién de
barrera hidrofébica impermeable en la matriz intercelular, limitando por tanto el paso de K*
via apoplasto hasta el xilema. La otra ruta es la denominada ruta simpldstica, que se denomina
asi porque transcurre por el simplasto, es decir, el continuum de los citoplasmas
interconectados por plasmodesmos y excluyendo las grandes vacuolas de las células vegetales.
Ya que en el camino hacia la estela la banda de Caspary impide la ruta apoplastica, la Unica
posibilidad para que el K* llegue a los vasos del xilema es por la via simplastica. Esto implica
que en algun punto el nutriente debe atravesar una membrana plasmatica, ya sea en la
rizodermis, en el parénquima cortical o, en ultima instancia, en la endodermis. Debido a que la
bicapa lipidica es impermeable al K*, la entrada de éste en el simplasto se produce a través de
proteinas de membrana que constituyen los sistemas de transporte de K'. Estos sistemas son
el primer punto de control de la absorcidn de K* y son fundamentales, por lo tanto, para la

correcta nutricién de las plantas.
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Figura 1.4. Esquema de un corte transversal de una raiz que muestra las dos vias de absorcion
de sustancias. Parte de los solutos y del agua que entra en la raiz siguen la via apopldstica (B). Los
solutos también pueden entrar al interior de la planta por la via simpldstica (A), y para atravesar la
banda de Caspary, tanto el agua como los solutos tienen que ser transportados a través de las
membranas celulares de las células endodérmicas.

Debido a que el requerimiento de K* afecta a todas las células de un organismo, tras
entrar a la planta, éste tiene que transportarse a los distintos érganos a través del xilema,
atravesando para ello distintos tipos de células. Como se dijo anteriormente, en la mayoria de
las células la concentracidon de K en el citoplasma es bastante similar en condiciones no
estresantes, alrededor de 100 mM (Cuin y col., 2003; Walker y col., 1996a). Sin embargo, la
concentracion externa de K' y los valores de pH a los que estdn expuestas las distintas células
son muy variables (Leigh y Jones, 1984). Por ello, no es sorprendente que exista un elevado
numero de genes que codifiquen transportadores de K y canales, que permitan el transporte
de K" en distintas condiciones, tejidos y tipos de células (Maser y col., 2002; Maser y col., 2001;

Very y Sentenac, 2002, 2003).
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En la década de los 50 del siglo pasado, Epstein propuso considerar los sistemas de
transporte de iones como enzimas y utilizar andlisis cinéticos para su estudio (Epstein y Hagen,
1952). Aplicando el concepto de cinética enzimatica para estudiar la absorcion de K por la raiz
de plantas de cebada y usando Rb* como anélogo al K*, observé que la velocidad de absorcién
de K* exhibia una cinética bifasica en respuesta al incremento en la concentracién de K" en el
medio externo (Epstein y col., 1963) (Figura 1.5). Estos estudios pusieron de manifiesto que al
menos existian dos sistemas de transporte de K" implicados en la absorcién del mismo. El
primero era un sistema de alta afinidad que mostraba una K, por K" de 21 uM, se saturaba a
concentraciones de K* en el rango micromolar, era selectivo por K* y Rb’, y no se veia
practicamente afectado por el Na®. El segundo era un sistema de baja afinidad, que mediaba la
absorcién de K" a concentraciones mas altas de este catidn, mostraba una K., por K* de 11,4
mM, era saturable y se inhibia por Na* (Epstein y col., 1963) (Figura 1.5). Esta cinética bifasica
se ha descrito posteriormente en otras especies vegetales y parece ser un modelo universal.
Sin embargo algunas especies muestran diferencias en el sistema de transporte de baja
afinidad. Mientras que en cebada el componente de la baja afinidad se satura a
concentraciones milimolares de K', Kochian y Lucas en 1982 (Kochian y Lucas, 1982)

encontraron que en maiz este componente era lineal.

Para explicar la cinética bifasica descrita por Epstein en 1963 se propuso la existencia
de dos sistemas de transporte, o mas, actuando en paralelo (Welch y Epstein, 1968). La
absorcién en el rango de la alta afinidad, o mecanismo |, se supone mediada por un
transportador del tipo simporte K'/H" mientras que el mecanismo Il, o de baja afinidad, parece

estar mediado por canales de K' rectificadores de entrada (Maathuis y col., 1997).
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Figura 1.5. La absorcion de K por raices de cebada sigue una cinética bifdsica, en la cual el
primer componente (I) muestra una absorcion en el rango micromolar denominada de alta afinidad y
un segundo componente (II) con una absorcion predominante en el rango de concentraciones
milimolares denominada de baja afinidad. Modificado de Epstein 1963.

Para la caracterizacién del mecanismo implicado en la entrada de K de alta afinidad ha
sido de gran utilidad el empleo del hongo Neurospora crassa. Las células de los organismos
eucariotas con pared celular, como son las de los hongos y las plantas, comparten muchas de
sus caracteristicas. En ambas, la energética de la membrana plasmatica se basa en la creacién
de un gradiente electroquimico de H" mediante una bomba de H" que hidroliza ATP. Dicho
gradiente es utilizado posteriormente para el transporte de solutos en contra de sus
gradientes electroquimicos. En N. crassa los estudios electrofisiolégicos y de transporte idnico
permitieron demostrar que la entrada de K" de alta afinidad estaba mediada por un simporte
K*/H* de estequiometria 1:1 (Rodriguez-Navarro y col., 1986). En Arabidopsis thaliana también
se ha postulado la existencia de un mecanismo similar para la entrada de K de alta afinidad
(Maathuis y Sanders, 1994). Este mecanismo permitiria a los hongos y las plantas absorber K*

en contra de altos gradientes de concentracion, lo que no seria posible a través de canales.
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1.5. Caracterizacion molecular de la absorcién de K*

La identificacién de los genes implicados en la absorcidon de K* comenzé en los afios 90
del pasado siglo mediante la complementacidn funcional en Saccharomyces cerevisiae. Esta
levadura posee dos genes implicados en la absorcidn de K*, TRK1 y TRK2, los cuales codifican
transportadores que hacen posible la absorcion de K' y el crecimiento de ésta a
concentraciones micromolares de K' externo. Se han empleado con mucha frecuencia
levaduras que tienen interrumpidos ambos genes para el estudio de canales y transportadores

de K" de plantas.

1.5.1. Canales de K*

En 1992, la complementacion funcional en una levadura mutada en TRK1 con una
genoteca de cDNA de A. thaliana permitid el aislamiento de dos cDNAs, AKT1 y KAT1
(Schachtman, 1992; Sentenac y col., 1992). Las proteinas deducidas de la secuencia de estos
cDNAs mostraron gran homologia con canales de K de la familia Shaker de Drosophila
melanogaster. La expresidon en oocitos de Xenopus laevis demostré que KAT1 funcionaba como
un canal de K' rectificador de entrada con alta permeabilidad al K, moderada al Rb" y baja a
Cs', Na' y Li*. La expresion en células de insecto mostré que AKT1 era también un canal de K*
(Gaymard y col., 1996). Se sugirié que tanto AKT1 como KAT1 podrian participar en el aporte
de K" a lo largo del tiempo (Gaymard y col., 1996; Schachtman, 1992) y por lo tanto eran

buenos candidatos para mediar el transporte de K" de baja afinidad.

Posteriormente se clonaron otros genes que codificaban canales de K* en A. thaliana.
Respecto a las funciones de estos canales se puede decir que KAT1 y KAT2 y los canales de K"
rectificadores de salida GORK participan en la apertura y cierre de los estomas, y los canales
SKOR, que estan implicados en la carga de K* en el xilema, juegan un rol importante en la
translocacién de K* a la parte aérea (Lebaudy y col., 2007; Maser y col., 2001; Very y Sentenac,

2003).
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En 1998, se demostrd que la pérdida de funcidn de AKT1 en A. thaliana reducia el
crecimiento de la planta incluso a una concentracién externa de 10 uM de K" en el ecotipo
Wassilewskija (Hirsch y col., 1998). Este estudio se llevd a cabo usando el mutante de insercidn
de T-DNA, akt1-1, y arrojé algunas dudas sobre la idea tradicional de que la absorcién de K™ en
el rango de la alta afinidad era llevada a cabo exclusivamente por transportadores. Las
membranas plasmaticas de las células de la raiz del mutante aktl1-1 mostraron
despolarizaciones de la membrana inducidas por K* externo en el rango de 10 a 1000 uM,
menores que en las plantas silvestres. Analizando el efecto del NH," externo en el transporte
de K en el rango de alta afinidad en el mutante akt1-1 y en plantas silvestres del ecotipo
Wassilewskija, aparecieron dos componentes (Spalding y col., 1999). El primer componente,
que era insensible al NH," externo, estaba reducido en gran medida en el mutante akt1-1 vy se
pensé que estaba mediado por AKT1. El segundo componente, que era sensible al NH,"
externo, no fue afectado por la mutacién en AKT1 y se pensdé que estaba mediado por

proteinas diferentes.

En Arabidopsis, el nivel de transcripcidon de AKT1 es insensible a las concentraciones de
K" externo (Lagarde y col., 1996; Pilot y col., 2003), sin embargo la actividad del canal parece
estar regulada por fosforilacién. En condiciones de deficiencia de K*, se registra una sefial de
Ca”* por los sensores de Ca®* CBL1 y CBL9 (proteinas similares a la Calcineurina-B, del inglés,
Calcineurin-B LikeProteins) que activan la proteina quinasa CIPK23 (Proteina quinasa de
interaccion con CBLs, del inglés, CBL-Interactin Protein Kinase). Esta fosforila a AKT1 e
incrementa la absorcion de K* a través de este canal (Cheong y col., 2007; Li y col., 2006; Luan

y col., 2009; Xu y col., 2006).

Debido a que los canales Shaker funcionales estan formados por tetrameros, la
actividad AKT1 podria estar regulada por su interaccién con otras subunidades, generando
proteinas heterotetraméricas que aumentan la diversidad de sus funciones (Lebaudy y col.,
2007; Very y Sentenac, 2003). En particular, AKT1 esta regulado por la subunidad reguladora
AtKC1, cuyo gen estd altamente expresado en raiz (Reintanz y col., 2002), y cuya expresion se
ve aumentada por el ayuno de K* (Shin y Schachtman, 2004) y por el estrés salino en la parte
aérea (Pilot y col., 2003). Cuando AtKC1 se coexpresa junto a AtAKT1 en protoplastos de
mesoéfilo de tabaco se observa un cambio en el potencial de activacién hacia valores mas

negativos (Duby y col.,, 2008), permitiendo a las células regular la conductancia de su
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membrana en respuesta a cambios en las concentraciones externas de K', y por tanto

impidiendo que AKT1 medie salida de K (Geiger y col., 2009).

En estudios a largo plazo se ha mostrado que el tratamiento con NaCl reduce la
expresion de AKT1 (Kaddour y col., 2009), mientras que en otros estudios la aplicacion de NaCl
en menores periodos de tiempo no tuvo efecto sobre le expresién del gen (Maathuis y col.,
2003; Pilot y col., 2003). Ademas, se han estudiado los cambios producidos por distintas
hormonas sobre la expresion de AKT1 (Pilot y col.,, 2003). La exposicién a la citoquinina
benziladenina y a la auxina sintética 2,4 D reduce los niveles de expresién de AKT1 y de su
subunidad reguladora AtKC1. Aln asi, el estudio muestra que entre todos los genes que
codifican canales de K de tipo Shaker, el transcrito AKT1 es el menos sensible frente a las
hormonas probadas, mientras que el canal rectificador de salida de K" en Arabidopsis, SKOR, es
el mas sensible, sugiriendo que la modulacién transcripcional de AKT1 no es muy importante

para su regulacion (Alemén vy col., 2011).

Canal tipo
Shaker

Membrana
plasmatica

N-terminal

Citoplasma

C-terminal

Figura 1.6. Esquema de una de las cuatro subunidades que conforman un canal Shaker de
plantas, consistente en seis segmentos transmembrana, actuando el cuarto de ellos como sensor de
voltaje. Entre los segmentos 5 y 6 se encuentra el poro (P), en el cual reside el filtro de especificidad
frente a los distintos iones. Modificado de Very 2003.
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1.5.2. Transportadores de K*

En 1994, usando la complementacién en una levadura trk1’, trk2, fue aislado un nuevo
cDNA de trigo, TaHKT1 (Schachtman y Schroeder, 1994). Este cDNA codificaba una proteina
homologa a los transportadores TRK de levadura. Expresandolo en levadura y oocitos de
Xenopus, se observé que TaHKT1 transportaba K en el rango de la alta afinidad y estaba
acoplado al simporte de Na* (Rubio y col., 1995), ademds de transportar Na* en el rango de la
baja afinidad. Este transportador fue el primero caracterizado como transportador de K" de
alta afinidad en plantas, aunque estudios posteriores han mostrado que, en general, los
transportadores HKT de diferentes especies estan implicados en el transporte de Na* desde la
solucién externa y en los movimientos de Na dentro de la planta a través de la carga y
descarga del xilema y floema (Berthomieu y col., 2003; Golldack y col., 2002; Haro y col., 2005;
Horie y col., 2007; Laurie y col., 2002; Rus y col., 2004; Sunarpi y col., 2005; Uozumi y col.,
2000).

En 1995 se describid en la levadura Schwanniomyces occidentalis, un transportador de
K" de alta afinidad, SOHAK1 (Bafiuelos y col., 1995). Este transportador era homédlogo al
transportador Kup de Escherichia coli y fue caracterizado funcionalmente en el doble mutante
trk1-, trk2- de S. cerevisiage. En este sistema heterdlogo de expresion, SoHAK1 mediaba
transporte de K* de alta afinidad, no discriminaba entre K' y Rb* y era capaz de concentrar el K*
mas de 6 6rdenes de magnitud. Considerando las caracteristicas cinéticas de SoHAK1 era
probable que un homdlogo de plantas de este transportador fuera el responsable del
transporte de K* de alta afinidad de las mismas. Para comprobar esta hipdtesis, se disefiaron
cebadores degenerados de las regiones conservadas entre SoHAK1 y kup para llevar a cabo
experimentos de RT-PCR con el objetivo de encontrar un homélogo a estos transportadores en
plantas. Como resultado, en 1997, se cloné un cDNA de cebada, HVHAK1 (Santa-Maria y col.,
1997). La traduccion del cDNA mostré homologia con los transportadores de K* de E. coli y S.
occidentalis. La expresion en levadura de HYHAK1 demostré que era un transportador de K* de
alta afinidad, que no discriminaba entre K' y Rb* y que era inhibido por Na* y NH,". El gen
HVHAK1 se inducia de forma especifica en las raices de cebada ayunadas de K*. Recientemente

se ha observado que la fosfatasa PPZ1 y las quinasas HAL4 y 5 controlan el transporte de Rb*
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mediado por HvVHAK1 en células de levadura (Fulgenzi y col., 2008), lo que representa un

posible mecanismo de regulacidn postraduccional de este tipo de transportadores en plantas.

Al mismo tiempo, se identificaron transportadores similares en A. thaliana llamados
AtKT1, AtKT2, AtKT3 y AtKT4 (Quintero y Blatt, 1997). Posteriormente, los mismos
transportadores fueron aislados por dos grupos diferentes (Fu y Luan, 1998; Kim y col., 1998) y
se llamaron AtKUP1, AtKUP2, AtKUP3 y AtKUP4. AtKUP1, idéntico a AtKT1, se caracterizd en
bacterias y en suspensiones celulares de A. thaliana que sobreexpresaban AtKUP1 (Kim y col.,

1998) mostrandose como un transportador de K* de baja afinidad.

En el afio 2000, se aislo otro cDNA de A. thaliana, AtHAK5, cuya proteina mostré gran
homologia con HYHAK1, y que al ser expresado en levadura exhibia un transporte de K* de alta
afinidad que no discriminaba entre K*, Rb* y Cs* (Rubio y col., 2000). Mediante fusiones del
promotor de AtHAKS al gen delator GUS se observd que el gen se expresaba en la epidermis, el
cortex y la estela de raices de plantas ayunadas de K* y mediante fusiones con GFP en la

epidermis y la estela de la raiz (Gierth y col., 2005).

Un analisis filogenético de los diferentes miembros de la familia de transportadores de
K* KT/HAK/KUP propone la existencia de 4 grupos (Figura 1.7) (Rubio y col., 2000). El grupo 1
incluye los transportadores de K* de alta afinidad como el HYHAK1 de cebada (Santa-Maria y
col., 1997), o AtHAKS de A. thaliana (Rubio y col., 2000). El grupo 2 engloba a KT1/KUP1 (Fu y
Luan, 1998; Kim y col., 1998; Quintero y Blatt, 1997) y a KT2/KUP2 de A. thaliana (Kim y col.,
1998; Quintero y Blatt, 1997). El grupo 3 incluye secuencias genémicas de A. thaliana y el
grupo 4 una secuencia traducida de cDNA incompleto de arroz, que fue posteriormente
completado, aunque no se conoce todavia la funcién de los transportadores de los grupos 3 y

4.

Tras el clonaje de AtHAKS5, se identificaron varios genes que codifican transportadores
de K" de la familia KT/HAK/KUP en otras especies de plantas: 17 genes en arroz (Bafiuelos y
col., 2002), GsKT1 en algoddn (Ruan y col., 2001), LeHAKS5 en tomate (Nieves-Cordones y col.,
2007; Nieves-Cordones y col., 2008), CnHAK1 y CnHAK2 en Cymodocea nodosa (Garciadeblas y
col., 2002), 4 genes de Mesembrianthemum cristallinum (Su y col., 2002), LjKUP en Lotus
japonica (Desbrosses y col., 2004), VVKUP1 y VWKUP2 en Vitis vinifera (Davies y col., 2006),

AIHAK en Aeluropus littoralis (Su y col., 2007), 5 genes en Phragmites australis (Takahashi y
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col., 2007a; Takahashi y col., 2007b), CaHAK1 en pimiento (Martinez-Cordero, M. A. y col.
2004), NrHAK1 en Nicotiana rustica (Guo y col.,, 2008b) y 4 genes de la familia HAK en

Physcomitrella patens (Garciadeblas y col., 2007).

Estos transportadores parecen cumplir diferentes funciones fisioldgicas. Por ejemplo,
GsKT1, junto a un transportador de glucosa estd implicado en la elongacion de la fibra en el
algoddn (Ruan y col., 2001), y VVKUP1 y VVKUP2 participan en el crecimiento de los frutos de
uva (Davies y col., 2006). Ambos tipos de transportadores inducen un importante influjo de
agua a las células a causa de la absorcion de K, lo que desemboca en el incremento del
tamafio celular. Se le puede atribuir un papel similar a AtKT2/AtKUP2 ya que una mutacién
puntual en este gen provoca defectos en el desarrollo de la planta y un hipocotilo mas corto

(Elumalaiy col., 2002).

Los transportadores HAK se han relacionado también con el estrés salino. Por ejemplo,
la expresidon en la raiz de PhaHAKS se ha relacionado con la sensibilidad a la sal de P.aqustralis
(Takahashi y col., 2007b). Por el contrario, la expresién en la raiz de otro transportador de la
familia HAK, PhaHAK2, se relaciond con la tolerancia a la salinidad de esa especie (Takahashi y
col., 2007a). En la planta M. cristallinum, se observd un incremento de los niveles de
transcripcién de algunos miembros de esta familia instantes después de aplicar un tratamiento
salino elevado (Su y col., 2002). También se ha observado una sobreexpresién de HYHAK1 de
cebada a las 6 horas de aplicar un estrés salino de 100 mM de NaCl, efecto que desaparecié a
las 48 horas (Fulgenzi y col., 2008), lo que podria estar mas correlacionado con el efecto

osmotico de la salinidad.
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Figura 1.7. Arbol filogenético representativo de los transportadores de K* de la familia HAK.
Estdn incluidos los transportadores de cebada, arroz, Arabidopsis, pimiento y el hongo S. occidentalis.
Los numeros romanos representan los cuatro grupos filogenéticos identificados para la familia. La barra
de escala representa la distancia equivalente a 10 cambios por cada 100 aminodcidos. Los valores
indican el nimero de veces de cada 1000 drboles calculados en los que la rama se debe colocar en ese
lugar. Numeros de acceso: CaHAK1, AY560009; AtHAKS5, AF129478; HvVHAK1, AF025292; OsHAK1,
AJ427970; HVHAK2, AF129479; AtKT1, AF012656; OsHAK17, AJ427975; SoHAK1, U22945. Tomado de
Martinez-Cordero, 2004.

Los transportadores del grupo | de la familia KT/HAK/KUP (Figura 1.7) como HvHAK1,
OsHAK1, AtHAK5, CaHAK1 o LeHAKS estan probablemente implicados en la absorcion de K* de
alta afinidad y los genes que los codifican se sobreexpresan cuando se suprime el aporte de K*
(Rodriguez-Navarro y Rubio, 2006), mientras que la restauracion del mismo reduce
rapidamente la cantidad de su mRNA (Ahn y col., 2004; Armengaud y col., 2004; Nieves-
Cordones y col., 2008). Todos estos transportadores muestran unas caracteristicas cinéticas de
transporte de K' al expresarlos en levadura similares a las mostradas por las respectivas
plantas. Esto indica que estos transportadores median la absorcién de K* de alta afinidad en las
raices o, al menos, son los componentes principales de esta absorcién (Rodriguez-Navarro y
Rubio, 2006). Estudios con lineas de insercién de T-DNA en AtHAK5 han permitido demostrar

que este transportador contribuye en gran medida al transporte de K' de alta afinidad en
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Arabidopsis, siendo el responsable del componente sensible al NH," (Gierth y col., 2005; Rubio

y col., 2008).

Son numerosos los estudios que han profundizado en el estudio de la regulacién de los
genes tipo HAK1, entre ellos AtHAK5, descubriendo una regulacion mucho mas compleja de lo
esperado (Figura 1.8). La concentracién de K en el apoplasto y el potencial de membrana se
han propuesto como los primeros pasos en la ruta de sefializacidn para la aclimatacién frente a
bajas concentraciones de K (Amtmann y col., 2006). Esto es debido a que las concentraciones
externas de K tienen una influencia relativamente pequefia en la concentracion de K* en el
citosol, ya que son controladas eficientemente por el K" vacuolar (Walker y col., 1998; Walker y
col., 1996a). Uno de los primeros efectos hallados durante la deficiencia de K" es la
hiperpolarizacion del potencial de membrana celular de la raiz, la cual aparece tras solo unos
minutos del descenso del K externo (Maathuis y Sanders, 1993; Wang y Wu, 2010). En
estudios con tomate se ha relacionado directamente el potencial de membrana de las células
de la raiz con la expresion de LeHAK5 en las mismas, sugiriendo que la hiperpolarizacion de la
membrana estad directamente relacionada con el aumento de la expresion del transportador
(Nieves-Cordones y col., 2008). Por el contrario, no se halléd ninguna relacién directa entre la
expresion de LeHAKS y la concentracién de K* en el interior de las células de la raiz (Nieves-
Cordones y col., 2008). Ademas, las lineas de plantas mutantes akt1 de Arabidopsis muestran
una hiperpolarizacion de las células de la raiz (Spalding y col., 1999) y un aumento en la
expresion de AtHAKS (Qi y col., 2008; Rubio y col., 2008). Por otro lado, la induccién por ayuno
de K* de los genes que codifican estos transportadores se ve afectada por el crecimiento en
presencia de NH,". Este efecto parece depender de la especie porque mientras que en
Arabidopsis o pimiento el NH," reduce la expresidn de estos genes, en tomate tiene un efecto

contrario (Martinez-Cordero y col., 2005; Nieves-Cordones y col., 2007; Rubio y col., 2008).

Otro factor importante que afecta a la expresidn de estos genes es la salinidad, ya que
altas concentraciones de Na* despolarizan el potencial de la membrana plasmatica y reprimen
la expresién de los genes tipo HAK1. Esto se ha demostrado con el descenso de los transcritos
de LeHAK5 (Nieves-Cordones y col., 2007; Nieves-Cordones y col., 2008), AtHAK5 (Nieves-
Cordones y col., 2010) y ThHAKS5 (Alemdn y col., 2009b) cuando se aplicaba ayuno de K" a las

plantas en presencia de Na".
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Otros elementos muy importantes en la regulacién de los genes tipo HAK1 son las ROS
y las hormonas. Las ROS y el etileno aumentan cuando las plantas son ayunadas de K,
favoreciendo el etileno la produccion de ROS (Jung y col., 2009; Shin y Schachtman, 2004). En
paralelo, la expresiéon de AtHAK5 es dependiente del etileno y de las ROS, ya que lineas
mutantes afectadas en las vias de estos compuestos, mostraban patrones de expresién de

AtHAKS5 alterados.
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Figura 1.8. Sefializacion frente a bajas concentraciones de K* en las células de las plantas. Las
bajas concentraciones de K* inducen una hiperpolarizacién de la membrana plasmdtica, lo que puede ser
uno de los primeros pasos en esta sefializacion. La membrana plasmdtica hiperpolarizada activa la
expresion de AtHAKS. Ademds, el bajo K* activa una sefializacidn etileno — ROS que termina produciendo
la induccién de AtHAKS. Esta baja concentracién de K* también desencadena una sefializacion por Ca*,
probablemente a través de la activacion de canales de ca® de la membrana plasmdtica y de las
endomembranas, que llevan a la activacion de AKT1 a través del complejo CBL1/9-CIPK23, asi como la
activacion de canales vacuolares mediante la interaccion de algin miembro de la familia CBL con CIPK9,
conduciendo el K* hacia el citosol. AKT1 es activado mediante una fosforilacién llevada a cabo por
CIPK23, e inactivado por una defosforilacion mediada por AIP1. La actividad de AKT1 estd ademds

regulada por la interaccion con la subunidad AtKC1 y la sintaxina SYP121. Modificado de Alemdn 2011.
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1.6. Relevancia fisioldgica de AtHAKS5, AtAKT1 y otros sistemas en la absorcion de
K*.

Como se ha mencionado anteriormente, la relevancia fisiolégica de los
transportadores tipo HAK1 y los canales tipo AKT1 en la absorcién de K* por parte de la raiz se
establecié por primera vez de manera indirecta. La comparacion de las caracteristicas del
transporte de K" mediado por estos sistemas en organismos heterdlogos y los patrones de
expresién de los genes que los codifican, con las caracteristicas del transporte de K de las
plantas, permitié establecer hipdtesis sobre su funcién. Sin embargo, una clara demostracién
de la contribucion de cada sistema a la absorcion de K' no ha sido posible hasta
recientemente, cuando se han podido usar lineas de insercién de T-DNA e inhibidores
selectivos en la planta modelo Arabidopsis (Gierth y col., 2005; Hirsch y col., 1998; Nieves-
Cordones y col., 2010; Pyo y col., 2010; Qi y col., 2008; Rubio y col., 2010a; Rubio y col., 2008;
Spalding y col., 1999). La secuenciacién completa del genoma de Arabidopsis y los métodos
altamente eficaces de transformacion con Agrobacterium, junto con el corto ciclo de vida de

Arabidopsis han posibilitado multiples aproximaciones al estudio de la funcién génica.

Los estudios con lineas de insercion de T-DNA muestran que AtHAK5 es el Unico
sistema que media en la absorcién de K cuando la concentracién externa de éste es menor de
10 uM (Nieves-Cordones y col., 2010; Qi y col., 2008; Rubio y col., 2010b) (Figura 1.9). Por ello,
es bastante posible que AtHAKS lleve a cabo el simporte K*/H" sugerido por los estudios in vivo
(Maathuis y Sanders, 1994). A concentraciones mas altas, la absorcién de K" también se realiza
a través del canal AKT1, siendo ambos sistemas los que contribuyen a la adquisicién de K" por
parte de la planta a concentraciones de entre 10 y 200 uM de K* (Rubio y col., 2010a) (Figura
1.9). De hecho, se ha demostrado que la linea athak5 no muestra un fenotipo deficiente en el
crecimiento en placas con agar que contienen una concentracién de K* de 30uM (Pyo y col.,
2010), sugiriendo que la pérdida de AtHAK5 se puede compensar completamente con AKT1.
Que un canal medie la absorcidon de K* a tan bajas concentraciones puede ser sorprendente,
pero los potenciales de membrana registrados en células de raiz son lo suficientemente
negativos como para poder permitir este proceso (Spalding y col., 1999). A concentraciones
externas mayores de 500 uM, AtHAK5 no es relevante, siendo la contribuciéon de AKT1 a la

absorcién de K* fundamental (Figura 1.9). La linea ataktl crece en menor medida que la linea
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silvestre y que la linea athak5, las cuales crecen de forma similar, a una concentracion externa
de K" de 500uM (Rubio y col., 2010a). Estos estudios también han permitido determinar que el
componente sensible al NH," corresponde con el transportador AtHAKS, siendo AtAKT1 el

componente sensible a Ba**.

La demostracidon definitiva de los resultados indicados se obtuvo mediante el estudio
de la linea doble mutante athak5,ataktl (Pyo y col., 2010; Rubio y col., 2010a). Este doble
mutante no absorbe Rb+ a concentraciones menores de 100 uM, demostrando que AtHAKS y
AKT1 son los Unicos sistemas que operan en el rango de concentraciones de alta afinidad

(Alemany col., 2011).

A concentraciones de K’ superiores a 100 uM, otros sistemas hasta ahora no
identificados parecen estar implicados en la absorcién de K* en las plantas athak5,ataktl. Esta
absorcion no es suficiente a una concentracién de 0.5 mM de K', ya que las plantas
athak5,ataktl muestran una menor absorcidn de K*, menor biomasa y concentraciones de K*
también menores que las plantas silvestres. Debido a que Unicamente cuando las plantas
poseen el canal AKT1 funcional son similares a las plantas silvestres, se puede deducir que
AKT1 el sistema mads importante que opera a estas concentraciones. A una concentracion de
10 mM de K', otros sistemas son capaces de absorber suficiente K* para permitir un
crecimiento normal, ya que en estas condiciones las plantas mutantes athak5,ataktl no

muestran un fenotipo deficiente (Rubio y col., 2010a).
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Figura 1.9. Adquisicion de K en la raiz de A. thaliana. AtHAK5 es el tinico sistema que absorbe
K" a concentraciones externas del mismo menores de 10 uM, probablemente mediante un simporte
K'/H'. A concentraciones mds elevadas, la absorcién de K* también se produce a través del canal AKT1,
siendo ambos sistemas los responsables de esta absorcion entre 10 y 200 uM. A concentraciones
superiores a 500 uM, AKT1 es el unico sistemas encargado de la absorcion de K'. AtHAK5 es el
componente sensible a NH,  de la absorcion de K*, mientras que AKT1 es el componente sesible a Ba”. En
ausencia de AtHAKS y AtAKT1, sistemas no identificados son los encragados de la absorcidn de K que
permiten el crecimiento de la planta a concentraciones mayores de 1 mM. Tomado de Alemdn 2011.

Los sistemas candidatos implicados en esta absorcién observada en las plantas doble
mutantes athak5,atakt1 podrian pertenecer a la familia CHX (Zhao y col., 2008), a la familia de
canales no selectivos regulados por nucleétidos ciclicos (CNGCs) (Kaplan y col., 2007; Li y col.,
2005), o a la familia de los canales regulados por glutamato (GLR) (Dietrich y col., 2010; White,
2010).

Dentro de la familia CHX existen varios miembros relacionados con el transporte de K"
en la membrana celular. Por ejemplo, AtCHX17 muestra bastantes similitudes con
antiportadores Na*,K*-H" de otros organismos, en concreto KHA1 de S. cerevisiae. KHA1 se ha
propuesto como un antiportador K*-H", localizado en la membrana plasmatica, relacionado con
la regulacién intracelular de pH, salida de K, y control del volumen celular. Estas homologias
sugieren que AtCHX17 funcione como un antiportador Na’,K*-H* (Cellier y col., 2004). En
cuanto a AtCHX13, que se encuentra en la membrana plasmatica, podria constituir una via de
absorcion de K por parte de la raiz debido a que da lugar a complementacién funcional en
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levadura, mediando absorcién de K con una K., para el mismo de 136 uM (Zhao y col., 2008).
Sin embargo, su alta sensibilidad frente a Cs* y Na* resta peso a esta teoria, ya que la
absorcion de K" por parte de la raiz no muestra una alta sensibilidad frente a estos inhibidores
(Rubio y col., 2010b). Ademas, un sistema de absorcién de K* con una K,, de 136 uM para el K*
no se observa en el doble mutante athak5,ataktl (Rubio y col., 2010a), y la expresién de
AtCHX13 en raiz solo se produce en el 4pice de ésta en condiciones de bajo K, lo que no
explicaria el crecimiento experimentado por las plantas mutantes athak5,ataktl con altas

concentraciones de K™ externas.

La familia de los canales regulados por nucleétidos ciclicos (CNGCs) ha sido identificada
en plantas, encontrandose 20 miembros de esta familia en el genoma de Arabidopsis (Maser y
col., 2001) (Figura 1.10), si bien la funciéon que cumplen en las plantas no esta del todo clara. Se
ha sugerido que los genes CNGC codifican canales no selectivos que regulan corrientes de
cationes (Demidchik y col., 2002; Demidchik y Maathuis, 2007; Very y Sentenac, 2002),
pudiendo estar implicados en la absorcidn de iones y su translocacion (Li y col., 2005). Algunos
de estos canales (AtCNGC1, AtCNGC3 y AtCNGC13) muestran una mayor expresion si la planta
se expone a concentraciones de 150 mM de NaCl, mientras que otros (AtCNGC7 y AtCNGC16)
muestran una menor expresion en esas condiciones (Maathuis y col., 2003), sugiriendo un
papel de los CNGCs en la adaptacién frente a ambientes salinos. AtCNGC1 y AtCNGC4 pueden
transportar cationes como Na* o K* (Balague y col., 2003). Algunos estudios de otros miembros
de esta familia (AtCNGC2, AtCNGC11 o AtCNGC12) han mostrado su relevancia en distintas
respuestas de defensa frente a patégenos. Otros, como AtCNGC18, parecen estar relacionados
con el crecimiento polarizado de los tubos polinicos (Frietsch y col., 2007). AtCNGC10 esta
localizado en la membrana plasmatica de diversas células en las plantas, y se expresa en mayor
medida en raiz que en la parte aérea (Christopher y col., 2007). Ademas, se ha demostrado la
capacidad de este canal de mediar corrientes catidnicas en la membrana plasmatica en ambos
sentidos en células HEK293 (Christopher y col., 2007). Transporta tanto K* como Na’, y rescata
parcialmente la linea mutante aktl de Arabidopsis (Kaplan y col., 2007). Los resultados
obtenidos con lineas antisentido de este canal, las cuales muestran una menor expresién de
AtCNGC10 que la mostrada por las plantas silvestres, sugieren un papel de este canal en el
mantenimiento de la homeostasis Na*/K" de la raiz (Guo y col., 2008a). Estudios mas recientes

han identificado la posible relacién de este canal con el transporte interno de Ca’* (y
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posiblemente de Mg®*), que a su vez regula la actividad de los transportadores de K* (Guo y
col., 2010). En el caso de AtCNGC3 se han obteniendo resultados similares. La mutacion de
este canal altera tanto los sistemas de absorcién de Na* como los de K" a corto plazo en
condiciones de altas concentraciones externas de K, sugiriendo que este canal puede
contribuir a la absorcidn no selectiva de cationes monovalentes a nivel de la membrana

plasmatica (Gobert y col., 2006).
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Figura 1.10: Arbol filogenético de la familia de los canales regulados por nucledtidos ciclicos

(CNGC) en Arabidopsis. Tomado de Maser 2001.

Como ultimos candidatos estudiados encontramos a la familia de los GLR. Debido a sus
propiedades quimicas y bioquimicas unicas, el glutamato muestra un amplio rango de
funciones bioldgicas: funciona como metabolito, fuente de energia y nutriente, determina la
estructura de proteinas y actia como molécula sefializadora (Forde y Lea, 2007). El genoma de
Arabidopsis codifica 20 miembros de posibles canales asociados a ligando llamados receptores

de glutamato (GLRs). El receptor GIuRO de la cianobacteria Synechocystis contiene dos sitios de
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union para glutamato, asi como dos dominios transmembrana unidos por una regiéon que
forma un poro, la cual contiene un motivo TVGVG. Este ultimo recuerda al existente en los
canales rectificadores de la entrada de K, sugiriendo una relacién entre los canales de K*
procariotas y los receptores de glutamato selectivos de cationes (Dietrich y col., 2010). La
unién del agonista(s) conduce a una apertura del canal y, dependiendo de los gradientes
electroquimicos y la selectividad del canal, a la despolarizaciéon de la membrana y/o a la
entrada de Ca** (Dietrich y col., 2010). Estudios de “patch-clamp” en protoplastos de raiz
revelan una activacidn instantanea de corrientes de Na* y Ca®* dependientes de glutamato, e
identifican células corticales y epidérmicas de la raiz como las responsables de la sensibilidad a
éste (Demidchik, 2004). Recientemente se han hallado evidencias de que los receptores de
glutamato en plantas podrian actuar como canales de cationes no selectivos. Tapken vy
Hollmann (Tapken y Hollmann, 2008) encontraron que AtGLR1.1 y AtGLR1.4 tienen dominios
que conforman poros permeables a Na*, K"y Ca*. Por otra parte, se ha relacionado a los GLRs
con los procesos de sefializacion dependientes de la luz, asi como en distintos procesos de
crecimiento (Lam vy col., 1998), o con respuestas frente a estreses bidticos y abidticos (Kang y
col., 2006). Finalmente, los canales GLR podrian ser considerados responsables de la absorcidon
de K* en la raiz, ya que varios miembros de esta familia se expresan en raices y, junto con los
CNGCs, constituyen los canales de cationes independientes de voltaje en plantas (White,
2010). Los canales GLR permiten, como los CNGCs, un transporte no selectivo de iones,
incluyendo el de K" en las células radicales, si bien mantener la homeostasis citosdlica del ca*
y regular su sefalizacidon parecen ser las principales funciones de estos canales (Demidchik y

Maathuis, 2007).

En la figura 1.11 se presenta la estructura secundaria de una subunidad de un receptor
de glutamato (A) y de un canal asociado a nucleétidos ciclicos (B), asi como su posible

regulacion.
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Figura 1.11. Estructura secundaria general de una subunidad de un receptor de glutamato (A)
y de un canal asociado a nucledtidos ciclicos (B) en planta, que muestran los dominios transmembrana
y la region que conforma el poro, donde reside la selectividad de la estructura. En el caso de GLR,
contiene dos posibles lugares de union al substrato extracelulares (S). En el caso de los CNGCs, la union
de los nucledtidos ciclicos monofosfato (cNMPs) a su sitio de union (CNBD) del CNGC, dan lugar a la
apertura del canal, y los cationes pueden pasar a través del poro que existe entre las hélices
transmembrana 5y 6. Cuando se produce una elevacion en la concentracion del ca** citoplasmdtico, este
Ca”* se une a la calmodulina, y este complejo Ca”'/CaM se une a su lugar de union (CaMBD) del CNGC,
previniendo probablemente la union de los cNMPs al canal, forzdndolo a cerrarse. Este modelo se basa
en distintos estudios de CNGCs de diferentes plantas, por lo que podria no ser aplicable a todos los
CNGCs. Se cree que los CNGCs estdn compuestos por cuatro subunidades como esta, mientras que los
GLRs estarian compuestos por 4 o 5 subunidades. Modificado de Demidchik 2007 (A) y Kaplan 2007 (B).
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1.7. Papel de los canales de K* en la apertura y cierre de los estomas

La capacidad de los estomas de abrirse o cerrarse, se basa en las deformaciones que
pueden experimentar las células oclusivas de acuerdo con su contenido hidrico. Los
movimientos estomaticos estdn provocados por los cambios de turgencia de las células
oclusivas, de manera que cuando éstas estan turgentes, se arquean, y el orificio se abre.
Cuando pierden agua, se vuelven flacidas y el ostiolo se cierra. Para que se produzca la entrada
o salida de agua en las células oclusivas debe generarse una diferencia de potencial hidrico.
Asi, la acumulacién de solutos provoca un movimiento de agua hacia el interior de las células
oclusivas, y la disminucién de la concentracion de solutos en éstas produce el movimiento del
agua hacia el exterior. El soluto que mas influye en el movimiento osmatico del agua es el ion
potasio (K*). El aumento muy marcado de la concentracién de K' en las células oclusivas
ocasiona una disminucion del potencial hidrico de éstas, lo que conduce a una entrada de
agua, y el estoma se abre. Con un descenso de K, el estoma se cierra. El fendmeno clave que
conduce a la absorcién de K* en las células oclusivas es el bombeo activo de protones hacia
fuera de las células oclusivas, mediante una ATPasa de protones (H'-ATPasa) ligada a
membrana. El gradiente electroquimico generado en la membrana de las células oclusivas
como consecuencia de la salida de protones permite la entrada del K* hacia el interior, a lo
largo de un gradiente de carga eléctrica. Como contrapartida, también se produce un aumento
de cargas negativas, concretamente los aniones cloruro (CI) y malato. Los iones Ky CI
proceden del exterior de la célula, mientras que el malato se genera en la célula oclusiva, por
disociacién del acido malico derivado de la hidrdlisis del almidén. El agua que entra en las
células, debido a la caida de su potencial hidrico, produce un aumento de la presion de
turgencia, que causa su deformacién. Cuando el estoma se cierra, el K" y el CI' que habian

entrado abandonan la célula, y la concentracion de malato disminuye.

En la Figura 1.12 se presenta el movimiento de iones y el metabolismo en las células

oclusivas durante la apertura y cierre estomaticos.
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Figura 1.12. Movimiento de iones y metabolismo en las células oclusivas durante la apertura 'y
cierre estomdticos (segun Ridge 1991. Adaptado de Azcén-Bieto y Talon, 1993.

1.7.1. Canales de K" presentes en las células oclusivas.

Se han descrito los siguientes canales de K" presentes en las células oclusivas, que

podrian estar implicados en los movimientos estomaticos:

- Canales tipo Shaker de salida de K': activados por despolarizacién del potencial de
membrana. El primer canal de K* activado por despolarizacién descrito fue SKOR (del inglés
stelar K outward rectifier) de A. thaliana (Gaymard y col., 1998). Un canal relacionado con
este Ultimo, también de A. thaliana, es el canal GORK (del inglés guard cell outward-rectifying
K* channel) (Ache y col., 2000), que es el canal de salida de K" mdas importante en las células
oclusivas, contribuyendo al cierre estomatico. La despolarizacién de las células oclusivas
debida a la salida de aniones activa el canal GORK, resultando por tanto en una salida de K" a
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través del mismo, que contribuye al cierre estomatico. GORK también se expresa en los pelos

radiculares (lvashikina y col., 2001).

- Canales tipo Shaker de entrada de K': activados por la hiperpolarizacién del potencial
de membrana (Kourie y Goldsmith, 1992; Schachtman, 1992; Schroeder y col., 1987). Esta
familia contiene los primeros canales de K' identificados en plantas: AKT1 y KAT1 de
Arabidopsis. AKT1 se expresa en las raices de Arabidopsis, y las plantas mutantes carentes de
é|l tienen afectado el crecimiento cuando la concentracion de K' externa es baja, lo que
demuestra sus papel en la absorcion de K* del suelo (Hirsch y col., 1998). Las células oclusivas
de Arabidopsis expresan algunos de los canales pertenecientes a esta familia como AKT1,
AKT2, KAT1, KAT2, y la subunidad reguladora KC1 (Szyroki y col., 2001). Estos canales median
en la entrada de K" debida a la hiperpolarizacién de la membrana, generando la entrada de

aguay la apertura estomatica, en respuesta a sefiales como la luz solar.

- Canales activados por nucledtidos ciclicos (CNGC): estos canales son menos
selectivos, llegando a transportar incluso cationes divalentes. El AMP ciclico genera corrientes
de Ca®* dependientes de hiperpolarizaciones en las células oclusivas, mientras que el GMP
ciclico no (Lemtiri-Chlieh y Berkowitz, 2004). Estas corrientes generadas debido al AMP ciclico
podrian indicar la presencia de estos canales en las células oclusivas, y su relacién con las

distintas corrientes idnicas desarrolladas en estas células.

- Canales vacuolares: los canales VK (vacuolar K*) se identificaron por primera vez en
las vacuolas de las células oclusivas. Son activados por concentraciones elevadas de
Ca”*citosdlico, son bastante selectivos para el K*, y su actividad se ve aumentada también por
un pH bajo en el citosol (Allen y Sanders, 1996; Ward y Schroeder, 1994). Han sido propuestos
como la via de salida del K" de la vacuola al citosol en respuesta a altas concentraciones de Ca**
citoplasmatico durante el cierre estomatico (Ward y Schroeder, 1994). Un ejemplo de ellos es
el canal TPK1 de Arabidopsis. Dentro de los canales vacuolares se encuentran también los
canales SV (del inglés slow vacuolar). Son canales de cationes no selectivos activados por Ca**y
voltajes positivos en el lado citoplasmatico de la membrana vacuolar. Se ha visto que en las
células oclusivas son permeables al Ca®* (Ward y Schroeder, 1994), por lo que estos canales

podrian estar relacionados con la sefializacién por Ca®* al transportarlo hacia el exterior de la

vacuola (Ward y col., 2009). En 2005, Peiter y colaboradores (Peiter y col., 2005) identificaron
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el gen TPC1 que codifica un canal SV en Arabidopsis. Por ultimo, dentro de los canales
vacuolares estan los canales FV (del inglés fast vacuolar). Son canales catidnicos no selectivos,
inhibidos por altas concentraciones citosélicas de Ca**, y dependientes de voltaje. Los genes
que codifican estos canales no han sido aun identificados. Una concentracion de K elevada en
la vacuola aumenta la probabilidad de apertura de estos canales (Pottosin y Martinez-Estevez,
2003), por lo que los canales FV podrian funcionar como una via para el flujo de K" desde la

vacuola hacia el citoplasma durante el cierre estomatico independiente del Ca** (Ward vy col.,

2009).

1.7.2. Aperturay cierre estomaticos en condiciones de estrés hidrico

El estrés hidrico es el factor ambiental que mas limita la produccién vegetal a escala
mundial. De hecho, existe una elevada correlacidon entre la productividad de los diferentes
ecosistemas y su precipitacion caracteristica (Figura 1.13). En el conjunto de zonas cultivadas a
escala mundial, se estima que el rendimiento potencial de los cultivos se reduce en mas del

70% debido a las limitaciones ambientales. De este 70%, el estrés hidrico constituye hasta un

35% (Boyer, 1982).

Productividad (Kg m” aio™)

1 | | | | | | 1
0 1000 2000 3000 4000

Precipitacion (mm afio™")

Figura 1.13. Correlacion entre la produccion primaria neta y la precipitacion en los
ecosistemas mundiales mds importantes (segun Lieth, 1975). Tomado de Medrano y Flexas 2004.
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Este hecho resulta de especial relevancia en condiciones de clima arido y semiarido, las
cuales abundan en Espafa y en especial en el sureste. Desde un punto de vista ecofisiolégico,
se entiende por estrés hidrico cualquier limitacién al funcionamiento éptimo de las plantas
impuesta por una insuficiente disponibilidad de agua. Este puede presentarse con distinta
intensidad y duracidn, teniendo la respuesta de las plantas diferente caracter y magnitud. Asi,
segin Medrano y Flexas, en 2004, (Medrano, 2004) distinguimos entre (i) respuestas
inmediatas, que son modificaciones del funcionamiento de la planta en respuesta al estrés que
ocurren en poco tiempo (de minutos a dias), que no requieren expresiéon de nuevos genes ni se
acompaian de cambios morfoldgicos; (ii) aclimatacion, referente a respuestas al estrés que
ocurren en periodos mas largos (de semanas a afios) y que requieren la expresion de nuevos
genes y la aparicién de cambios morfoldgicos temporales, y (iii) adaptacion, atendiendo a un
concepto evolutivo que hace referencia a modificaciones morfolégicas y genéticas que ocurren

durante varias generaciones, que favorecen la supervivencia y crecimiento de la especie.

Una de las respuestas inmediatas al estrés hidrico mejor caracterizada consiste en la
reduccion de las pérdidas de agua por transpiracidn, siendo el cierre estomatico un mecanismo
crucial en este proceso. El transporte de iones y agua a través de canales de las membranas
celular y vacuolar regulan el turgor y el volumen de las células oclusivas de los estomas,
regulando por tanto la apertura y cierre de éstos (Pandey y col., 2007b; Schroeder y col.,
2001). Las células oclusivas reciben continuamente informacidon del exterior, incluyendo
distintos estimulos bidticos y abidticos, asi como senales de larga distancia que llegan desde
las raices. Estas células integran todas estas sefiales, generando cambios en su turgor. Algunos
de estos factores ambientales que influyen en los cambios de turgor son la humedad o la

concentracién de CO; en el aire, asi como la actividad fotosintética de las hojas.

La sequia genera en la planta la produccion de 4cido abscisico (ABA), el cual promueve
el cierre estomatico, reduciendo la pérdida de agua por esta via. Cuando las células oclusivas
perciben niveles altos de ABA, reducen su turgor y volumen mediante la salida de aniones y de
iones K*, asi como a través de la conversidn gluconeogénica de malato en almiddn,
produciendo el cierre estomatico (MacRobbie, 1998). EI ABA conduce a un aumento del Ca**
citosélico y eleva la sensibilidad hacia el mismo (Siegel y col., 2009). Como se ha mencionado
anteriormente, las proteinas CBL actian como sensores de Ca’* y cumplen funciones muy

importantes en diversos procesos dependientes del mismo (Cheong y col., 2007; Hwang y col.,
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2005; Kolukisaoglu y col., 2004; Pandey y col., 2004). Estos sensores se unen a diversas CIPKs
(Albrecht y col., 2001; Hrabak y col., 2003; Kim y col., 2000) para regular diversas rutas
metabdlicas. Asi, se ha identificado a CIPK23 como un componente mayoritario en la
regulacién de la tolerancia a sequia en Arabidopsis mediada por ABA (Cheong y col., 2007).
Esta quinasa cumple su funcién mediante la interaccion con los sensores de Ca** CBL1 y CBL9,
los cuales parecen ser los encargados de su regulacion. También se ha visto, como
mencionamos en puntos anteriores, que los complejos CBL1/CBL9-CIPK23 tienen relacion con
la absorcién de K* en la raiz, regulando el canal de K" AKT1 (Li y col., 2006; Xu y col., 2006).
Teniendo todo esto en cuenta, se podria sugerir que esta ruta CBL1/CBL9-CIPK23 regula las

respuestas tanto a sequia como a bajas concentraciones de K* en Arabidopsis. (Figura 1.14).

ABA ——>» ROS <€— BajoK*

v

Calcio

v

CDPKs CBL 1/9

| | ™

CIPK23 otras

Canales CIPKs
Anidnicos

AKT1
Apertura Tolerancia
Estomatica a bajo K*

Figura 1.14. La ruta CBL-CIPK regula tanto los movimientos estomdticos como la tolerancia a
bajas concentraciones de K'. El ABA (con la sequia como factor desencadenante) y las bajas
concentraciones de K’ podrian producir especies reactivas de oxigeno (ROS), dando lugar a fluctuaciones
en los niveles de Ca**. Este Ca** se une a las CBLs, interaccionando con CIPK23 y activando al canal AKT1
(y posiblemente a otros canales “?”) relacionados con la absorcién de K* y la requlacion del turgor de las
células. Otras CIPKs podrian estar también relacionadas con la regulacion de AKT1. La otra rama de la
sefializacién por Ca’* en las células oclusivas de la figura estd relacionada con las CDPKs, las cuales
activan canales anidnicos, inhibiendo la apertura estomdtica. Tomado de Cheong y col. 2007.
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Tanto el aumento de Ca’* citosdlico como el aumento de sensibilidad hacia el mismo
activan dos canales de aniones distintos: los canales de tipo S (de activacién lenta: slow-
activating) y de tipo R (de activacidn rapida: rapid-transient) (Hedrich y col., 1990; Schroeder y
Hagiwara, 1989; Schroeder y Keller, 1992) (Figura 1.15). Mientras que los canales tipo S
generan una salida de aniones lenta y constante, los canales tipo R se activan transitoriamente
en un margen de 50 ms (Schroeder y Keller, 1992). La activacién de estos canales en la
membrana plasmatica de las células oclusivas ha sido sefialada como un paso critico en el
mecanismo de cierre estomatico (Grabov y col., 1997; Pei y col., 1997; Schmidt y col., 1995). La
salida de aniones mediante los canales anidnicos causa una despolarizacion de la membrana,
lo que conduce a una salida de K" de las células oclusivas a través de los canales rectificadores
de la salida de K* (Hosy y col., 2003; Schroeder y col., 1984; Schroeder y col., 1987; Thiel y col.,
1992) (Figura 1.15). De todos los solutos liberados de las células oclusivas, mas del 90%
proceden de las vacuolas (MacRobbie, 1998), siendo los canales vacuolares activados por
calcio citosélico (VK) parte importante en la salida de K™ de la vacuola (Gobert y col., 2007;

Ward y Schroeder, 1994) (Figura 1.15).

La apertura estomatica requiere la activacion de las ATPasas de H' en la membrana
plasmatica de las células oclusivas (Assmann y col., 1985; Shimazaki y col., 1986) (Figura 1.15).
La hiperpolarizacién de la membrana producida por las ATPasas de H* induce la absorcién de
K" a través de los canales rectificadores de entrada de K* (Kwak y col., 2001; Lebaudy y col.,
2007; Schroeder y col., 1984; Schroeder y col., 1987). Asi, la entrada de K*, CI, NO5, y la
produccidn de malato a partir de almidén osmdticamente inactivo aumenta el turgor y el
volumen de la célula oclusiva e induce la apertura estomatica. En estas células, el K* se
acumula en las vacuolas mediante la actividad antiportadora H'/K’, mientras que los aniones
se transportan hacia las vacuolas a través tanto de canales anidnicos de baja afinidad como de
mecanismos intercambiadores H*/anién (De Angeli y col.,, 2006; Hafke y col., 2003)
(Kovermann y col., 2007; Pei y col., 1996). El ABA inhibe la apertura estomatica a través de la
reduccion de la actividad de los canales de K* y de las ATPasas de H" (Kinoshita y col., 1995;

Schroeder y Hagiwara, 1989) (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Seralizacion y regulacién de los canales iénicos en una célula oclusiva. Se
muestran las funciones de los canales iénicos de una célula oclusiva y la transduccion de sefiales
inducidas por ABA en la membrana plasmdtica y membranas vacuolares. La sefializacion durante el
cierre estomdtico se muestra en la célula oclusiva de la izquierda, mientras que los pasos mds generales
de la inhibicion por ABA de la apertura estomdtica se muestran en la célula oclusiva de la derecha.
Abreviaciones: ABA, dcido abscisico; I, corriente de ca®* hacia el interior; S-type, tipo lento; SLACI,
canal lento asociado a aniones 1; R-type, tipo rdpido; SV, vacuolar lento; VK, vacuolar selectivo de K;
TPK1, canal de K* de dos poros 1; AHA1, H'-ATPasa de Arabidopsis; OST2, estoma abierto.

Todos los mecanismos implicados en los movimientos estomaticos descritos
anteriormente forman parte de las respuestas inmediatas de la planta frente al estrés hidrico.
Junto a este tipo de respuestas a corto plazo, la planta desarrolla una serie de mecanismos de
aclimatacion y adaptacién encaminados a cumplir basicamente dos principios: reducir el gasto

de agua y mantener el abastecimiento de agua.
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1.8. Salinidad

Los efectos negativos producidos por el estrés salino en el crecimiento de los cultivos
son un problema cada vez mayor en la agricultura, particularmente en la de regadio (Shabala y
Cuin, 2008). En el afio 2008, mas de 800 millones de hectdreas de tierra en el mundo eran
salinas (FAO), lo que supone mas del 6% de la tierra total del planeta. La salinidad de muchas
de estas tierras tiene su origen en causas naturales, por la acumulacién de sales durante largos
periodos de tiempo en zonas aridas y semidridas (Munns y Tester, 2008). El agua de la Iluvia
contiene de 6 a 50 mg de NaCl por kg de agua, disminuyendo su concentracidn conforme se
aleja de la costa. Una lluvia que contenga 10 mg Kg™* de cloruro sédico depositaria 10 kg de sal
por hectarea por cada 100 mm de lluvia y por afio. A parte de la salinidad natural, una gran
parte de las tierras agricolas recientemente cultivadas se han transformado en salinas debido a
su riego, dando lugar a una acumulacién de sal en la zona ocupada por las raices (Munns y
Tester, 2008). De las 1500 millones de hectdreas de tierra dedicada a la agricultura de secano,
32 millones de hectareas (un 2%) estan afectadas por salinidad secundaria en distinto grado.
De los 230 millones de hectdareas de tierra irrigada, 45 millones (un 20%) estan afectadas por

salinidad (FAO 2008).

Los principales iones que contribuyen a la salinidad son los cloruros, los sulfatos, los
carbonatos, el sodio, el calcio y el magnesio, siendo el NaCl la sal mas abundante. La sal
disuelta en el agua del suelo produce dos efectos sobre las plantas: un efecto osmdtico y un
efecto especifico. El efecto osmético es consecuencia del bajo potencial hidrico de las
soluciones con altas concentraciones de sales, que dificulta la entrada de agua a la planta. El
efecto especifico es debido a la acumulacidn excesiva de sales en los tejidos de la planta, que
da lugar a toxicidad por las altas concentraciones de los iones, desequilibrios nutricionales y

estrés oxidativo (Figura 1.16).
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Figura 1.16. Efectos causados por la salinidad sobre las plantas.

Los mecanismos para la tolerancia al Na* durante un estrés salino son de dos tipos:
mecanismos que minimizan la entrada de iones en la planta (especies excluidoras) vy
mecanismos que disminuyen la concentracion de los mismos en el citoplasma (especies
incluidoras). Para mantener unas bajas concentraciones de Na' en el citoplasma la célula
puede disminuir su entrada, aumentar su salida o acumularlo en las vacuolas, donde el Na* es
menos toxico. Esto se consigue mediante el funcionamiento de los sistemas de transporte de

iones a través de las distintas membranas celulares (Hasegawa y col., 2000; Zhu, 2003).

Uno de los procesos fisioldgicos clave afectado por las altas concentraciones de Na® es
el mantenimiento de la homeostasis del K* tanto en la célula como en la planta completa
(Cakmak, 2005; Flowers y col., 1983; Gaxiola y col., 1992; Kader y Lindberg, 2008; Kronzucker y
col., 2006; Peng y col., 2004; Rains y Epstein, 1967; Santa-Marla y Epstein, 2001; Zhu y col.,
1998). La reduccidn en la concentracidn tisular de K" puede ser consecuencia de la inhibicién
de la absorcién del K" por el Na* (Alemén y col., 2009a; Kronzucker y col., 2006) debido a la
competicidon que existe entre el Na* y el K" en los sistemas de absorcién. También puede
deberse a una estimulacion de la salida de K en la raiz (Nieves-Cordones y col., 2010; Shabala
y col., 2006), a causa de la activacién de los canales rectificadores de salida de K, inducidos
por la fuerte despolarizaciéon de la membrana provocada por altas concentraciones de Na*

(Alemany col., 2011; Nieves-Cordones y col., 2008).
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La salinidad también interfiere en el proceso de percepcién de bajo K, y se ha
observado que las altas concentraciones de Na® inhiben la induccién de los sistemas de
absorcion de K de alta afinidad que se activan por bajas concentraciones de K* (Aleman y col.,
2009b; Nieves-Cordones y col., 2010; Nieves-Cordones y col., 2007). Ademas, la reduccion en
el K* tisular debido a la salinidad lleva a una redistribucién de este macronutriente para

mantener su concentracion en las células metabdlicamente activas.

En condiciones de salinidad, el cierre estomatico y la disminucién de la actividad
fotosintética, debidos ambos, entre otras cosas, al bajo estado nutricional de K, aumentan la
formacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la actividad de las enzimas encargadas de
neutralizar las mismas, como la superéxidodismutasa, la ascorbatoperoxidasa (asi como otras
peroxidasas) y la catalasa (Apel y Hirt, 2004; Munns y Tester, 2008). Las plantas se adaptan
cambiando la morfologia de la hoja, la composicidn de los pigmentos de los cloroplastos, y la

actividad de procesos bioquimicos que previenen el dafio oxidativo.

1.8.1. Relacidn K*/Na* como factor clave en la tolerancia

Gran parte de la toxicidad del Na* intracelular es consecuencia del desplazamiento del
K" en sus funciones de activacién de enzimas y la biosintesis proteica. Por lo tanto, es obvio
pensar que no es solo la cantidad de Na* per se, si no mas bien la proporcidn citosélica K'/Na*
la que determine las capacidades del metabolismo celular, y en dltima instancia la capacidad
de la planta para sobrevivir en ambientes salinos. De hecho, el cociente citosélico K'/Na* ha
sido nombrado repetidamente como un factor clave en la tolerancia a la salinidad (Colmer y
col., 2006; Cuin y col., 2003; Gorham vy col., 1991; Maathuis y Amtmann, 1999). Por lo tanto,
para poder mejorar la tolerancia de los cultivos a la salinidad, es importante no solo reducir la
acumulacién de Na® en los tejidos de la planta, si no aumentar también la relacién K'/Na*
(Rubio y col., 2010c; Shabala y Cuin, 2008), lo que se puede conseguir aumentando la

absorcidn de K™ en condiciones salinas.

Ademas de la selectividad K'/Na* de los transportadores, la regulacién de su actividad
también puede ser determinante. Se ha descrito que tanto la deficiencia de K* como el elevado
Na* externo pueden inducir cambios en el Ca®" celular que a su vez activan complejas redes de

42



Introduccion

sefializacion. Una de estas redes que comparten los estreses de deficiencia de K* y elevado Na*
es la de las CBLs, mencionadas anteriormente, que a su vez interaccionan con las proteinas
quinasas CIPKs. El complejo CBL1/9-CIPK23 interacciona y regula la actividad del canal AKT1
implicado en la absorcién de K* (Figura 1.17). Por otro lado, un elevado estrés salino activa los
CBL10/4 (también llamado SOS3) y éstos a su vez interaccionan con CIPK24 (también llamado
S0S2). El complejo SOS3/S0S2 o CBL4/CIPK24 fosforila a su vez al antiportador Na*/H* de la
membrana plasmética (SOS1) activando la salida de Na* de la célula (Luan y col., 2009). Es
importante mencionar que los tres Unicos genes fundamentales para tolerar la salinidad en
Arabidopsis, SOS1, SOS2 y SOS3, en un rastreo de mutantes sensibles al Na*, resultaron estar
también implicados en la nutricion de K* especialmente en condiciones de bajo K" externo (Zhu
y col., 1998). Por tanto, aunque hoy en dia se desconoce el papel de las proteinas SOS en la
nutricion de K*, cabe la posibilidad de que los sistemas de transporte de K y Na* compartan

alguno de los elementos de las cascadas de regulacién CIPK/CBL mencionadas anteriormente.

Alto Na*

[Na*]

Vacuola

Figura 1.17. Conexién entre el K', el Na* y el Ca’* en la percepcion de sefiales externas. Tanto
el elevado Na* externo como el bajo K* inducen sefiales de ca** que activan a los CBLs. Diferentes CBLs
pueden interaccionar con el mismo o con diferentes CIPKs que a su vez fosforilan y activan
transportadores de K* y Na* manteniendo la homeostasis de estos cationes bajo condiciones adversas.
Tomado de Luan 2009.
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2. OBIJETIVOS

2.1. Objetivos

Uno de los aspectos mas importantes en la agricultura es la optimizacion de la
aplicacion de fertilizantes para una correcta nutriciéon de la planta. El K* es uno de los
nutrientes mds importantes y el catién mineral mas abundante respecto al peso seco de la
planta, por lo que la nutricién de K" es un factor clave en el cultivo de cualquier planta. En
condiciones de salinidad o de riego con aguas de mala calidad, como es el caso de la Regién de
Murcia, la nutricion de K' se puede ver afectada negativamente, ya que las altas
concentraciones de Na®, asi como la presencia de otros elementos que puedan interferir
negativamente con la nutricion de K*, pueden desencadenar en procesos de toxicidad. Por ello,
es necesario conocer de una forma exhaustiva los sistemas de absorciéon de K que se
encuentran en las raices de las plantas, y caracterizarlos fisioldgica, farmacolégica vy
molecularmente. En el caso de especies de interés agrondmico existe muy poca informacion
sobre los aspectos relacionados con la absorcién de K* desde un punto de vista molecular. Sin
embargo, existen especies modelo con las que trabajar con el objetivo de una posterior
extrapolacién de los resultados a las especies cultivadas. Hasta la fecha existen descritos de
una forma mas o menos completa los dos sistemas mds importantes de absorcién de K* por
parte de la raiz en la planta modelo Arabidopsis thaliana: el transportador de K" AtHAKS y el
canal rectificador de la entrada de K" AtAKT1. Sin embargo, existen evidencias de que existen
otros sistemas que se encargan de absorber el K’ presente en el medio de crecimiento cuando
AtHAKS y AtAKT1 no estan presentes, por lo que seria muy interesante poder conocerlos y

caracterizarlos.

Otro factor muy importante a tener en cuenta en cuanto al correcto crecimiento de las
plantas en zonas aridas o semiaridas como es la Regidon de Murcia, es la resistencia de las
plantas frente al estrés hidrico. Los canales de K tienen un papel fundamental en el proceso
de apertura y cierre estomatico, al gobernar el flujo neto de entrada y salida de K*, y por lo
tanto contribuir a regular el turgor de las células oclusivas de los estomas. Seria interesante
conocer en detalle los canales que toman parte en esta regulacién, con el objetivo de mejorar

la tolerancia de las plantas frente a condiciones de sequia.
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Por lo tanto los objetivos que se han planteado en esta Tesis Doctoral han sido los

siguientes:

1. Estudio de la relevancia fisioldgica del canal AtAKT1 en la respuesta frente al estrés

hidrico en plantas de A. thaliana.

1.1.

1.2.

1.3.

Medidas de conductancia estomdtica (transpiracidon foliar) en plantas silvestres y
mutantes ataktl y atcipk23.

Medidas de contenido interno de agua en plantas silvestres y mutantes ataktl y
atcipk23.

Medidas de apertura y cierre de los estomas frente a ABA en plantas silvestres y

mutantes ataktl y atcipk23.

2. Estudio de la relevancia fisiolégica de la absorcion de K' por parte de raices de A.

thaliana, a través de sistemas distintos de AtHAK5 y AtAKT1 en el rango de

concentraciones de la baja afinidad.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Estudio farmacoldgico de la entada de K' en raices de plantas de A. thaliana
deficientes en AtHAKS y AtAKT1 en el rango de baja afinidad.

Estudio del crecimiento y la absorcién de K a largo plazo en plantas de A. thaliana
deficientes en AtHAKS5 y AtAKT1 en el rango de baja afinidad cuando crecen en
presencia de inhibidores de la absorcién de K.

Estudio del crecimiento y la absorcidn de K* a largo plazo en plantas de A. thaliana
deficientes en AtHAKS5 y AtAKT1 en el rango de baja afinidad cuando crecen en
condiciones de salinidad.

Efecto de los nucledtidos ciclicos en el crecimiento y la absorcién de K™ en plantas de
A. thaliana deficientes en AtHAKS y AtAKT1 en el rango de baja afinidad.

Estudio de la expresion génica de genes candidatos a codificar el sistema alternativo
de entrada de K en plantas de A. thaliana deficientes en AtHAKS y AtAKT1 en el

rango de baja afinidad.
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2.2. Plan de trabajo

Para la consecucion de los objetivos indicados anteriormente se llevaron a cabo una

serie de experimentos.

Para estudiar el papel que desempeiia el canal AtAKT1 de Arabidopsis thaliana en la
respuesta frente al estrés hidrico, se realizaron una serie de experimentos donde se calculé la
pérdida de agua de rosetas, el contenido de agua de la parte aérea y la raiz, la conductancia
estomatica, y los movimientos de apertura y cierre estomaticos frente a distintas
concentraciones de ABA. Se usaron los ecotipos Col-0 y Wassilewskija (WS), lineas WT, que
expresaban todos los sistemas de absorcién de K, entre los que se encuentra AtAKT1, y lineas
ataktly atcipk23-5, las cuales no expresaban el canal rectificador de la entrada de K" AtAKT1 o
la quinasa encargada de fosforilar y activar a dicho canal AtCIPK23, respectivamente. Estos

estudios se llevaron a cabo en condiciones de cultivo hidropdnico y en cultivo en suelo.

Para estudiar la relevancia fisioldgica de la absorcidn de K* por parte de raices de A.
thaliana, a través de sistemas distintos de AtHAKS y AtAKT1 en el rango de concentraciones de
la baja afinidad, se utilizaron una serie de aproximaciones fisioldgicas, farmacoldgicas y
moleculares, llevadas a cabo en experimentos a corto y a largo plazo. Se utilizaron plantas de
A. thaliana, ecotipo Col-0, lineas WT y doble mutante athak5,atakt1 (2M), que no expresaban
los sistemas de absorcién de K" AtHAK5 y AtAKT1. Se compard el crecimiento, la absorcién de
K, Ca®*, Cs* y Na*, y las concentraciones alcanzadas de todos ellos en el interior de la planta,
entre las dos lineas de plantas descritas anteriormente. Asimismo, se llevd a cabo el estudio de
la interaccion del nucledtido ciclico N 6,2°-O-Dibutiriladenosin 3’-5"-monofosfato ciclico (NC)
con estas dos mismas lineas de plantas. Por ultimo, se estudiod la expresion génica de posibles

candidatos de mediar el transporte de K* en las plantas 2M.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Material vegetal

El trabajo experimental se ha realizado con plantas de Arabidopsis thaliana, ecotipos
Columbia (Col-0) y Wassilewskija (WS). Del ecotipo Columbia, se emplearon plantas de la
variedad silvestre (Col-0), plantas homocigotas del mutante atakt1-2 (linea con una insercién
de T-DNA en el gen AtAKT1 y que no expresa el gen del canal AKT1), plantas homocigotas del
mutante atcipk23-5 (linea con una insercidon de T-DNA en el gen AtCIPK23 y que no expresa la
proteina CIPK23), y plantas homocigotas “doble mutante athak5,atakt1 (2M)”, resultantes del
cruzamiento de plantas del mutante athak5-3 (linea de insercion de T-DNA en el gen AtHAKS y
gue no expresa el gen del transportador HAK5) y del mutante atakt1-2 (linea con una insercion
de T-DNA en el gen AtAKT1 y que no expresa el gen del canal AKT1). Las semillas se obtuvieron
del “Arabidopsis Biological Research Center” en el caso de las mutantes atakt1-2 y atcipk23,
mientras que las 2M se obtuvieron en el laboratorio del Doctor Rubio. Del ecotipo WS, se
emplearon plantas de la variedad silvestre (WS) y plantas homocigotas del mutante atakt1-1
(linea con una insercion de T-DNA en el gen AtAKT1 y que no expresa el gen del canal AKT1).
Estas ultimas se obtuvieron del laboratorio del Doctor Kim, de la Universidad de California, San

Diego.

3.2. Reactivos quimicos

Se han utilizado reactivos procedentes de las firmas Merck, Panreac Quimica, Sigma
Chemicalco, FlukaBiochemika, GE LifeSciences, AppliedBiosystems, Pronadisa, Roche,

Invitrogen y Qiagen.

Para la elaboracion de la solucién hidropdnica de crecimiento se utilizaron sales

minerales de la marca Panreac, con una pureza de calidad “PA” (para analisis).
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La extraccidon del RNA de las plantas de A. thaliana se realiz6 mediante el RNeasy Plant
mini kit de Qiagen (Qiagen Science, Maryland, USA ). La posterior eliminacién del posible DNA
remanente se relalizd con el kit DNA-free™ de (Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX). La
obtencién del correspondiente cDNA a partir del RNA se realizé mediante el kit “High capacity

TM»

cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems), usando como transcriptasa inversa

“Multiscribe reverse transcriptase”, proporcionada por el propio kit.

Las reacciones de PCR semicuantitativa se llevaron a cabo con reactivos de las marcas

GE LifeSciences y Roche.

3.3. Sistemas de cultivo y condiciones de crecimiento.

Las semillas de los distintos ecotipos de A. thaliana fueron brevemente esterilizadas
superficialmente en cabina de flujo laminar (TELSTAR Mini-H) con una mezcla desinfectante de
etanol al 70%, seguido de lejia comercial al 10% y SDS al 10%, durante 15 minutos.
Posteriormente se lavaron cinco veces con agua esterilizada para eliminar la mezcla
desinfectante, quedando suspendidas en el agua usada para el quinto lavado, a 4 oC durante

72 horas y en condiciones de oscuridad para su hidratacion.

El desarrollo de las plantulas se llevd a cabo, en el caso de los experimentos realizados
en medio liquido, en cultivo hidropdnico (Gibeaut y col., 1997), en una camara de cultivo de
condiciones controladas. Una vez esterilizadas las semillas se germinaron sobre lana de roca,
material inerte que permite un facil crecimiento de la raiz a través del mismo. La lana se
inserté en microtubos de 1,5 mL y para ello se cortaron la tapa y la punta de tantos tubos
como plantas se requeria germinar, y se esterilizaron en autoclave. Estos microtubos se
insertaron en planchas de PVC, a las que previamente se habian realizado perforaciones con el
didmetro de los microtubos. A continuacidn se encajaron las planchas sobre cubetas opacas de
2,5 L que contenian la solucidn nutritiva, cuya composicién dependia del experimento a
realizar, y se indicard en cada caso. En la figura 3.1 se presenta un detalle del sistema de
cultivo. La solucién nutritiva se renovaba cada 7 dias durante las primeras 3 semanas, pasando
a renovarse 2 veces por semana a partir de la cuarta semana de crecimiento. El pH se ajustaba

a 5,5 mediante la adicién de H,SO,.

54



Materiales y Métodos

La distintas soluciones nutritivas utilizadas para el crecimiento de A. thaliana previas a
la adicién de los tratamientos son las descritas en la Tabla 3.1, variando Unicamente en la
concentracion final de K" en la solucién (0,5 mM, 1,4 mM y 10 mM), dependiendo del

experimento que se realice y que se desarrollara en las secciones siguientes.

Los experimentos en medio semisélido se llevaron a cabo en placas Petri de
dimensiones 12 cm x 12 cm, que contenian en su interior el medio de cultivo autoclavado y
solidificado con agarosa al 0,8% (p/v). Las placas se disponian en orientacion vertical, y
sellaban con esparadrapo hipoalergénico (Micropore TM), evitando asi la contaminacién del

medio y permitiendo a su vez el paso de aire.

En los experimentos llevados a cabo en suelo, las semillas se depositaron sobre 90
gramos de una mezcla homogeneizada de turba y vermiculita, en proporciones (1:1), en
macetas de plastico de dimensiones 8cm X 8cm, con una profundidad de 10cm. El conjunto de
macetas se disponen sobre una bandeja, que hace de recipiente para albergar la solucién de

riego.

Para los tres medios de crecimientos descritos, se fijé un fotoperiodo de 8 horas de luz,
con una temperatura y humedad relativa de 21,52C y 65% respectivamente. Como sistema de
iluminacidon se emplearon tubos fluorescentes (Philips TLD 36/W 83, Silvana F 36WGRO),

consiguiendo una densidad homogénea de flujo de fotones de 150 pmol m™? s™ (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Detalle de los sistemas de crecimiento de A. thaliana en cultivo hidroponico y

camara de cultivo con iluminacion y humedad controlada.

Tabla 3.1. Composicién de la disolucién nutritiva 1/5 Hoagland modificada con las distintas

concentraciones de K'.

Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
KCl 0,5/1,4/10 mM MnSO, 2uM
Ca (NO3), 1,4 mM ZnS0, 2 uM
Ca(H,P0,), 0,1 mM CuSO, 0,5 uM
MgSO, 0,35 mM (NH3)6Mo0,0,4 0,5 uM
Fe-EDDHA 20 uM H3BO; 25 uM
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3.4. Papel de AtAKT1 frente al estrés hidrico

3.4.1. Pérdida de agua en las rosetas

Se utilizaron plantas de A. thaliana, ecotipo Columbia, variedades Col-0, ataktl-2
(mutante con insercién de T-DNA en el gen ATAKT1) y atcipk23-5 (mutante con insercion de T-
DNA en el gen ATCIPK23) y plantas de A. thaliana, ecotipo WS, variedades WS vy ataktl-1

(mutante con insercion de T-DNA en el gen ATAKT1).

Estos experimentos se llevaron a cabo en la cdmara de cultivo, bajo condiciones
controladas de temperatura, luz y humedad (Figura 3.1). Consistieron en crecer las plantas
durante 60 dias en recipientes de 2,5 litros que contenian la solucidon de crecimiento 1/5
Hoagland modificada con una concentracién final de K de 1,4 mM (Tabla 3.1). Al cabo de los
60 dias de crecimiento, se cortaron las rosetas y se expusieron a desecacién, dejandolas sobre
la poyata del laboratorio con el envés de las hojas hacia arriba para facilitar la pérdida de agua
estomatica. En el punto del corte realizado para separarlas de las raices, se colocé una tira de
parafina (Parafilm ™) para asi evitar la pérdida de agua ocasionada por el corte. Las rosetas se
fueron pesando a lo largo del tiempo, anotando los diferentes pesos frescos, y calculando la

pérdida de agua como la diferencia entre cada peso y su peso inicial.

I:)I érgano I:)X érgano
Pérdida de agua = X100

IDI organo

Donde P, es el peso inicial del drgano y Py es el peso del mismo érgano en el punto del

tiempo X.
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3.4.2. Crecimiento con PEG

En este estudio se utilizaron los mismos ecotipos y lineas que los mencionados en el

punto 3.4.1.

Estos experimentos se llevaron a cabo en la cdmara de cultivo, bajo condiciones
controladas de temperatura, luz y humedad (Figura 3.1). Consistian en crecer las plantas
durante 60 dias en recipientes de 2,5 litros que contenian la solucidon de crecimiento 1/5
Hoagland modificada con una concentracién final de K" de 1,4 mM o de 10 mM de K* (Tabla
3.1). Al cabo de los 60 dias, la mitad de las plantas se pasaron a recipientes con la misma
solucion en la que habian crecido (tratamiento control), mientras que la otra mitad se pasaron
a recipientes que contenian esa misma solucion de crecimiento con poly(ethylene glycol) (PEG,
MW= 8000) (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh Munich, Germany) disuelto en ella hasta alcanzar un
Wnt =-0,6 MPa. Cuando habian transcurrido 3 horas desde que las plantas se encontraban en
estas soluciones, se procedié a medir la conductancia estomatica de las hojas intactas con un

porémetro portatil (AP4 model, Delta-T Devices, Cambridge, UK).

A las 24 horas, se procedio a lavar las raices con agua fria, separando la parte aérea de
la raiz para asi obtener los pesos frescos de cada érgano vegetal. Se introdujeron en un horno
a 652C durante una semana, y se obtuvieron los pesos secos. Para determinar las
concentraciones internas de iones en partes aéreas y raices se hizo de acuerdo a lo citado en el

punto 3.6.3

El porcentaje de contenido de agua interno se calculd con la siguiente ecuacion:

PFérgano_ Psérgano
% Contenido agua interno = X100

PFérgano

Donde PF es el peso fresco del rgano, y PS es el peso seco.

58



Materiales y Métodos

3.4.3. Ensayos de apertura estomatica

En este estudio se utilizaron los mismos ecotipos y lineas que los mencionados en el

punto 3.4.1.

Se crecieron las plantas de A. thaliana en solucién nutritiva 1/5 Hoagland modificada
con una concentracidn final de K de 10 mM (Tabla 3.1) durante 60 dias. Al cabo de este
tiempo, se realizé un peeling del envés de las hojas ayudandonos de unas pinzas, para obtener
la epidermis de las mismas. Las tiras de epidermis obtenidas se dispusieron en placas de Petri
gue contenian la solucidn de incubacion (50 mM KCl, 10 mM MES-KOH, pH 6.5, 10 uM CaCl,), y
se dejaron durante 3 horas en la cdmara de cultivo bajo condiciones de temperatura, humedad

y luz controladas.

Al cabo de las 3 horas, las tiras de epidermis se transfirieron a otras placas que
contenian la misma solucién de incubacidn, con la salvedad de que algunas de ellas contenian
acido abscisico (ABA, Sigma Aldrich) a concentraciones de 10 uM y 20 uM, mientras que otras
solo contenian la solucién de incubacion (control). EI ABA se prepard disolviéndolo a una
concentracién de 100 mM en metanol, para que asi la concentracion final del alcohol no
superara el 0,01% en la solucién final. Estas placas se dejaron durante 30 minutos en las
mismas condiciones antes mencionadas, bajo la luz, y al cabo de este tiempo se comenzd a
hacer mediciones de la apertura estomatica (tamafio del poro). Las medidas se realizaron a los
30, 60, 120 y 180 minutos desde que se afiade el ABA, con un microscopio 6ptico (Olympus

CKX41) unido a un ordenador a través de una cdmara fotografica (ALTRA 20).

Durante el tiempo transcurrido entre la primera medicion y la ultima, las tiras de
epidermis estuvieron bajo las mismas condiciones de luz que en la cdmara de cultivo, para asi

no variar las condiciones de crecimiento.

Cada experimento se realizé por triplicado, usando al menos 5 tiras de epidermis de
distintas hojas, que a su vez son de distintas plantas, para cada tratamiento. En cada punto del

tiempo, se realizan al menos 100 medidas de apertura estomatica.

La medida de la apertura del poro del estoma se realizé mediante el software Image J.
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3.4.4. Crecimiento en macetas con suelo

Este experimento se llevd a cabo con plantas de A. thaliana, ecotipo Columbia,

variedades Col-0 y atakt1-2 (mutante con insercién de T-DNA en el gen AtAKT1).

Las plantas se sembraron en macetas que contenian 90 gramos de una mezcla 1:1 de
vermiculita y turba. Estas macetas se separaron en grupos de 12, puestas en bandejas, y
regadas con 500 ml de solucién Hoagland modificada con una concentracion de K* de 10 mM
(Tabla 3.1) a la semana, durante 60 dias. Todo este proceso se llevd a cabo en la cdmara de
cultivo, bajo condiciones controladas de temperatura, luz y humedad, como indicamos en los

puntos anteriores.

Antes de detener el riego, se regaron las macetas hasta saturacion (50 ml de solucién
de riego en cada maceta), para a continuacion retirar la solucién sobrante dos veces, con una

hora de intervalo entre cada una.

Durante el periodo en el que se retird el riego, se dejaron algunas macetas sin plantas,
para asi poder calcular la evaporacién que se produce en el sustrato. El consumo de agua por
parte de las plantas se calculé como la diferencia entre la pérdida de agua de las macetas con
plantas menos la media de la pérdida de agua de las macetas sin plantas, para los periodos

indicados. Un grupo de plantas no dejé de ser regado (plantas control).

Se hicieron cosechas de plantas a los 0, 14 y 29 dias para determinar sus pesos frescos
y pesos secos tras secarlas en estufa de 652C durante una semana, y procedimos a digerirlas
con una mezcla acida de HNO3:HCIO4 (2:1, v:v), para determinar la concentracién de K* por
espectrometria de absorcidén atémica en un espectrémetro AAnalyst 400 Perkin-Elmer (Perkin-

Elmer, Waltham, MA, USA).

A los 14 dias se midié la conductancia estomatica de las hojas intactas de cada una de

nuestras variedades con un porémetro portatil (AP4 model, Delta-T Devices, Cambridge, UK).
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3.5. Estudio de los sistemas de absorcion de K* de baja afinidad.

3.5.1. Estudio farmacoldgico de la entrada de K*. Experimentos de absorcién
por desaparicién en el medio.

Se utilizaron plantas de A. thaliana, ecotipo Columbia, variedades Col-0 y 2M (doble

mutante, con inserciones de T-DNA en los genes ATHAKS y ATAKT1).

Los experimentos de absorcion de K™ por desapariciéon en el medio se realizaron en la
camara de cultivo, bajo condiciones controladas utilizando siempre el mismo sistema de
cultivo (Figura 3.1). Consistian en crecer las plantas durante 30 dias en una solucion de 1/5
Hoagland modificado con un suplemento de 10 mM de K' (Tabla 3.1), para asi evitar
diferencias en el crecimiento debidas a la ausencia de los distintos sistemas de absorcidn de K*
en las plantas 2M. A los 30 dias, tanto las plantas silvestres como las mutantes se transfirieron
a barrefios con solucion 1/5 Hoagland modificado con una concentracion final de K* de 0,5 mM
(Tabla 3.1), para que asi las plantas consumiesen el exceso de K' que almacenaban en su
interior. Se mantuvieron durante 8 dias, al cabo de los cuales se tomd un muestreo inicial M.
A continuacién, las plantas se lavaron con solucién 1/5 Hoagland fria sin K" para eliminar los
restos de cationes que pudiesen quedar en la raiz, y se introdujeron en tubos Falcon que
contenian la solucién nutritiva para determinar la absorcién de K: 11 ml de 1/5 Hoagland
modificado con una concentracién de K" de 1 mM, asi como distintos inhibidores (Tabla 3.4).
En un grupo de plantas no se adiciond ningun inhibidor, constituyendo el grupo control de la
absorcion de K'. Las plantas se mantuvieron en estas condiciones durante 72 horas, en las
cuales se afiadia agua destilada para reponer el agua perdida por evapotranspiracién, para asi
evitar la concentracion de los distintos iones que habia en la misma, manteniendo un volumen

constante de 11 ml (Figura 3.2).

Asimismo, se realizd un experimento similar en el que se estudié la absorcion de K por
parte de estas dos lineas de plantas en solucién nutritiva 1/5 de Hoagland modificada con una
concentracion final de 1 mM de K, con la presencia o no del nuceétido ciclico N 6,2°-O-

Dibutiriladenosin 3°-5"-monofosfato ciclico (NC), a concentraciones de 100 uMy 200 uM.
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Al cabo de las 72 horas con los distintos tratamientos, se determinaron las
concentraciones de K de las soluciones por espectrometria de emisién atémica usando un
espectrofotémetro Perkin- EImer modelo A Analyst 400. Se utilizaron al menos cinco plantas

por ecotipo, tratamiento y experimento.

Tabla 3.2. Concentracion de los distintos inhibidores afiadidos a la solucién utilizados para
estudiar la absorcion de K.

Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
0,5mM
5mM
1mM
NH4C| CaCIZ 10 mM
5mM
20 mM
10 mM
1mM 0,5 mM
Acido Glutamico BaCl,
5mM 1mM
10 mM
1mM
20 mM
NaCl MgCl, 5 mM
30 mM
10 mM
50 mM
0,25 mM
5mM
CsCl 0,5 mM LaCl;
10 mM
0,75 mM
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Figura 3.2. Detalle del experimento de absorcion de K* por desaparicion en el medio en tubos

Falcon bajo condiciones controladas.

Al finalizar el experimento de absorcién de K, se separé la parte aérea de la raiz de
todas las plantas, lavandose la raiz con agua destilada fria para eliminar los cationes externos.
Se secaron tanto parte aérea como raiz y se determinaron los pesos frescos. El material se secé

a continuacién en una estufa a 652 C durante 7 dias y se hallo el peso seco.

Para determinar las concentraciones internas de iones en partes aéreas y raices se hizo

un analisis mineral de los 6rganos de la planta, de acuerdo con lo expuesto en el punto 3.6.3.
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M,: PF, M;: PF, PS, AMY
PSy AM desaparidonde K*
Semillas se
germinanen
1/5 Hoagland
+10mMK 30dias 8 dias 3 dias
Plantasse Plantas se
transfierena transfierena
1/5 Hoagland 1/5 Hoagland
+05 mM K* +1mM K*
+inhibidores

Figura 3.3. Disefio experimental empleado para estudiar el efecto de distintos inhibidores en
la absorcién de K* en plantas de A. thaliana, ecotipo Columbia, variedades Col-0 y 2M. Las flechas rojas
indican los momentos en los que se cosecharon plantas para obtener pesos frescos (PF), pesos secos (PS),
andlisis mineral (AM) y desaparicién de K* de la solucion externa.

3.5.2. Estudios de crecimiento y absorcién de K" a largo plazo. Efecto del Ca**,
del Cs*, y del Na".

Con el fin de determinar el crecimiento y la absorcién de K* a largo plazo de las lineas
de A. thaliana mencionadas en el punto anterior (Col-0 y 2M), se llevaron a cabo dos
aproximaciones: una consistente en el estudio del crecimiento y la velocidad de crecimiento de
estas plantas, llevado a cabo en placas, con un medio de crecimiento semisélido, y otra
consistente en el estudio del crecimiento, la absorcién de K*, y la concentracién alcanzada en

el interior de las plantas WT y 2M llevada a cabo en cultivo hidropdnico.
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3.5.2.1. Crecimiento en placa

Estos experimentos de crecimiento en placa se realizaron en la cdmara de cultivo, bajo
condiciones controladas de temperatura, luz y humedad relativa, como se indica en el punto

3.3.1.

La germinacion y el crecimiento de las semillas esterilizadas (seglin punto 3.3.1.) de A.
thaliana se realizé en placas con solucién 1/5 Hoagland modificada con una concentracién de
K* de 10 mM (Tabla 3.1), solidificadas con agarosa (Agarose D1 Low EEO, Pronadisa) hasta
obtener una concentracion de la misma de 0,8% (p/v), para asi evitar diferencias en el

crecimiento entre las plantas silvestres y las mutantes.

Al cabo de los 7 dias creciendo en estas condiciones, se transfirieron las plantas de
porte similar, siempre en condiciones de esterilidad, a unas nuevas placas Petri de 12 cm x 12
cm, pero esta vez con un medio distinto: 1/5 Hoagland modificado con una concentracién final
de K" de 1 mM, que a su vez contenia el inhibidor de la absorcién de K* objeto de estudio,
autoclavadas y solidificadas con agarosa al 0,8% (p/v). En un grupo de plantas no se adiciond
ningun inhibidor, actuando como grupo control del crecimiento y la absorcién de K* (Figura 3.4

A).

Las placas se mantuvieron en la cdmara de cultivo durante al menos 30 dias,
orientadas verticalmente para asi poder estudiar como afectaban los distintos inhibidores
usados a la velocidad de crecimiento de la raiz a lo largo del tiempo. Este estudio se llevé a
cabo escaneando las placas periédicamente, para medir la longitud de las raices a distintos

tiempos, procesando las imagenes con el programa Image J (Figura 3.4 A).

Ademas, se realizé un experimento similar en el que las plantas de las dos variedades
crecidas durante 7 dias en placas con solucién 1/5 Hoagland modificada con una concentracion
de K* de 10 mM (Tabla 3.1), como se indica en esta pagina, se transfirieron a placas que
contenian solucion nutritiva 1/5 de Hoagland modificado con una concentracion final de K* de
1 mM, al que se le adicionaba el nucledtido ciclico N 6,2°-O-Dibutiriladenosin 3°-5"-
monofosfato ciclico (NC), a concentraciones de 100 uM y 200 uM, durante 7 dias. En un grupo
de plantas no se adiciond ningln inhibidor, actuando como grupo control del crecimiento y la

absorcion de K* (Figura 3.4 B).
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Imagen Imagen Imagen Imagen

— I 11|

Eenminan en
e () (EEEEEEEE——)
+10 mM K*

+agaosa 08% | 7 dias Al menos 30 dias
RT)

Plantas se transfierena

1/5 Hoagland + 1mM K*

+inhibidores +agamsa

8% (p/v)

B
Imagen

Semillasse
germinanen
1/5 Hoagland
+10 mM K* ;
+agarosa 0.8% 7 dias 7 dias
(p/V)

Plantas se transfierena
1/5 Hoagland + 1ImM K*
+nucleétidociclico
+agarosa 0.8% (p/v)

Figura 3.4. Disefio experimental empleado para estudiar el efecto de distintos inhibidores (A)
y del nuceétido ciclico N 6,2°-O-Dibutiriladenosin 3°-5°-monofosfato ciclico (B) en el crecimiento y la
velocidad de crecimiento de plantas de A. thaliana, ecotipo Columbia, variedades Col-0 y 2M, en
placa. Las flechas rojas indican los momentos en los que se toman imdgenes de la placa y se mide la

longitud de la raiz.

3.5.2.2. Crecimiento en solucion nutritiva

Los experimentos de crecimiento se realizaron en la cdmara de cultivo, bajo
condiciones controladas como se ha indicado anteriormente en el punto 3.3.1. Estos
experimentos consistieron en crecer las plantas durante 30 dias en una soluciéon de 1/5
Hoagland modificado con una concentracién final de K" de 10 mM (Tabla 3.1), para asi evitar

diferencias en el crecimiento debidas a la ausencia de los distintos sistemas de absorcién de K*
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en las plantas 2M. A los 30 dias, tanto las plantas silvestres como las mutantes se transferian a
barrefios con solucién 1/5 Hoagland modificado con una concentracidn final de K" de 0,5 mM
(Tabla 3.1), para que asi las plantas consumiesen el exceso de K* que almacenaban en su
interior. Se mantuvieron en ellas durante 8 dias, al cabo de los cuales se tomd un muestreo
inicial M. A continuacion, las plantas se transfirieron a barrefios que contenian 1/5 Hoagland
modificado con una concentracién de K" de 1 mM. A esta solucidn se le afiadieron los distintos
inhibidores en cada caso, manteniendo un grupo de plantas sin ningun inhibidor, actuando
como control, y se mantuvieron durante 21 dias, en los cuales se fueron tomando muestreos
de plantas cada 7 dias para poder estudiar el efecto de los inhibidores en el crecimiento de la
planta, asi como la velocidad de absorcién de K* por parte de la planta en presencia de estos
inhibidores, y las concentraciones minerales alcanzadas en el interior de las mismas. La
solucién se renovd 2 veces por semana. Se utilizaron al menos cinco plantas por ecotipo,

tratamiento y tiempo de muestreo.

Tabla 3.3. Concentracion de los distintos inhibidores utilizados para estudiar la absorcion de
K" y el crecimiento de las plantas.

Compuesto Concentraciones
15 mM
CaC|2
25 mM
0,1 mM
CsCl
0,25 mM

15 mM + 0,25 mM

CaCl, + CsCl
25mM + 0,1 mM
NaCl 20 mM
CaCl, + NaCl 15 mM + 20 mM
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Como en las aproximaciones anteriores, se realizd un estudio similar para observar el
efecto del nucleétido ciclico N 6,2°-O-Dibutiriladenosin 3°-5"-monofosfato ciclico (NC), en este
caso sobre el flujo neto de K* existente en las plantas de ambas lineas durante un periodo de
tiempo mayor. Las plantas se crecieron durante 30 dias en solucién nutritiva 1/5 Hoagland con
10 mM de K'. Posteriormente se pasaron durante 8 dias a esta misma solucidn, pero con una
concentracion de K* de 0,5 mM, y finalmente crecieron durante 7 dias en solucién nutritiva 1/5
Hoagland modificada con una concentracién de K de 1 mM, en presencia o no del NC a

concentraciones de 100 uM o 200 puM.

Al finalizar los experimentos, se separd la parte aérea de la raiz de todas las plantas,
lavandose la raiz con agua destilada fria para eliminar los cationes externos y se determinaron
los pesos frescos tanto de la parte aérea como de la raiz. El material se secé a continuacion en
una estufa a 652 C durante 7 dias y se hallé el peso seco. Para determinar las concentraciones
internas de iones en partes aéreas y raices se hizo de acuerdo a lo citado anteriormente en el

punto 3.5.1.

La absorcidn por parte de la raiz de cada catién se calculé como:

C:_Cl

R,+R,
—_—f, 1)
7 Fa )

Absorcion =

donde R es el peso seco de la raiz, C es el contenido total del cation de la planta entera

y tes el tiempo.
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Figura 3.5. Disefio experimental empleado para estudiar el efecto de distintos inhibidores (A)

y del nuceétido ciclico (B) N 6,2°-O-Dibutiriladenosin 3°-5°-monofosfato ciclico en el crecimiento, la

absorcion y la concentracién interna de K* en plantas de A. thaliana, ecotipo Columbia, variedades

Col-0 y 2M. Las flechas rojas indican los momentos en los que se cosecharon plantas para obtener pesos

frescos (PF), pesos secos (PS) y andlisis mineral (AM) de las dos variedades.
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3.6. Técnicas Analiticas

3.6.1. Estudio de la expresion genética mediante PCR semicuantitativa

Para abordar el estudio de posibles genes responsables de la absorcién de K" en
plantas que carecen de los sistemas de absorcién de K" AtAKT1 y AtHAKS, se eligid la técnica

de la PCR semicuantitativa.

Cuando las plantas objeto de estudio superaban su fase de crecimiento en 1/5 de
Hoagland modificado con una concentracién de 10 mM de K (30 dias) y la fase de crecimiento
en 1/5 de Hoagland modificado con una concentracién de 0,5 mM de K* (8 dias), la mayoria de
las plantas pasaban a soluciones con los distintos inhibidores de la absorcién de K', si bien
algunas de ellas eran congeladas a -809C. Estas plantas fueron posteriormente introducidas en
nitrégeno liquido y sometidas a una serie de técnicas generales de manipulacion de acidos
nucleicos, para poder observar la expresién de los genes de interés. El orden de estas técnicas

fue el siguiente:

3.6.1.1. Extraccion de RNA total en plantas de A. thaliana

La extraccién del RNA de las plantas de A. thaliana se realizé mediante el RNeasyPlant
mini kit de Qiagen (QiagenScience, Maryland, USA ) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se pasaron 100 mg de material vegetal en polvo previamente triturado en un mortero con
nitrégeno liquido a un microtubo de 1,5 mL con 450 pL de tampdén RLT y 4,5 uL de 2-
mercaptoetanol. Se mezclé varias veces con un agitador y se transfirié la mezcla a las columnas
suministradas por el fabricante. Tras centrifugar las columnas, se precipité el RNA que estaba
en el efluyente con alcohol etilico y se transfirieron a otras columnas. Tras sucesivas
centrifugaciones en presencia de tampones de lavado, se eluyé el RNA de la columna con agua
libre de RNAsa hasta un volumen adecuado. Posteriormente, se tratd el RNA con DNA-free™
(AppliedBiosystems/Ambion, Austin, TX) siguiendo las instrucciones del fabricante para
eliminar el DNA presente en las muestras. Seguidamente, se cargaron 2 pl de la solucién con el

RNA en un gel de agarosa (gel y cubeta previamente tratados con SDS al 10%) para comprobar
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la integridad del acido nucleico. A continuacién, se realizaron PCRs para comprobar la

completa eliminacidon de DNA.

La medida de concentracidon de RNA se realizd de dos formas: la primera consistié en
cargar 2 pL de RNA en un gel de agarosa (gel y cubeta previamente tratados con SDS al 10%),
estimando la concentracidon de RNA por comparacién con patrones de peso molecular de masa
conocida sometidos a electroforesis en el mismo gel; la segunda consistid en la técnica de

espectrometria a través de un Nanodrop 1000 Spectrophotomoter THERMO SCIENTIFIC.

3.6.1.2. Sinteis de cDNA

La primera cadena de cDNA se sintetizo a partir del RNA total extraido de las plantas.

T™M»

Para ello se utilizé el kit “High capacitycDNA reverse transcription kit (AppliedBiosystems),
partiendo de 2 pg de RNA y usando como transcriptasa inversa “Multiscribe reverse
transcriptase”, proporcionada por el propio kit. Una vez obtenida la primera cadena de cDNA,
la sintesis del cDNA de cadena doble se obtuvo mediante PCR utilizando cebadores

apropiados.

3.6.1.3. Ampilificacién por PCR de fragmentos de DNA

Para cada reaccion se utilizaron distintas cantidades de cDNA, 0,2 mM dNTP (dATP +
dCTP + dGTP + dTTP, Roche), tampdn de PCR, 1 U de Tag | DNA polimerasa (GE LifeSciences) y
dos cebadores, uno sentido y otro antisentido en un volumen de 50 pL. Las reacciones se
llevaron a cabo usando el Termociclador PTC 200 (MJ Research). En cada grupo de reacciones
se introducia un control negativo sin cDNA. Se analizaron todas las reacciones mediante
electroforesis en gel de agarosa para confirmar que se habia producido la amplificacién del
DNA y que los productos de PCR tenian el tamafio adecuado. La Tabla 3.6 muestra con detalle

las proporciones de reactivos para la PCR.
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3.6.1.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Los fragmentos de DNA obtenidos mediante PCR se analizaron en geles horizontales
de agarosa preparados con tampdn TAE (40 mM Tris/acetato, 1 mM EDTA), con 0,05 pg pL'de
bromuro de etidio para poder visualizar las bandas a la luz UV. Se utilizé agarosa a una
concentracién de 1%. La electroforesis se hizo sumergiendo el gel en el mismo tampdn que se
uso en su preparacion. A las muestras se les afiadié tampon de carga (60% glicerina, 0,25% de
azul de bromofenol, 20 MM de EDTA pH: 8, 1 mg/mL de RNAsa) antes de cargar en el gel, y se
fij6 el voltaje a 1-10 V/cm. El tamafio y cantidad de DNA de los fragmentos de interés se
estimd por comparacion con los fragmentos obtenidos por digestion con el enzima de
restriccion Hind Ill de cantidades conocidas de DNA del bacteriéfago lambda. El otro marcador
de peso molecular utilizado (para fragmentos menores) fue el Molecular WeightMarker VI de

Roche.

Tabla 3.6. Composicion detallada de la mezcla de reaccion utilizada para cada PCR.

Reactivo Concentracidn Reactivo Concentracidn
cDNA Variable Cebadores Variable
dCTC 0,2 mM MgCl2 1,5 mM
dTTP 0,2 mM KClI 50 mM
dATP 0,2 mM Taq Polimerasa 1
dGTP 0,2 mM V. Final 50

N2 ciclos Variable
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3.6.2. Estudio del potencial de membrana

Se llevé a cabo el estudio de la actividad eléctrica registrada en la membrana
plasmatica de células epidérmicas y corticales de plantas de A. thaliana, ecotipo Columbia,
variedades Col-0 y 2M (doble mutante, con inserciones de T-DNA en los genes ATHAKS vy
ATAKT1).

Las plantas se cultivaron en medio semisdlido, en placas en posicion vertical con
solucién de crecimiento 1/5 Hoagland modificada con una concentracidn final de K de 10 mM
durante 10 dias. A continuacion, las plantulas se montaron en una cdmara de perfusion
acoplada a la pletina de un microscopio. La cdmara era bafiada con una solucién tampén
control (5 mM MES-Ca pH 6.1, con una concentracién de K" de 1 uM) con una velocidad de
perfusiéon de 10 ml min™. Con la ayuda de un micromanipulador, los microelectrodos de
borosilicato eran introducidos en las primeras capas de células de la raiz hasta obtener un
potencial estable. Una vez estabilizado el registro del potencial, se procedié a cambiar la
solucion de perfusidn, variando Unicamente la concentracidn final de KCl, para poder comparar
los registros de potencial eléctrico de membrana en las plantas silvestres como en las

mutantes.

Figura 3.6. Cabina de Faraday en la que se llevaron a cabo los registros de potencial de
membrana con microelectrodos simples.
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3.6.3. Analisis del contenido mineral interno de las plantas

Al finalizar los experimentos, y en el caso que fuese necesario, se separd la parte aérea
de la raiz de las plantas, lavandose la raiz con agua destilada fria para eliminar los cationes
externos. A continuacion, tanto parte aérea como raiz se secaron en una estufa a 652 C
durante 7 dias. Tras este periodo de tiempo, se realizaron digestiones acidas con una soluciéon
HNO; -HCIO,4 (2:1). Para ello se pesaron 0,1 g de material vegetal o en su defecto, si la muestra
no llegaba a este peso, la cantidad de material vegetal total obtenida. Se adicionaron 3 ml de
la solucién de acido nitrico — acido perclérico, tapando la boca del tubo con canicas de cristal
para evitar la evaporacion del acido, dejandolas durante toda la noche a temperatura
ambiente para que comenzara a digerirse la materia organica. Seguidamente se colocaron los
tubos en un digestor a 1202C durante 3 horas, tras lo cual se subié la temperatura a 1802C
durante 2 horas. Finalmente se aumentd la temperatura a 2102C entre 4 y 6 horas hasta la
decoloracién de la muestra y volumen final inferior a 0,5 ml. Posteriormente y después de

enfriarse, se llevd con agua bidestilada hasta 25 ml.

Las concentraciones de los iones se determinaron mediante espectrometria de ICP (lris
Intrepid Il, ThermoElectronCorporation, Franklin, USA). Los datos de concentracién de iones en
los 6rganos se expresaron en miligramos de ion por gramo de peso seco del material vegetal y

se calcularon las medias y los errores estandar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Papel de AtAKT1 en la regulacion de la transpiracion

4.1.1. Pérdida de agua en rosetas cortadas

Estudios previos han demostrado que la proteinquinasa CIPK23 regula la absorcién de
K" a través de la fosforilacion de AKT1 (Li y col., 2006; Xu y col., 2006), entrando en juego el
complejo CBL1/CBL9 — CIPK23 previamente descrito en la introduccidn de esta tesis. Por otro
lado, también estda demostrado que las plantas mutantes atcipk23 muestran una transpiracién
diferente a la que experimentan las plantas silvestres de su mismo ecotipo (Cheong y col.,
2007). Bajo las condiciones de sequia usadas en el estudio que realizaron estos autores,
aproximadamente el 70% de las plantas mutantes atcipk23 sobrevivieron, mientras que las
plantas WT experimentaron una tasa de supervivencia mucho menor, de aproximadamente un
20%. Con estos resultados podian afirmar que la pérdida del gen CIPK23 incrementa la
tolerancia frente a la sequia (Cheong vy col., 2007). Teniendo en cuenta estos dos factores, se
decidié comprobar si AKT1 podria también estar relacionado en el control de la transpiracion

foliar.

Como primera aproximacion, se comprobd la pérdida de peso (principalmente debido
a la pérdida de agua) en rosetas cortadas de plantas WT y atakt1-2 del ecotipo Col-0, asi como
de plantas WT y ataktl-1 pertenecientes al ecotipo WS. Como control experimental se
utilizaron plantas mutantes atcipk23 en el ecotipo Col-0, que se obtuvieron del Arabidopsis
Biological Resource Center (ABRC), linea Salk_138057 homocigota, denominada cipk23-5 (Col-
0).

En los experimentos se observé que en las plantas del ecotipo Col-0, aquellas
pertenecientes a la linea WT perdieron aproximadamente el 50% de su peso fresco al cabo de
3 horas, mientras que las plantas de las lineas atakt1-2 y atcipk23-5 mostraron porcentajes

significativamente mas bajos de pérdida de agua durante el experimento (Figura 4.1 A).
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Algo similar ocurre en las rosetas de las plantas del ecotipo WS, donde las
correspondientes a la linea WT pierden cerca de un 40% de su peso fresco al ser cortadas de su
raiz y expuestas a desecacidn, mientras que las plantas mutantes ataktl-1 siempre
presentaron valores mds bajos de pérdida de agua que los que presentaban las plantas control

(Figura 4.1 B).
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Figura 4.1. Las rosetas escindidas de las plantas ataktl mostraron menor pérdida de agua que
las correspondientes a las plantas WT. Las plantas se crecieron durante 60 dias en cultivo hidropdnico,
para a continuacion cortarles las rosetas y depositarlas en bandejas en al laboratorio. La pérdida de peso
(principalmente agua) de las rosetas se siguio a lo largo del tiempo y se represento como el porcentaje
del peso inicial de cada roseta. Los datos correspondientes a las plantas WT (circulos), ataktl-2
(tridngulos) y atcipk23-5 (cuadrados) en Col-0 (A) y a las plantas WT (circulos), y atakt1-1 (triangulos) en
WS (B) se muestran como promedios + SE (n = 5-7). * Indica diferencias significativas en ANOVA (P< 0.05)
entre las rosetas mutantes y las WT.

4.1.2. Respuesta al estrés hidrico en plantas bajo cultivo hidropdnico

Para poder confirmar el fenotipo referente a la desecacién de las plantas ataktl, las
lineas de los dos ecotipos mencionadas en el punto anterior se sometieron a un estrés hidrico
inducido por la adicién de PEG a la solucidon de crecimiento utilizada para el cultivo

hidropdnico de las plantas.
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En experimentos preliminares en placas que contenian el medio de cultivo solidificado
con agarosa, con distintas concentraciones de PEG, se observaron respuestas muy distintas
entre las plantas WT y las plantas mutantes (Figura 4.2). En ausencia de estrés hidrico (W, =
-0,05 MPa), la longitud de las raices de ambas lineas no mostraban diferencias significativas,
mientras que al aplicar PEG la respuesta entre plantas silvestre y mutantes diferia: cuando el
potencial hidrico del medio de crecimiento disminuia hasta valores de -0,6 MPa, la longitud de
las raices de las plantas atakt1-2 era significativamente mayor que la mostrada por las plantas
WT. Los mismos resultados se obtenian cuando se aplicaba PEG hasta alcanzar un potencial
hidrico de -1,1 MPa (Figura 4.2). De estos experimentos preliminares se seleccioné el
tratamiento de PEG que daba lugar a un potencial hidrico (W) de -0,6 MPa para los estudios
posteriores, ya que aumentar la cantidad de PEG afiadido al medio de crecimiento hasta
valores de -1,1 MPa podria ser un estrés que las plantas no pudiesen soportar durante el

periodo de tiempo que durase el experimento.
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Figura 4.2. Las raices de las plantas mutantes de Arabidopsis ataktl-2 mostraron un mayor
crecimiento cuando se afiadia PEG hasta alcanzar potenciales hidricos de -0,6 MPa y -1,1 MPa. En
ausencia de estrés hidrico (¥, medio de crecimiento = -0,05MPa), no se observaron diferencias
significativas en el crecimiento de las raices de ambas lineas. Las columnas correspondientes a WT y
ataktl-2 se muestran como promedios * SE (n = 5-7). * Indica diferencias significativas en ANOVA (P<
0.01) entre las longitudes de las raices de las plantas mutantes y las de las WT.
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Para calcular la cantidad de PEG que era necesario afiadir a un volumen determinado
de solucién de crecimiento para llegar al potencial hidrico deseado, se construyd una curva
patrén que relacionaba el PEG afiadido con el potencial hidrico (W,). Mediante interpolacién
en dicha curva patrén se obtuvieron los gramos de PEG necesarios para tener un potencial

hidrico de -0,6 MPa (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Curva-patron donde relacionamos los g PEG/I con el potencial hidrico. Para un
potencial hidrico de -0,6 MPa, es necesario afiadir 168 gramos de PEG (Mw=8000) a un litro de solucion
nutritiva 1/5 Hoagland modificada con una concentracion final de K* de 1,4 mM.

Asi, las plantas se crecieron durante 60 dias bajo condiciones normales (1/5 Hoagland
modificado con una concentracion final de K* de 1,4 mM). A continuacién, la mitad de las
plantas se transferian a una solucion igual a la mencionada anteriormente, a la que ademas se
adicionaba PEG para bajar el potencial hidrico hasta -0,6 MPa. La otra mitad de las plantas se

mantuvieron en la solucién de crecimiento, sin adicionar PEG, como control experimental.

Tras 3 horas de tratamiento con estrés hidrico, se realizaron medidas de conductancia
estomatica en los dos grupos de plantas, sin causar danos fisioldgicos en las mismas. Las
plantas se mantuvieron en estas mismas condiciones durante 24 horas mds, pasando a medir

su contenido en agua.
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En ausencia de PEG, tanto las plantas WT, atakt1-2 y atcipk23-5 del ecotipo Col-0,
como WT y atakt1-1 del ecotipo WS, presentaban una conductancia estomatica muy similar,
sin observarse diferencias significativas en este parametro debido a las mutaciones (Figura
4.4). El tratamiento con PEG dio lugar a una importante reduccion en la conductancia
estomatica, que era mucho mas marcada en las plantas mutantes que en las correspondientes

WT (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Las plantas atakt1 y atcipk23-5 mostraron menor transpiracion que las plantas WT
tras un estrés hidrico inducido por PEG. Las plantas crecidas durante 60 dias en una solucion Hoagland
con una concentracion de 1,4 mM de K’ se transfirieron a barrefios con PEG (W, --0,6 MPa). Un grupo de
plantas control no se sometieron a este estrés hidrico (-PEG). La transpiracion se midid en hojas intactas
con un porémetro, 3 horas después de afiadir el PEG. Los datos de WT (barras negras), atakt1-2 (barras
grises) y atcipk23-5 (barras gris oscuro) pertenecientes al ecotipo Col-0 (A), como de WT (barras negras)
y atakt1-1 (barras grises) del ecotipo WS (B) se muestran como medias + SE (n = 5-7). Las letras indican
grupos diferentes obtenidos por el test de Tukey (P<0.05).

En cuanto al contenido de agua de todas las plantas estudiadas, tampoco se
observaron grandes diferencias entre las diferentes lineas ni en la parte aérea ni en la raiz de
las plantas crecidas bajo condiciones control. Al aplicar el estrés hidrico mediante la adicion de
PEG, se produjo una notable disminucién en el contenido de agua, tanto en la parte aérea

como en la raiz en todas las lineas estudiadas (Figura 4.5). Esta reduccién era
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significativamente menor en las partes aéreas de las plantas mutantes atakt1 y atcipk23-5 con
respecto a las plantas WT (Figura 4.5 A y C). Por otro lado, no se observaron diferencias
significativas en cuanto a una posible reduccion del contenido de agua en las raices de las

plantas WT y mutantes al aplicar el estrés hidrico (Figura 4.5 By D).
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Figura 4.5. Las plantas ataktl y atcipk23-5 mostraron un mayor contenido en agua que las
plantas WT tras un estrés hidrico inducido por PEG. Las plantas crecidas durante 60 dias en una
solucién Hoagland con una concentracién de 1,4 mM de K' se transfirieron a barrefios con PEG (¥, --0,6
MPa). Un grupo de plantas control no se sometieron a este estrés hidrico (-PEG). Tras 24 horas, se
determind el contenido de agua tanto en parte aérea (A, C) como en raiz (B, D). Los datos de WT (barras
negras), ataktl-2 (barras grises) y atcipk23-5 (barras gris oscuro) pertenecientes al ecotipo Col-0 (A, B),
como de WT (barras negras) y atakt1-1 (barras grises) del ecotipo WS (C, D) se muestran como medias +
SE (n =5-7). Las letras indican grupos diferentes obtenidos por el test de Tukey (P<0.05).
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Los experimentos descritos hasta ahora se realizaron con plantas crecidas con una
concentracion final de K en la solucién de crecimiento de 1,4 mM. Sin embargo, resultados
previos del grupo indican que a esta concentracidn externa de K, las concentraciones de K" en
las plantas de la linea ataktl son menores que en las plantas WT, y el crecimiento esta
limitado. De hecho las concentraciones de K" en las partes aéreas y las raices de las lineas
ataktl-2 y atcipk23-5 de las plantas de los experimentos citados anteriormente, eran inferiores
en comparacion con aquellas de la linea WT (Col-0), al igual que las partes aéreas de las

plantas atakt1-1 en comparacién con sus plantas WT (WS) (Tabla 4.1).

Para descartar que el fenotipo referente a la transpiracién de las plantas de la linea
ataktl se debiera a un estado de deficiencia de K" en la planta, se decidid realizar el mismo
experimento con plantas crecidas en presencia de 10 mM K', que es una concentracién a la
que no se observan diferencias de crecimiento ni de concentraciones de K* entre las plantas
WT y las mutantes ataktl. A esta concentracidon externa de K, las plantas ataktl no muestran
ninguna diferencia de fenotipo dependiente de K', asi como tampoco se observaron
diferencias significativas en cuanto a las concentraciones tisulares de K* entre las plantas

atakt1-2 y WT (Col-0) (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Concentraciones de K* en parte aérea y raiz obtenidas de plantas crecidas en cultivo
hidroponico bajo un estrés hidrico (+PEG) o en condiciones control (-PEG). Los datos corresponden a
promedios terrores estandar (n= 5-7).

K" externo Tejido Tratamiento ~ WT (Col-0) akt1-2 cipk23-5 WT (WS) akt1-1
(mM) con PEG
1,4 Parte aérea - 0,75+0,03 0,54+0,01 0,54+0,01 0,88+0,02 0,81+0,02
+ 0,71+0,01 0,49+0,01 0,57+0,01 0,89+0,03 0,83+0,02
Raiz - 1,34+0,10 0,95+0,05 1,03+0,06 1,14+0,04 0,99+0,04
+ 0,66+0,04 0,60+0,03 0,64+0,08 0,72+0,05 0,76+0,02
10 Parte aérea - 1,74+0,05 1,79+0,09
+ 1,64+0,03 1,58+0,03
Raiz - 1,92+0,07 1,96+0,09
+ 0,92+0,04 0,94+0,09
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Tras crecer las plantas durante 60 dias en condiciones estdndar, y en presencia de una
concentracidon de 10 mM K, la mitad de las plantas se transfirieron a contenedores con
solucion nutritiva mas PEG (W, = -0,6 MPa) durante 24 horas, mientras que a la otra mitad de
las plantas permanecieron en la solucidn de crecimiento sin PEG (tratamiento control). La
conductancia estomdtica se determind, como en los experimentos anteriores, a las 3 horas de
adicionar el PEG, mientras que el contenido de agua se calculd después de 24 h de

tratamiento.

Las medidas tomadas de conductancia estomadtica volvieron a mostrar diferencias
significativas entre las plantas WT y las plantas mutantes. Como en el caso de los experimentos
llevados a cabo con concentraciones de K" de 1,4 mM, en condiciones control sin estrés (sin
PEG), las plantas de las lineas atakt1 y WT mostraron valores similares de transpiracién (Figura
4.6). La exposicion a un bajo potencial hidrico (adicion de PEG) redujo la conductancia
estomatica en la dos lineas, observandose que en las lineas atakt1 de los dos ecotipos, Col-0y

WS, este parametro se vio significativamente mas disminuido que en las plantas de la linea WT

(Figura 4.6).
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Figura 4.6. Las plantas de la linea ataktl muestran una menor transpiracion que las de la
linea WT tras aplicar un estrés hidrico (PEG) de 3 horas cuando se crecen con una concentracion de K*
de 10 mM. Las plantas de 60 dias crecidas con este suplemento de K* se transfirieron a contenedores con
PEG (¥, - -0,6 MPa) como se ha descrito anteriormente en la Figura 4.4. Tras 3 horas de estrés, se
determind la conductancia estomdtica en las hojas intactas usando un porémetro portdtil, tanto en el
ecotipo Col-0 (A) como en el WS (B). Los datos de WT (barras negras) y ataktl (barras grises) se
muestran como medias + SE (n = 5-7). Las letras indican los diferentes grupos obtenidos mediante el test
de Tukey (P<0.05).
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Al final del experimento, los contenidos de agua de las plantas de las lineas ataktl y WT
en condiciones control sin estrés (-PEG) fueron similares (Figura 4.7). Por el contrario, cuando
se sometieron las plantas a este estrés (+PEG), los contenidos de agua tanto de raiz como de
parte aérea disminuyeron significativamente en ambas lineas (ataktl y WT). El contenido de
agua de la parte aérea de las plantas ataktl-2 y ataktl-1 se vio significativamente menos
afectado por el estrés hidrico que el referente a sus correspondientes plantas WT,
observandose valores mayores de contenido de agua en las plantas mutantes. En la raiz no se
observaron diferencias significativas entre las lineas WT y mutantes cuando se aplicé el estrés

hidrico (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Las plantas ataktl mostraron un mayor contenido en agua que las plantas WT tras
un estrés hidrico inducido por PEG. Las plantas crecidas durante 60 dias en una solucion Hoagland con
una concentracion de 10 mM de K se transfirieron a barrefios con PEG (W, - -0,6 MPa). Un grupo de
plantas control no se sometieron a este estrés hidrico (-PEG). Tras 24 horas, se determind el contenido de
agua tanto en parte aérea (A, C) como en raiz (B, D). Los datos de WT (barras negras) y atakt1-2 (barras
grises) pertenecientes al ecotipo Col-0 (A, B), como de WT (barras negras) y ataktl-1 (barras grises) del
ecotipo WS (C, D) se muestran como medias * SE (n = 5-7). Las letras indican grupos diferentes obtenidos
por el test de Tukey (P<0.05).
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Los cambios en el contenido de agua también se vieron reflejados en la apariencia
macroscépica de la planta. Ambas lineas crecieron de forma similar bajo condiciones control
(Figura 4.8, arriba), mientras que en presencia de PEG, las plantas WT se vieron mas afectadas

que las plantas atakt1-2, pudiéndose observar sintomas de marchitez (Figura 4.8, abajo).

WT aktl-

+PEG

Figura 4.8. Aspecto macroscopico de rosetas de plantas de las lineas WT y ataktl-2 tras
aplicar un estrés hidrico (PEG) de 24 horas cuando se crecen con una concentracion de K* de 10 mM.
Las plantas de 60 dias crecidas con este suplemento de K se transfirieron a contenedores con PEG (W, --
0,6 MPa) como se ha descrito anteriormente en la Figura 4.4. Transcurridas 24 horas, se tomaron
imdgenes de las rosetas y se muestran algunas de las mds representativas.

4.1.3. Respuesta al estrés hidrico en plantas cultivadas en suelo

Otro abordaje del estudio del efecto del estrés hidrico en plantas adultas se llevé a

cabo con plantas de las lineas WT y atakt1-2 del ecotipo Col-0 cultivadas en suelo.

Las semillas de las distintas lineas se sembraron individualmente en macetas que se
regaron durante 60 dias con 1/5 de solucion Hoagland modificada, que contenia una
concentracién final de K" de 10 mM, para asi evitar una posible deficiencia de K en la linea

ataktl-2. A continuacion se interrumpid el riego durante 29 dias a un grupo de plantas,
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mientras que otro grupo fue regado regularmente, sirviendo como control del experimento.

Durante este periodo, se realizaron los distintos andlisis fisiolégicos.

En las plantas control regadas regularmente, el crecimiento, la concentracién de K en
la parte aérea y el contenido de agua en este drgano no mostraron diferencias entre las lineas
WT vy atakt1-2 (Tabla 4.2). En las plantas control, la conductancia estomdtica tampoco mostré
diferencias significativas entre los dos grupos de plantas (Figura 4.9 A). Por el contrario,
cuando se aplico el estrés hidrico mediante la supresion del riego, las plantas pertenecientes a

la linea atakt1-2 mostraron una menor conductancia estomatica que las de la linea WT (Figura

4.9 A).

Tabla 4.2. Peso seco de la parte aérea, contenido de agua y concentracién de K' obtenidos de
plantas WT y atakt1-2 expuestas a estrés hidrico en suelo. Un grupo de plantas se mantuvo bien
regado, actuando como grupo control. Datos mostrados como medias + SE (n = 5-7).

. No regadas Regadas
Parametro Dias sin ser g g
regadas
WT akt1-2 WT akt1-2
0 0,10 0,01 0,10 + 0,03 0,10+ 0,01 0,10 + 0,03
Peso seco (g) 14 0,34 +0,04 0,31+0,05 0,38 +0,04 0,37 £0,05
29 0,29 + 0,02 0,32 0,04 0,48 + 0,06 0,46 + 0,07
Contenido d 0 89,34 + 0,48 88,63+ 0,53 89,34+0,48 88,63 +0,53
on e”'(;) €agua 14 84,47 +0,18 84,27 +0,36 89,52+0,71 88,92 +0,28
° 29 45,80 + 7,00 49,96 + 10,6 90,80+0,46 90,71 +1,12
c acitn de K 0 1,16 + 0,12 1,01+0,10 1,16 0,12 1,01+0,10
oncentracion ce 14 0,66 + 0,07 0,54 + 0,05 1,29+0,14 1,20 + 0,07
(mmol g DW™)
29 0,79+ 0,07 0,71+0,11 1,60 0,14 1,64 40,16

Se calculé también el consumo de agua en las sometidas al estrés hidrico,

observédndose unos valores mayores de consumo en las plantas WT con respecto a las atakt1-

2, tanto para los primeros 14 dias de supresién del riego (0-14 dias) como para los segundos 14

dias (14-29 dias) (Figura 4.9 B).
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Figura 4.9. Las plantas atakt1l-2 mostraron una mejor adaptacion al estrés hidrico que las
plantas WT crecidas en suelo. Las plantas se crecieron durante 60 dias en macetas con suelo, siendo
regadas regularmente con solucién Hoagland con una concentracion de K* de 10 mM. Tras regar las
macetas hasta saturacion, se detuvo el riego (t=0) durante 29 dias a un grupo de plantas (- Riego),
mientras que otro grupo continué siendo regado (+ Riego). Durante este periodo se midio la
conductancia estomdtica en hojas intactas con un porometro portdtil (A). Se determino también el
consumo de agua durante el estrés hidrico, calculdndolo como se indica en el apartado de Material y
Métodos para los periodos 0-14 y 0-29 dias (B). Los datos para las plantas WT (barras negras) y para las
ataktl-2 (barras grises) se muestran como medias * SE (n = 5-7). Las letras indican los diferentes grupos

obtenidos a partir del test de Tukey (P<0.05).

4.1.4. Respuesta de los estomas a la aplicaciéon de ABA

Para profundizar en el estudio del papel de AKT1 en la regulacidon de los movimientos
estomaticos, se estudid la respuesta a ABA de los estomas de la epidermis de hojas de las
plantas WT, atakt1-2 y atcipk23-5 del ecotipo Col-0, asi como de plantas WT y atakt1-1 del

ecotipo WS.
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Las plantas se crecieron en cultivo hidropdnico, en solucién nutritiva Hoagland
modificada con una concentracion final de K" de 10 mM, para asi evitar posibles limitaciones
en el crecimiento de las lineas mutantes por falta de K*. El experimento comenzé con una
induccion de la apertura estomatica al poner la epidermis de las hojas en una solucion que
contenia KCl a una concentracién de 50 mM, en presencia de luz. Transcurridas 3 horas, la
mitad de las muestras de epidermis se transfirieron a otras placas que contenian el mismo
medio en el que se encontraban (control), mientras que la otra mitad de las epidermis se
transfirieron al mismo medio en presencia de ABA a dos concentraciones distintas: 10 y 20 uM.
Las muestras de epidermis se mantuvieron en estas condiciones durante 3 horas adicionales,
también en presencia de luz. Durante este periodo, se observaron los estomas a distintos

tiempos mediante un microscopio éptico.

Los estomas de las plantas control (sin adicionar ABA) correspondientes al ecotipo Col-
0 mostraron una apertura estomatica similar en todas las lineas: WT, atakt1-2 y atcipk23-5
(Figura 4.10 A y B, simbolos rellenos). Cuando la epidermis era expuesta a la accidon del ABA,
los estomas reaccionaban cerrdndose en las tres lineas, siendo esta respuesta mas
pronunciada en las plantas atakt1-2 y en atcipk23-5 que en las plantas WT. Cuando se aplicé
una concentracion de 10 uM de ABA, las lineas mutantes mostraron unos valores menores de
apertura estomatica que en las plantas WT (Figura 4.10 A, simbolos sin relleno). Al aplicar una
concentracién de 20 uM de ABA, se obtuvieron resultados similares (Figura 4.10 B, simbolos
sin relleno). Cabe sefalar que al aplicar ABA a la concentracién de 10 uM, los estomas de la
linea WT se cerraban de una forma mas lenta (Figura 4.10 A, 30 y 60 minutos) que cuando se
afiadia el ABA a una concentracién de 20 uM (Figura 4.10 B). Por el contrario, los estomas de
las plantas mutantes no mostraban esta diferente velocidad de cierre en funcién de la

concentracién de ABA aplicado.

Con respecto a las plantas del ecotipo WS, la apertura estomdtica se mantuvo
constante en el tiempo en ambas lineas (tanto en WT como en ataktl-1) en condiciones
control (sin adiciéon de ABA) (Figura 4.10 C y D, simbolos rellenos). La exposicién a
concentraciones micromolares de ABA condujo a una pronunciada disminucion de la apertura
estomatica tanto en la linea WT como en la mutante (Figura 4.10 Cy D, simbolos sin relleno), si
bien se observé un mayor cierre de los estomas de la linea mutante con respecto a los de la

linea silvestre, tanto a una concentracién de 10 uM de ABA como de 20 pM.
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Figura 4.10. Los estomas de las plantas ataktl mostraron menores valores de apertura
estomdtica que las plantas WT tras su exposicion a ABA. Se aislaron epidermis de la parte abaxial de
plantas WT (circulos), ataktl-2 (trigngulos) y atcipk23-5 (cuadrados) del ecotipo Col-0 (A y B), y de
plantas WT (circulos) y atakt1-1 (triangulos) del ecotipo WS (C y D), que se transfirieron a una solucion
que contenia KCI 50 mM durante 3 horas para inducir la apertura estomdtica. A continuacion, se
transfirieron las epidermis a la misma solucion renovada en ausencia (simbolos rellenos) o en presencia
de ABA (simbolos sin relleno), a concentraciones de 10 uM (A, C) o 20 uM (B, D), durante otras 3 horas
para inducir el cierre estomdtico. Se tomaron fotografias a distintos tiempos del poro estomdtico. Cada
experimento se realizo por triplicado, usando al menos 4 tiras de epidermis de diferentes hojas y plantas
y realizando al menos 100 medidas por tratamiento, tiempo y linea. Se muestran las medias de esas
medidas y sus errores estdndar. Las letras indican los diferentes grupos obtenidos al realizar un test de

Tukey (P<0.05).
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4.1.5. Discusidn

El primer sistema de transporte de K" descrito en plantas fue el canal de entrada de K*
AKT1 de Arabidopsis (Sentenac y col., 1992). La mayor parte de las investigaciones sobre la
funcion de este canal se han centrado en demostrar su papel en la nutricidn de K* de la plantas
ya que AKT1 constituye una via muy importante de absorcién de K* en la raiz (Aleman y col.,
2011; Gierth y col., 2005; Hirsch y col., 1998; Rubio y col., 2010a; Rubio y col., 2008; Spalding y
col., 1999). Tradicionalmente siempre se ha pensado que este canal estda implicado en la
absorcion de K" en el rango de la baja afinidad, pero una serie de estudios realizados
recientemente han indicado su papel en la absorcién de K* en el rango de la alta afinidad junto
con el transportador de K" HAKS. La entrada de K a través de AKT1 estd modulada por un
complejo CBL-CIPK (Xu y col.,, 2006) regulado por calcio, siendo CIPK23, CBL1 y CBL9 las
proteinas que lo constituyen. Se ha postulado que en situaciones de bajo K* se producen
sefiales de calcio en el citosol que son registradas por los sensores de Ca®* CBL1 y CBL9, dando
lugar a la activacién de la proteina quinasa CIPK23. Esta fosforila a AKT1 e incrementa la
absorcion de K* a través de este canal (Cheong y col., 2007; Li y col., 2006; Luan y col., 2009).
Otro punto de regulacion de AKT1 tiene lugar a través de la interaccién con la subunidad
reguladora AtKC1, cuyo gen esta altamente expresado en raiz (Reintanz y col., 2002) y cuya
expresién se ve aumentada por el ayuno de K* (Shin y Schachtman, 2004). Se ha observado
gue cuando AtKC1 se coexpresa junto a AtAKT1 en protoplastos de mesdfilo de tabaco, se
produce un cambio en el potencial de activacién hacia valores mas negativos (Duby y col.,
2008), e impide que AKT1 medie en la salida de K'(Geiger y col., 2009). Por otra parte, la
sintaxina SYP121 forma un complejo terciario junto con AKT1 y AtKC1, probablemente
favoreciendo la union de AtKC1 con el canal (Honsbein y col., 2009). Por ultimo, encontramos
otro elemento regulador en todo este sistema de activacién-desactivacion del canal AKT1: la
fosfatasa AIP1, encargada de desfosforilar el canal, y por lo tanto reducir su actividad. Estos
complejos son clave en la absorcién de K* a través de AKT1, ya que, por ejemplo, las plantas
mutantes atcipk23 o atcbl1/atchl9 estan afectadas en la absorcidon de K* en la raiz y resultan

ser fenocopias de las plantas mutantes atakt1 (Xu y col., 2006).
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Ademas del fenotipo de adquisicion de K™ a través de la raiz, se ha demostrado que las
plantas mutantes atcipk23 y atcbl1/atcbl9 son también mas resistentes frente al estrés hidrico
(Cheong y col., 2007). Esto es debido al hecho de que sus estomas muestran una
hipersensibilidad frente al ABA, exhibiendo cierres estomdticos mas acusados en presencia de

ABA exdgeno, resultando en plantas con una menor transpiracion y mas tolerantes a la sequia.

En el trabajo de Cheong y colaboradores en 2007 se presenta un posible esquema para
explicar el fenotipo de tolerancia a sequia de los mutantes atcipk23 y atcbl1/atcbl9 (Figura
1.14). Segun estos autores, la produccidn de ABA en las plantas sometidas a estrés hidrico
desencadena una serie de reacciones a través de distintas especies reactivas de oxigeno, como
H,0,, que conducen a un aumento del Ca* citosdlico. Las proteinas CBL1 y CBL9 detectarian
estos cambios de Ca*', uniéndose a la quinasa CIPK23. La quinasa daria lugar a la activacién de
alguna via que resultaria en el cierre estomatico. La diana de esta quinasa en los estomas se
desconoce. Debido a que Xu y colaboradores en 2006 (Xu y col., 2006) demostraron que
CIPK23 activa AKT1 en la raiz, modulando la entrada de K' en la planta, Cheong vy
colaboradores (2007) proponen en su esquema que en los estomas, CIPK23 también
fosforilaria y activaria AKT1, dando lugar el cierre estomatico. Otra posibilidad seria que
CIPK23 condujera al cierre estomatico a través la activacion de una diana distinta de AKT1. Por
otra parte, Cheong y colaboradores en 2007 también proponen la interaccién de CBL1/CBL9
con otras CIPKs no identificadas que a su vez regularan AKT1. En definitiva, todos estos
trabajos proponen que el canal AKT1 podria estar implicado en la regulacién de la apertura
estomatica y la transpiracion de la planta. Esto seria posible, ya que se ha demostrado que el
gen que codifica AKT1 se expresa en las células oclusivas de los estomas (Szyroki y col., 2001).
Sin embargo su funcidn en los movimientos estomaticos no esta demostrada. En esta Tesis se
obtienen evidencias de que AKT1 juega un papel importante en los movimientos estomaticos,
en la transpiracion y en las respuestas frente al estrés hidrico. También se muestra como el
funcionamiento de AKT1 en la transpiracién esta regulado probablemente a través de la
interaccion con CIPK23, debido al hecho de que las plantas mutantes atcipk23-5 y ataktl
muestran el mismo fenotipo, segun el cual las plantas atakt1-2 y atcipk23-5 muestran una
mayor tolerancia al estrés hidrico que las plantas silvestres Col-0. Un segundo alelo de atakt1,

ataktl-1, perteneciente al ecotipo WS, confirma estos resultados.
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En un primer grupo de experimentos con rosetas escindidas, se observd que las
plantas mutantes exhibieron una pérdida de agua significativamente menor que las plantas
WT (Figura 4.1). El comportamiento de las plantas atcipk23-5 observado es comparable con lo
que ya habia descrito anteriormente (Cheong y col., 2007), y las plantas mutantes ataktl,

tanto del ecotipo Col-0 como del WS, muestran el mismo fenotipo que las plantas atcipk23-5.

En experimentos desarrollados en presencia de PEG, que simula un estrés hidrico al
disminuir el potencial hidrico de la solucion, las partes aéreas de las plantas mutantes ataktl y
atcipk23-5 mostraron unos mayores contenidos de agua y una menor conductancia estomatica
que las plantas WT, tanto en el ecotipo Col-0 como en el WS (Figuras 4.4 y 4.5). Al contrario
gue en el caso anterior, esta aproximacion permitia estudiar la respuesta de la planta entera.
El analisis mineral de las plantas mostré que las plantas mutantes tenian una concentracion de
K" més bajas que las plantas WT (Tabla 4.1). Esto puede ser debido a que a la concentracion de
K" utilizada para crecer las plantas (1,4 mM), la absorcion de éste en las lineas mutantes se
encuentra reducida, debido a la ausencia del canal AKT1 y a que otros posibles sistemas de
absorcion de K* no son capaces de compensar la ausencia de ese canal (Rubio y col., 2010a;
Rubio y col., 2008). Algunos estudios han mostrado que la transpiracién en la planta puede
verse afectada por el estatus de K" de la misma (Benlloch-Gonzalez y col., 2008; Harvey y van
den Driessche, 1999; Kanai y col., 2011). Por ello, para poder descartar que los fenotipos de
transpiracion observados en las plantas mutantes fueran debidos a una nutricidon deficiente de
K* en las mismas, se realizaron una serie de experimentos nuevos. Estos seguian la misma linea
que los realizados anteriormente, pero las plantas crecieron en una solucién que contenia una
concentracidon de K" de 10 mM, para evitar deficiencias de K" en las plantas mutantes. En
trabajos anteriores se ha mostrado que la linea ataktl no muestra diferencias en la
concentracion de K* con las plantas WT cuando se crecen en presencia de 10 mM K" (Nieves-
Cordones y col., 2010), y en esta Tesis se han corroborado esos resultados (Tabla 4.1). Al igual
que ocurria en los experimentos realizados con plantas crecidas con concentraciones de K" de
1,4 mM, el estrés hidrico producido por la adicion de PEG a plantas crecidas con una
concentracion de K" de 10 mM condujo a un mayor contenido de agua en la parte aérea y una
menor conductancia estomdtica en las plantas mutantes que en las plantas WT (Figura 4.6 y
4.7). Ademas, las concentraciones de K* obtenidas por el andlisis mineral tanto en las plantas

de la linea silvestre como en las de la mutante fueron bastante similares (Tabla 4.1),

93



Resultados y Discusién

descartando asi el posible efecto de las distintas concentraciones de K* en las distintas

respuestas frente al estrés hidrico.

Este estrés hidrico también fue estudiado en plantas crecidas en suelo durante
periodos de tiempo prolongados, para poder determinar si los fenotipos observados
anteriormente eran resultado de una respuesta de la planta frente a un estrés hidrico puntual,
gue no se alargaba en el tiempo. En esta aproximacion se observé un menor consumo de agua
asi como una menor conductancia estomatica por parte de las plantas ataktl crecidas en
macetas no irrigadas con respecto a las plantas WT (Figura 4.9). Estos resultados confirman el
fenotipo de baja transpiracion mostrado por las plantas atakt1, incluso en periodos de tiempo
mas prolongados. Llamé la atencidon el no observar diferencias significativas en el peso de las
plantas, contenido de agua o concentraciones de K" en el interior de la planta cuando se
compararon estos parametros en las plantas mutantes y las WT (Tabla 4.2). Esto indicaba que,
aunque la linea mutante ataktl exhibiese un menor consumo de agua y una menor
conductancia estomadtica, estas diferencias no eran lo suficientemente importantes en estas

condiciones para producir cambios en, por ejemplo, su contenido de agua.

Finalmente, se pudo observar como los estomas de las plantas mutantes ataktl y
atcipk23-5 mostraban una mayor respuesta cuando se aplicaba ABA de forma exdgena en
comparacion con la respuesta de los estomas de las plantas WT. La aplicacién de esta hormona
producia un mayor cierre estomatico en las plantas de las dos lineas mutantes que el que
producia en las plantas silvestres, tanto en el ecotipo Col-0 como en el WS, siendo la respuesta
mostrada por atcipk23-5 (Figura 4.10) concordante con la encontrada en estudios previos
(Cheong y col., 2007). La menor apertura estomatica de las lineas mutantes al adicionar ABA
(Figura 4.10) puede explicar la menor transpiracién registrada en condiciones de estrés hidrico
(Figuras 4.4, 4.6 y 4.9), que a su vez podemos relacionar con los mayores contenidos de agua
que se registraron en estas lineas de plantas mutantes (Figuras 4.5 y 4.7), asi como con su
menor consumo de agua (Figura 4.9).Los resultados mostrados en esta Tesis muestran que la
ausencia de AKT1 no afecta al proceso de apertura del estoma (Figura 4.10), que esta
gobernado por canales rectificadores de la entrada de K' (Lebaudy y col.,, 2008), o a la
transpiracion experimentada por todas las plantas cuando éstas se encontraban bajo
condiciones control, pudiendo observarse el fenotipo de apertura estomatica Unicamente en

condiciones de estrés hidrico. Esta ausencia de fenotipo en condiciones control también se
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aprecia en las plantas atcipk23 (Cheong y col., 2007). El comportamiento paralelo de las
plantas mutantes ataktl y atcipk23-5 observado a través del presente estudio sugiere de una
forma bastante convincente que la ruta de sefializacion CBL1/CBL9-CIPK23 descrita en las
células oclusivas por Cheong y colaboradores en 2007 actta sobre AKT1 en dichas células para
regular la transpiracion foliar. Los resultados muestran que las plantas atcipk23-5 son una
fenocopia de las plantas ataktl y apuntan a una funcion primordial de CIPK23 en la regulacion
de la actividad de AKT1 en las células oclusivas, ademas de la que se ha descrito en la

regulacién de AKT1 para la absorcidn de K* a través de en la raiz (Xu y col., 2006).

El mecanismo por el cual el canal AKT1, regulado por la ruta CBL1/9-CIPK23, participa
en la adaptacién frente al estrés hidrico en las células oclusivas a través del cierre estomatico
inducido por el ABA no esta del todo claro. En Arabidopsis, la familia de canales de K* Shaker
comprende nueve miembros, de los cuales seis se expresan en las células oclusivas. Solo uno
de ellos, GORK, codifica un canal rectificador de la salida de K*, mientras que cinco genes
(KAT1, KAT2, AKT1, AKT2 y AtKC1) codifican canales rectificadores de la entrada de K" en este
tipo de células (Lebaudy y col., 2010). Esta diferencia en el nimero de canales encargados de
la entrada de K" con respecto a los encargados de la salida podria significar que asegurar una
rapida y selectiva entrada de K' mediante la hiperpolarizaciéon de la membrana es mas
importante para la fisiologia de los estomas y/o més complejo de conseguir que la salida de K*
de estas a través de la despolarizaciéon de la membrana (Lebaudy y col., 2008). De los canales
rectificadores de la entrada de K* presentes en las células oclusivas, KAT1 y KAT2 se expresan
en mayor medida que AKT1, AKT2 y AtKC1, que se expresan a niveles menores, indicando una
posible mayor relevancia de los dos primeros en estas células (Lebaudy y col., 2010). Por otro
lado, no se ha detectado mRNA para los tres miembros restantes de la familia Shaker, AKT5,

AKT6 y SKOR (Szyroki y col., 2001).

Diversos trabajos han profundizado en el estudio de la relevancia de los canales de
entrada de K' descritos anteriormente en el proceso de apertura estomatica. Por ejemplo,
Szyroki y colaboradores en 2001, (Szyroki y col., 2001), obtuvieron una linea mutante knockout
del gen KAT1 en la cual no identificaron ninguna variacion en la absorcién de K en las células
oclusivas de las plantas de esta linea mutante, asi como tampoco en el proceso de apertura
estomatica inducida por luz, ni en la capacidad fotosintética de las células oclusivas entre los

cloroplastos de las plantas WT y los correspondientes a las plantas de la linea que no
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expresaba el gen KAT1, cuando realizaron medidas de fluorescencia de clorofilas. Estos datos
sugieren que los otros sistemas que median corrientes de entrada de K en las células oclusivas
suplen de manera correcta el déficit en alguno de ellos. Asimismo, Lebaudy y colaboradores en
2008 (Lebaudy y col., 2008), realizaron estudios muy similares a los llevados a cabo por Szyroki
previamente, obteniendo una linea mutante knockout en el gen encargado de codificar KAT2.
Al perder esta actividad, las plantas mutantes muestran una reduccién del 60 % de la entrada
de K' en las células oclusivas. Sin embargo, esto no era suficiente para que la planta mostrara
diferencias en la apertura estomatica ni en la transpiracion. Para poder observar un fenotipo
de apertura estomatica y transpiracién fue necesario generar una planta que sobre expresara
una version de KAT2 con un poro no funcional (domneg) sobre la linea kat2. Esta linea kat2-
domneg mostraba una ausencia total de entrada de K" en la célula guarda, una menor apertura

estomatica en respuesta a luz y una menor transpiracion.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos sobre la funcién de los miembros
de la familia Shaker en las células oclusivas, se podria decir que la actividad que desarrollan es
la manera mas rapida de convertir la hiperpolarizacién de la membrana en apertura
estomatica. Al conseguir que la hiperpolarizacién de la membrana de las células oclusivas
desencadene rapidamente la apertura estomdtica a través de la actividad de los canales
rectificadores de la entrada de K*, se mejora la reaccién frente a cambios de las condiciones
internas y medioambientales (disponibilidad de CO,, luz, demanda de evaporacion, etc.). Esta
actividad de los canales rectificadores de la entrada de K* también permite que la apertura
estomatica sea independiente de los periodos de iluminacién y fotosintéticos anteriores,
probablemente debido a que la acumulacién de K" es menos costosa, desde un punto de vista

energético, y mas facil de conseguir, que la acumulacidn de solutos orgdnicos

En el proceso de cierre estomatico, los canales de salida de K' juegan un papel
fundamental. El Unico canal de salida de K* descrito en las células oclusivas es GORK. Las lineas
mutantes deficientes en GORK no muestran salida de K*, muestran un menor cierre estomatico
en respuesta a oscuridad o ABA y una menor transpiracion (Hosy y col., 2003). Estos resultados
muestran que el proceso de salida de K* de la célula oclusiva estd Unicamente mediado por
GORK y ningun otro sistema puede compensar su ausencia. Esto no ocurre, como se ha

mencionado anteriormente, en el caso de la entrada de K* en la célula oclusiva, que puede
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estar mediada por varios canales. En este caso, cuando se anula la funcidon de uno de ellos, el

resto puede suplir su falta.

Los canales de entrada y salida de K' de la célula oclusiva dan lugar a flujos
unidireccionales de entrada y salida, ya que son canales rectificadores, pero en conjunto
determinan un flujo neto de K" en la célula oclusiva. En ultima instancia, la apertura o el cierre
estomatico se produce, entre otros factores, por la entrada o la salida neta de K’
respectivamente (Pandey y col., 2007a). En esta Tesis Doctoral se muestra que la ausencia de
actividad de un solo miembro de los canales de entrada de K* Shaker, AKT1, ya sea debido a
una mutacién en el genoma que inhibe la expresion del canal (linea atakt1) o en una quinasa
gue aumenta su actividad (linea atcipk23), conduce a una mejora en el cierre estomatico en
respuesta a ABA y a una menor transpiracién. Hay que tener en cuenta que los canales
funcionales estan formados por cuatro subunidades, y en muchos casos son heterotetrameros.
Anteriormente se ha mencionado que los canales rectificadores de la entrada de K" mas
importantes en las células oclusivas corresponden con KAT1 y KAT2, y estudios recientes han
demostrado que la heteromerizacién entre estos dos canales regula preferentemente la
entrada rectificada de K* en las células oclusivas (Lebaudy y col., 2010). La pérdida de funcién
de AKT1 podria implicar que en los canales en los que al menos una de las cuatro subunidades
que lo forman fuese AKT1, se podria producir una pérdida de funciéon parcial o total del canal,

disminuyendo la entrada de K en la célula oclusiva.

La pregunta que surge es cdmo la ausencia de un canal de entrada de K* repercute en
el proceso del cierre estomatico, aumentandolo y dando lugar a una menor transpiracion. La
explicacién podria estar en que la disminucién de la entrada de K" en la célula oclusiva en las
lineas deficientes en AKT1, daria como resultado un mayor flujo neto de salida de K" en el
proceso de cierre estomatico, produciendo los fenotipos observados (Figura 5.1). En relacién
con esto se ha descrito que las corrientes rectificadas de entrada de K*, como las mediadas por
AKT1, se ven disminuidas tras la exposicién a ABA en las células oclusivas, promoviendo el
cierre estomatico (Blatt, 1990; Leyman y col.,, 1999). Se piensa que esta disminucidon no es
esencial en el proceso de cierre de los estomas, pero si que podria acelerar esta respuesta
(MacRobbie, 1998), lo que estd de acuerdo con los resultados obtenidos en esta Tesis

Doctoral. Al igual que ocurre en otros trabajos, la inactivacion de un solo canal, como KAT1 o
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KAT2, no produce ningun efecto en el proceso de apertura estomatica, como aqui se muestra

para AKT1.

En conclusion, mediante el empleo de mutantes que carecen de actividad del sistema
de entrada rectificada de K" AtAKT1, se ha podido estudiar el rol general de este sistema en la
adaptacion de las plantas frente al estrés hidrico, y predecir que su actividad, regulada por
CBL1/9-CIPK23, es contraria a las otras respuestas que tienen lugar durante un estrés hidrico,
ya que las plantas ataktl siempre mostraron una mejor respuesta, como por ejemplo una
menor conductancia estomatica, que las plantas WT. Los datos presentados ofrecen nuevos
puntos de vista de la adaptacidn de la planta frente a la sequia. La regulacidn de la entrada de
K" mediada por AtAKT1 ha pasado a ser crucial en este proceso. Estudios posteriores que
continden con esta linea de estudio contribuiran a profundizar en nuestro conocimiento sobre
este tema, centrando la investigacion en obtener plantas mejor adaptadas a las condiciones de
sequia. Por ejemplo, se podria modular la funcionalidad de AtAKT1 para reducirla en
condiciones de sequia, dando lugar a una disminucion de la transpiracion y un ahorro de agua.
Seria necesario por otra parte, que la funcionalidad de AtAKT1 en la raiz no se viera afectada,

para asegurar el suministro de K" a la planta desde la solucién del suelo.

KAT1 KAT1
KAT2 KAT2
AKT2/3 AKT2/3
AtkC1 Atkc1
AKT1 AKT1
K* K*
WT akt1-1

Esquema del flujo neto de salida de K* en el proceso de cierre estomdtico en una célula oclusiva de una
planta WT y de una planta ataktl-1. En WT, el flujo neto de salida de K* en el proceso de cierre
estomdtico es menor que en atakt1-1, por el déficit en este ultimo de uno de los canales rectificadores de
la entrada de K.
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4.2. Entradade K* de baja afinidad en plantas athak5,atakt1 (2M)

4.2.1. Estudio farmacolégico de la entrada de K*

En este estudio se usaron varios inhibidores de la absorciéon de K' para poder
caracterizar los sistemas de entrada de K" en linea doble mutante athak5,ataktl (2M), en

comparacion con la linea silvestre (WT).

Las plantas crecieron en cultivo hidropénico durante 30 dias en la solucién de cultivo
1/5 de Hoagland modificada con una concentracién final de K de 10 mM, para evitar asi
diferencias en el crecimiento y las concentraciones internas de K* entre ambas lineas (Tabla
4.3). A continuacioén las plantas se transfirieron a la misma solucidn nutritiva, en presencia de
una concentracion final de K* de 0,5 mM, para que asi la concentracion interna de éste
disminuyera y reducir la salida de K al medio externo durante los experimentos en los que se
determina la absorcién de K" a partir de la desaparicién del K" de la solucién externa. Las
plantas se mantuvieron en estas condiciones durante 8 dias y a continuacién se transfirieron a
soluciones 1/5 de Hoagland modificada con concentraciones finales de K* de 1 mM, a las
cuales se afiadieron los distintos inhibidores de la absorcién de K*. Se mantuvieron en estas
condiciones durante 3 dias, tras los cuales se tomaron muestras de la solucién externa para
determinar la concentracién final de K* y calcular la diferencia entre su concentracion final e
inicial, resultando el flujo neto de K. El flujo neto de K en presencia de los inhibidores se
indica referida a las condiciones control, es decir, frente a las condiciones donde no hay ningun

tipo de inhibidor, que corresponderan al 100%.

Tabla 4.3. Concentracion de K* en la planta completa tras los distintos periodos de
crecimiento de las plantas a lo largo de los experimentos de absorcién de K. Los resultados son medias
de mds de 20 repeticiones + error estdndar.

[K'] (mg g"DW)
Tras 30 dias en 10mM K*

[K'] (mg g'DW)
Tras 8 dias en 0,5mM K"

[K'T (mg g DW)
Tras 3 dias en ImM K*

WT

93,4+0,4

36,6+0,4

34,2+0,9

M

95,9+0,1

28,6+1,2

25,5+0,9
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En primer lugar se determinaron las concentraciones internas de K" de las plantas
sometidas a los tratamientos descritos en el parrafo anterior (Tabla 4.3). La concentracion de
K" en la planta tras el periodo de crecimiento de 30 dias en una solucién de crecimiento con
una concentracion final de K* de 10 mM no muestra diferencias entre las plantas
correspondientes a las lineas WT y 2M, confirmando los anteriores resultados obtenidos por el
grupo. Tras este periodo de crecimiento, las plantas se pasaron a un medio con una
concentracion de K de 0,5 mM durante 8 dias, disminuyendo bastante la concentracidn
interna de K* en ambas lineas, si bien ya comienzan a verse diferencias entre ellas, acusando
mas la bajada las plantas de la linea 2M (Tabla 4.3). Por ultimo, tras crecer 3 dias en una
solucién con una concentracion de 1 mM de K, la concentracidn interna de éste cation
disminuyd ligeramente. La concentracion interna de K' alcanzada por las plantas crecidas
durante estos 3 ultimos dias de exposicion a 1 mM K* en presencia de inhibidores no fue nunca
significativamente distinta a la alcanzada por las plantas crecidas sin inhibidores de su misma

linea, que son las mostradas en la tabla 4.3.

En lo referente al flujo neto de K', se pudo observar que en algunos casos los
inhibidores afectaban de forma diferente dicho flujo en las plantas silvestres WT y las doble
mutantes (2M). Asi, se considerd dividir los inhibidores en tres grupos: (i) aquellos que no
daban lugar a diferencias significativas en el patrén de flujo neto de K* entre las plantas WT y
2M, (i) los que inhibian en mayor medida el flujo neto de K* en las plantas WT que en las
plantas 2M, vy (iii) aquellos que producian una mayor inhibicién en el flujo neto de K" en las

plantas 2M que en las plantas WT.

En el primer grupo de inhibidores (inhibian de igual forma ambas lineas) encontramos
el id6n amonio (NH,") y el dcido L-glutdmico. En cuanto al NH,", se observé que al aumentar la
concentraciéon del mismo aumentaba la inhibicién de la entrada neta de K, llegando a
reducirse al 6% y al 14% en las lineas WT y 2M respectivamente con respecto a la absorcién de
K" de las plantas control cuando la concentracién de NH," aplicada era de 5 mM. Al aplicar una
concentraciéon de 10 mM del NH,", se observé como el flujo neto de K* pasa a ser negativo,

indicando salida neta de K* de la planta tanto en WT como en 2M (Figura 4.11).

Con respecto al patrén del flujo neto de K" cuando el inhibidor afiadido era el &cido L-

glutdmico, se observé que al aplicar una concentracién del mismo de 1 mM, el flujo neto de K*
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no se afectaba. Al aumentar la concentracién del inhibidor a 5 mM, el flujo neto de K*
disminuia hasta valores donde el flujo de entrada y de salida del catién en la planta se iguala,

pasando el flujo neto a ser nulo. (Figura 4.11).

100 A I I

50

Absorcion K* (% respecto al control)

-50 4

[NH,T (mM) [Glut] (MM)

Figura 4.11. Efecto del NH," y del Acido L-Glutdmico en la absorcién de K" en WT y 2M Las
plantas WT (barras negras) y 2M (barras grises) se crecieron en cultivo hidropénico con 10 mM de K*
durante 30 dias. A continuacion fueron transferidas a 0,5 mM de K durante 8 dias y por ultimo a 1 mM
de K’, en presencia o no de NH, o dcido glutdmico a las concentraciones indicadas. Se tomaron
muestras de la solucién de crecimiento a los 3 dias para determinar su concentracion de K. La absorcién
de K* se calculé como el K retirado por la planta de la solucién por unidad de tiempo y unidad de peso
seco de raiz. Los valores tomados en ausencia de inhibidores se tomaron como 100%, y los valores en
presencia de los distintos inhibidores se refirieron a ellos. Los resultados son medias de al menos 5
repeticiones + error estandar. Se aplicaron modelos estadisticos para estudiar diferencias significativas
entre WT y 2M (Test de Tukey).

En el segundo grupo de inhibidores se encuentran aquellos que inhiben mas la entrada

neta de K* en las plantas WT que en las plantas 2M.

El primero de ellos es el Na*. Se observa como la entrada neta de K* por parte de
ambas lineas disminuyd progresivamente a medida que aumentaba la concentracién de Na* en
la solucién externa, si bien siempre la entrada neta resulté menor en las plantas silvestres que

en las mutantes. Cuando aplicamos una concentracién de Na* de 50 mM a la solucién externa,
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el flujo neto de K" se ve reducido a valores relativos de un 14% y un 38% (WT y 2M

respectivamente) con respecto a la absorcion de las plantas control (Figura 4.12).

El otro inhibidor que inhibe mas la entrada neta de K* en las plantas WT que en las 2M
es el Cs". La presencia de una concentracién de Cs* de 0,25 mM inhibid la entrada neta de K*
hasta un 29% del control en WT, mientras que en 2M lo hacia hasta un 68%. Cuando se
aumentaba la concentracion del inhibidor hasta valores de 0,5 mM y 0,75 mM, el flujo neto de
K" en las raices de las plantas WT pasaba a ser negativo (salida neta de K'). Sin embargo en las
plantas 2M, aunque estas concentraciones de Cs* aumentaban la inhibicidon de la entrada neta
de K*, no daban lugar a valores negativos en el flujo neto y aiin podia observarse entrada neta

de K* (alrededor de un 50% da la absorcidn de K* de las plantas control ambas) (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Efecto del Na* y del Cs* en la absorcion de K* en WT y 2M. Las plantas WT (barras
negras) y 2M (barras grises) se crecieron en cultivo hidropénico con 10 mM de K* durante 30 dias. A
continuacién fueron transferidas a 0,5 mM de K* durante 8 dias y por tltimo a 1 mM de K*, en presencia
o no de Na* o de Cs* a las concentraciones indicadas. Se tomaron muestras de la solucion de crecimiento
a los 3 dias para determinar su concentracién de K*. La absorcién de K* se calculé como el K retirado por
la planta de la solucion por unidad de tiempo y unidad de peso seco de raiz. Los valores tomados en
ausencia de inhibidores se tomaron como el 100%, y los valores en presencia de los distintos inhibidores
se refirieron a ellos. Los resultados son medias de al menos, 5 repeticiones * error estandar. Los
asteriscos indican diferencias significativas entre WTy 2M a p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**) segun el test de
Tukey.
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En el tercer y ultimo grupo en los que se han dividido los inhibidores estudiados, se
encuentran aquellos que inhiben en mayor medida la entrada neta de K* en las plantas de la

linea 2M que en aquellas de la linea silvestre, a saber: Ca®*, Ba®*, Mg**y La*".

El Ca** no inhibié la entrada neta de K* en las plantas de la linea WT a ninguna de las
concentraciones estudiadas, mientras que su efecto en la linea mutante era completamente
opuesto. Cuando se aplicé éste en la solucidn de absorcidn para alcanzar una concentracién de
5 0 10 mM, la entrada neta de K* en las plantas 2M se redujo hasta alrededor de un 50%.
Cuando la concentracion de Ca** aplicada llegaba a 20 mM, la entrada neta de K* se redujo,

siendo un 27% de la experimentada por las plantas control (Figura 4.13).

Al afiadir Ba®" a una concentracién de 0,5 mM, la entrada neta de K* en las dos lineas
se vio disminuida hasta niveles similares, sin mostrar diferencias significativas entre ellas. Sin
embrago, cuando la concentracion aplicada de este inhibidor llegaba a niveles de 1 mM, los
valores obtenidos en las plantas WT disminuian hasta un 60% de la entrada neta
experimentada por las plantas WT crecidas sin este inhibidor, mientras que en las plantas 2M
la entrada neta disminuyd hasta un 35% de la experimentada por las plantas 2M crecidas sin

Ba’* (Figura 4.13).

El Mg”" produjo un efecto similar al que produjo el Ca*". No se observé disminucién la
entrada neta de K" en la linea WT, mientras que en la linea 2M se obtuvieron valores de
entrada neta de un 47% y de un 19% de la absorcion experimentada por las plantas control
cuando la concentracién aplicada de Mg** era de 5 mM y 10 mM respectivamente (Figura

4.13).

Finalmente, la adicién de La** a la solucién de crecimiento disminuia la entrada neta de
K" en ambas lineas, siendo mas pronunciada esta disminucién en la linea 2M, donde los valores
de entrada neta llegaron a ser 18% y 19% con respecto a la experimentada por sus plantas
control, en presencia de concentraciones de 5 mM y 10 mM de La®" respectivamente (Figura

4.13).
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Figura 4.13. Efecto del Ca*’, Ba**, Mg”* y La®* en la absorcién de K* en WT y 2M. Las plantas
WT (barras negras) y 2M (barras grises) se crecieron en cultivo hidropdnico con 10 mM de K* durante 30
dias, transferidas a 0,5 mM de K* durante 8 dias y por ultimo a 1 mM de K’, en presencia o no de los
distintos inhibidores a las concentraciones indicadas. Se tomaron muestras de la solucién de crecimiento
a los 3 dias para determinar su concentracion de K*. La absorcién de K* se calculé como el K retirado por
la planta de la solucion por unidad de tiempo y unidad de peso seco de raiz. Los valores tomados en
ausencia de inhibidores se tomaron como el 100%, y los valores en presencia de los distintos inhibidores
se refirieron a ellos. Los resultados son medias de, al menos, 5 repeticiones + error estdndar. Los
asteriscos indican diferencias significativas entre WTy 2M a p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**) segun el test de
Tukey.
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4.2.2. Determinacion de los potenciales eléctricos de la membrana plasmatica
en células de raiz

Un pardmetro que puede afectar de forma importante a la absorcién de K, al
comportamiento de los transportadores de K" y al efecto de sus inhibidores es el potencial
eléctrico de la membrana plasmatica de las células de la epidermis y las células corticales de la
raiz. Debido a ello, se decidié estudiar las posibles diferencias que podria haber en este
parametro entre las lineas objeto de nuestro estudio. Como se indica en la seccion de Material
y Métodos, con la ayuda de un micromanipulador, los microelectrodos de borosilicato eran
introducidos en las primeras capas de células de la raiz hasta obtener un potencial estable. Los
valores que se obtuvieron de los potenciales de membrana para ambas lineas (WT y 2M) en la
solucion control fueron similares. Ademas, la exposicion de las raices de las plantas WTy 2M a
concentraciones de K" de 1 mM y 5 mM produjo despolarizaciones similares en sus potenciales
de membrana. En la Figura 4.14 se muestra un registro representativo de estos experimentos.
Los valores medios de los potenciales de membrana en plantas WT y 2M en la soluciéon control
(1 pM K') y en las soluciones con 1 y 5 mM K" se muestran en la Tabla 4.4, donde se

comprueba que no hay diferencias significativas entres las dos lineas.

Tabla 4.4. Potenciales de membrana de las células corticales y epidérmicas de raices de
plantas WT y 2M. El potencial de membrana se obtuvo en una solucién control (5 mM MES-Ca, pH 6) en
presencia de 0,001, 1y 5 mM de K'. Los valores mostrados son medias de al menos 10 repeticiones
independientes * error estdndar.

Vm (mV)
[K'] externa (mM) WT 2M
0,001 -119+2,3 -116+3,5
1 -105+3,6 -97 14,2
5 -75+2,1 -73+2,4
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Figura 4.14. Potencial de membrana de las células de raiz en WT y 2M a diferentes
concentraciones de K. Se estudiaron las células epidérmicas y corticales de la raiz de las plantas WT y
2M introduciendo en ellas unos microelectrodos para determinar su potencial de membrana. La solucion
de perfusién que bafiaba las raices estaba compuesta por MES 5 mM llevada a pH 6,0 con Ca(OH), y KCI
0,001 mM (barras blancas). Cuando se alcanzaba un registro estable, el KCl en la solucidn de perfusion se

cambié a 1 mM (barras negras) o a 5 mM (barras grises). Aqui se muestra un experimento
representativo.

4.2.3. Respuesta de las plantas a altas concentraciones de Ca**y Cs* en
experimentos a largo plazo

Se realizaron una serie de experimentos a largo plazo donde se estudio la entrada neta
de K*, el crecimiento de las lineas estudiadas, asi como las concentraciones internas de K*
alcanzadas cuando las plantas crecian con y sin inhibidores. Para estos experimentos se
escogié un inhibidor de la absorcién de K™ de cada uno de los grupos en los que los dividimos
anteriormente: un inhibidor que tuviese mas efecto en la linea silvestre que en la doble

mutante: el Cs’, y otro que produjese una mayor inhibicidn en la entrada de K" en la linea 2M
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que en la WT: el Ca®*. También se determind la entrada neta de Cs' y Ca* y las

concentraciones internas de estos dos cationes.

La primera aproximacién se realizd con estudios de crecimiento de las plantas en
placas con medio sdlido. Se germinaron y crecieron las semillas, previamente esterilizadas, en
placas que contenian la solucién de crecimiento 1/5 de Hoagland modificada con una
concentracion de K final de 10 mM, y solidificada con agarosa al 0,8%. Se mantuvieron en esas
condiciones durante 7 dias en la camara de cultivo, orientadas verticalmente, al cabo de los
cuales se procedio a seleccionar las plantas con porte similar para pasarlas, en condiciones de
esterilidad en una cabina de flujo laminar, a otras placas que contenian el medio de
crecimiento antes mencionado, con una concentracién final de K" de 1 mM, y en presencia o
ausencia de los inhibidores previamente mencionados, a saber: Ca®', a una concentracién de
15 mM, y Cs*, a una concentracién de 0,5 mM, y los dos afiadidos de forma conjunta, a las

mismas concentraciones que cuando se aplicaron individualmente.

Se procedid a tomar medidas de la longitud de las raices principales a distintos tiempos
para poder estudiar la velocidad de crecimiento de la raiz en cada una de las condiciones

mencionadas.

En ausencia de inhibidores, las raices de las plantas 2M mostraron una menor longitud
que las silvestres. Cuando se afiadié Ca®*, las raices de las plantas WT redujeron su
crecimiento, siendo éste un 83% del crecimiento experimentado por las plantas control sin
Ca’* extra afiadido. El Ca®* redujo el crecimiento de las raices de las plantas 2M de forma mas
pronunciada, llegando al 45% del crecimiento que alcanzaban las plantas cuando no tenian un
exceso de Ca®". En el caso del Cs’, las plantas de ambas lineas disminuian su crecimiento hasta
valores muy similares (43% y 38% del crecimiento experimentado por las plantas control de su
misma linea en el caso de WT y 2M respectivamente). Cuando se aplicaban los dos inhibidores
al mismo tiempo, el comportamiento dependia de la linea: en las plantas silvestres, la adicidon
de Ca** a la solucién que ya contenia Cs' revertia los efectos de éste, pasando a crecer un 90%
con respecto a sus plantas control. Por el contrario, cuando se adicionaron los dos inhibidores
en la solucidn de crecimiento de las plantas 2M, el efecto era mayor que cuando se afiadian de
forma individual, aumentando la inhibicién del crecimiento, pasando éste a ser un 32% del

crecimiento de las plantas control de su misma linea (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Efecto del Ca’* y del Cs* en el crecimiento en placa de las raices de plantas WT y
2M. Las semillas de las plantas WT y 2M se germinaron y crecieron en placas que contenian solucién 1/5
de Hoagland solidificada con agarosa al 0,8%, con una concentracion de K* de 10 mM durante 7 dias. A
continuacion se pasaron a otras placas con la misma solucion solidificada, pero con una concentracion
de K" de 1 mM, en ausencia (circulos negros) o en presencia de 15 mM CaCl, (circulos blancos), 0,5 mM
CsCl (triangulos negros) o 15 mM CaCl, mds 0,5 mM CsCl (tridngulos blancos). Se procedio a medir la raiz
principal de las plantas a diferentes tiempos, para estudiar su crecimiento. Los puntos son medias de 10
repeticiones + error estandar.

En cuanto a la velocidad de crecimiento, los resultados muestran como en ausencia de
inhibidores no se observaron diferencias significativas entre ambas lineas, cuyas raices
crecieron a la misma velocidad. La presencia de Ca** o de Ca®* mas Cs" en la solucidn nutritiva
no afectd a la velocidad de crecimiento de las raices de las plantas WT, mientras que redujo un
65% la velocidad de crecimiento en el caso de las plantas 2M cuando se adicioné Ca®’, y un
71% cuando se afiadian los dos inhibidores de forma conjunta. La presencia de Cs’ inhibia la

velocidad en valores similares en ambas lineas (Figura 4.16).
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Figura 4.16. Efecto del Ca’* y del Cs* en la velocidad de crecimiento de las raices de las plantas
WT y 2M crecidas en placas. Las semillas de las plantas WT (barras negras) y 2M (barras grises) se
germinaron y crecieron en placas que contenian solucién 1/5 de Hoagland solidificada con agarosa al
0,8%, con una concentracién de K* de 10 mM durante 7 dias. A continuacion se pasaron a otras placas
con la misma solucion solidificada, pero con una concentracién de K de 1 mM, en ausencia o en
presencia de 15 mM CaCl,, 0,5 mM CsCl o 15 mM CaCl, mds 0,5 mM CsCl. Se midio la raiz principal de las
plantas en diferentes puntos del tiempo, y la velocidad de crecimiento de la raiz principal se calculé como
el incremento de longitud de la misma por unidad de tiempo. Las barras son medias de 10 repeticiones +
error estandar. Las distintas letras indican diferencias significativas a p < 0,05 en el test de Tukey.

Como segunda aproximacion de este grupo de experimentos a largo plazo, las plantas
se crecieron hidropdnicamente para permitir el desarrollo de las mismas y poder estudiar asi el
crecimiento de la planta entera, el flujo neto de K, Ca®* y Cs*, y las concentraciones minerales
alcanzadas dentro de los tejidos de las plantas. Estos experimentos se realizaron en plantas
adultas que crecieron durante un periodo de 30 dias en solucién nutritiva 1/5 de Hoagland con
una concentracién final de K" de 10 mM para evitar diferencias iniciales en el crecimiento y
desarrollo entre las plantas de ambas lineas. A continuacién se transfirieron a una solucién con
la misma composicidn, pero esta vez con una concentracion final de K de 0,5 mM, donde se
mantuvieron durante 8 dias. Para comenzar el estudio del crecimiento y el efecto de los

inhibidores, se pasaron las plantas a las soluciones experimentales, consistentes en solucion
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nutritiva 1/5 de Hoagland modificada con una concentracién final de K" de 1 mM. Distintos
grupos de plantas se crecieron con diferentes concentraciones de Ca*, Cs*, y Ca®* mas Cs",
mientras que un grupo crecid en ausencia de inhibidores (plantas control). Para obtener los
distintos parametros a estudiar, se realizaron diferentes cosechas de material vegetal en

diferentes puntos del tiempo.

Esta segunda aproximaciéon se realizd a través de dos experimentos, en los que el
disefio experimental fue exactamente el mismo. Las diferencias entre uno y otro radican

exclusivamente en las concentraciones de los inhibidores usadas, a saber:

- Experimento 1: Ca** a una concentracién de 15 mM; Cs™ a una concentracién de
0,25 mM; y los dos inhibidores de forma conjunta, a 15 mM Ca®" més 0,25 mM Cs*.

- Experimento 2: Ca’* a una concentracién de 25 mM; Cs* a una concentracién de
0,1 mM; y los dos inhibidores de forma conjunta a 25 mM Ca** mas 0,1 mM Cs*.

El hecho de que esta aproximacién se llevase a cabo mediante dos experimentos
distintos radica en el nUmero de plantas necesario para obtener resultados representativos, asi
como en la duracidn de los mismos. En un Unico experimento habria sido muy dificil ser
riguroso en el correcto desarrollo del estudio, asi como en un idéntico trato a cada una de las
plantas. En cada uno de los experimentos, los resultados siempre estan referidos al control
interno de ese mismo experimento, ya que aunque se realicen en las mismas condiciones
controladas, cualquier minima variacion en su desarrollo podria acarrear diferencias. Aun asi,
los parametros obtenidos independientemente en cada experimento son bastante similares en
cuanto a las condiciones control. Las concentraciones elegidas de los inhibidores, asi como sus
combinaciones, proceden de la realizacién de experimentos preliminares en los que se observé
el comportamiento de las plantas, y de los que se dedujo aquellos que proporcionarian mas
informacién al estudio. En el caso de haber usado el tratamiento de una concentracion de 25
mM de Ca** y 0,25 mM de Cs*, podria haber resultado demasiado estresante para las plantas
2M, su crecimiento se hubiera visto muy afectado y practicamente no se hubieran podido
realizar cosechas de material vegetal en los ultimos puntos del experimento, por lo que este
tratamiento se descartd. En el otro extremo, si se hubiese decidido combinar las
concentraciones menores de cada inhibidor (15 mM de Ca®' y 0,1 mM de Cs%), los

experimentos preliminares nos demostraron que a estas concentraciones, en las plantas WT
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las diferencias obtenidas con las plantas control eran menores, a veces no significativas, por lo

gue se decidié aumentar la concentracion de alguno de ellos para aumentar asi las diferencias.

Los resultados muestran como, en condiciones control (concentracién de K* de 1 mM,
sin adicion extra de Ca** ni Cs"), el crecimiento de las plantas de la linea 2M estaba ligeramente
reducido en comparacion con el crecimiento que mostraba la linea silvestre (Figura 4.17 A, B,
C, y D). La presencia de Ca’* produjo un efecto diferente en cada linea, inhibiendo el
crecimiento de las plantas 2M en mayor medida que el de las plantas WT. A una concentracion
de Ca** extra de 15 mM, el crecimiento de las plantas WT no se vefa apenas afectado v las
plantas alcanzaban al final del experimento un peso seco similar al de las plantas control. Sin
embargo, en el caso de las plantas 2M, esta concentraciéon de Ca®* inhibia el crecimiento,
dando lugar a una reduccién del 40% del peso seco en comparacién con sus plantas control
(Figura 4.17 A y B). Al incrementar la concentracién afiadida de Ca** hasta alcanzar una
concentracién de 25 mM, se reducia el crecimiento en ambas lineas, aunque el efecto era mas
pronunciado en las plantas correspondientes a la linea 2M, donde su crecimiento terminaba

deteniéndose al final del experimento (Figura 4.17 Cy D).

La presencia de Cs' inhibié el crecimiento de ambas lineas de una forma similar.
Cuando la concentracion de inhibidor aplicada era de 0,1 mM, la reduccién del peso seco al
final del experimento fue del 29% y del 27% en el caso de WT y 2M respectivamente (Figura
4.17 Cy D). Si se aplicaba Cs" hasta alcanzar una concentracién en la solucién de crecimiento
de 0,25 mM, el crecimiento se inhibia practicamente de forma total, quedando el peso seco de
las plantas de ambas lineas al final del experimento bastante por debajo que el experimentado

por sus controles (Figura 4.17 Ay B).

La presencia conjunta de Ca’* y Cs* en la solucidn producia efectos completamente
distintos dependiendo de la linea. Mientras que en las plantas WT la presencia de Ca** revertia
casi por completo el efecto negativo del Cs* sobre el crecimiento, en las plantas de la linea 2M
no se observaba este efecto beneficioso del Ca®*, viéndose el crecimiento practicamente
detenido. Es importante resaltar que de las dos combinaciones de estos inhibidores usadas,
aquella en la que la concentracidn de Ca®* era mayor (25 mM CaCl, + 0,1 mM CsCl), el efecto
negativo sobre el crecimiento en las plantas 2M también era mayor que cuando Ia

concentracién de Ca®" era menor (15 mM CaCl, + 0,25 mM CsCl) (Figura 4.17 By D).
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Figura 4.17. Efecto del ca”* y del Cs* en el crecimiento de plantas WT y 2M crecidas en
hidropdnico. Las plantas WT y 2M se crecieron en soluciéon 1/5 de Hoagland modificada con una
concentracién de K de 10 mM durante 30 dias, y a continuacién durante 8 dias con una concentracién
de K* de 0,5 mM. Posteriormente se pasaron a 1/5 de Hoagland modificada con una concentracion de K*
de 1 mM, en ausencia (circulos negros) o en presencia de 15 mM CaCl, (circulos blancos, experimento 1),
25 mM CaCl, (circulos blancos, experimento 2), 0,25 mM CsCl (triangulos negros, experimento 1), 0,1
mM CsCl (trigngulos negros, experimento 2), 15 mM CaCl, mds 0,25 mM CsCl (triangulos blancos,
experimento 1) o 25 mM CaCl, mds 0,1 mM CsCl (triangulos blancos, experimento 2). Se cosecharon las
plantas de ambas lineas a diferentes tiempos y se secaron a 652C para obtener el peso seco de cada

Tiempo (d)

planta. Cada punto corresponde a una media de 5 repeticiones + error estandar.
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Otro de los pardmetros estudiados en esta segunda aproximacion fue el flujo neto de
K*, Ca®* y Cs* en las plantas expuestas a las distintas concentraciones de los inhibidores
descritos anteriormente. En este caso, los datos obtenidos también proceden de los dos
experimentos mencionados. Bajo condiciones control, sin ningun tipo de inhibidores, en
ambos experimentos se observaba como la entrada neta de K" era menor en las plantas 2M
que en las plantas WT, observandose diferencias significativas (Figura 4.18 A y B). Aun
partiendo de estos valores distintos de entrada neta de K* en las dos lineas en condiciones
control, se pudo comprobar cdmo los inhibidores tenian un efecto diferente en cada una de

ellas.

La presencia de Ca®* a una concentracién final de 15 mM redujo la entrada neta de K"
en las plantas silvestres al 79% de la absorcién de K" experimentada por sus plantas control.
Cuando la concentracidn de Ca** aumenté hasta una concentracién de 25 mM, la entrada neta
de K se redujo ain mds, hasta un valor del 60% experimentado por sus plantas control. En el
caso de las plantas 2M, el efecto del Ca** era mayor, disminuyendo la entrada neta de K" hasta
niveles del 41% y del 25% con respecto a la absorcién neta de K' en las plantas 2M, en
ausencia de inhibidores, a concentraciones finales de Ca** de 15 mM y 25 mM,

respectivamente (Figura 4.18 Ay B).

La presencia de Cs" a una concentracién de 0,1 mM apenas tuvo efecto en la entrada
neta de K" en ambas lineas, pero al aumentar la concentracién de Cs* hasta niveles de 0,25
mM, ésta si se vio afectada. En presencia de 0,25 mM Cs’, los valores absolutos de absorcién
de K* fueron similares entre las plantas WT y 2M (Figura 4.18 A y B). Sin embargo, cuando el
efecto del inhibidor es referido a la entrada neta de K de las plantas control sin inhibidores, se
observé que el Cs* producia una mayor inhibicién en la linea WT que en la linea mutante (61%
y 76% respectivamente, Figura 4.18 C), si bien estas diferencias no eran significativamente

distintas.
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Finalmente, cuando se afiadian los dos inhibidores, Ca* y Cs*, de forma conjunta, se
observaron efectos bastante distintos en funcién de la linea. La entrada neta de K" en WT
cuando se aplicaron los dos inhibidores conjuntamente se reducia con respecto al de las
plantas control que no tenian inhibidores, observandose estos resultados tanto cuando se
expresan en valores absolutos como cuando se hace en términos relativos. Ademas, en
términos relativos, los inhibidores aplicados de forma individual o conjunta producian una
inhibicién similar (Figura 4.18 C). En el caso de la linea 2M, la presencia de Ca®* més Cs'
producia una mayor inhibiciéon de la entrada neta de K" que la producida por cada uno de ellos
de manera individual en cualquiera de las dos combinaciones estudiadas (Figura 4.18 A, By C).
Esto lo podemos observar claramente en los valores relativos de absorcion de K, donde al
aplicar ca” y Cs’ conjuntamente a concentraciones de 15 mM y 0,25 mM respectivamente, la
absorcién se reducia a un 77% de la experimentada por sus plantas control en el caso de WT
mientras que en la linea 2M, la entrada neta de K' relativa a la experimentada por las plantas
de su misma linea, crecidas sin inhibidores, se reducia a un 24%. Cuando las concentraciones
de los inhibidores afiadidos conjuntamente eran de 25 mM y 0,1 mM de Ca* y Cs'
respectivamente, la absorcidn relativa de K disminuia a valores de un 69% en el caso de la

linea WT, y de un 6% en el caso de la linea 2M (Figura 4.18 C).
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Figura 4.18. Efecto del ca** y del Cs* en la absorcion de K* en las plantas WT y 2M. Las plantas
se crecieron como se indica en la figura 4.17. Se realizé una cosecha de plantas de ambas lineas antes de
aplicar los tratamientos y tras 21 dias creciendo en presencia de éstos. Las plantas se secaron, pesaron y

se determinaron sus concentraciones internas de K'. La absorcion de K* se calculé como el incremento

del K* total en la planta observado entre las dos cosechas por unidad de peso seco de raiz y unidad de

tiempo. Las barras son medias de 5 repeticiones * error estdndar. Las figuras A 'y B corresponden con los

experimentos 1y 2, donde se usan distintas concentraciones de inhibidores, mostrando en ambas valores
absolutos de absorcion de K, mientras que la figura C muestra los mismos datos referidos a su control
sin Ca®* ni Cs' afadidos, que se toman como el 100%. Las diferentes letras indican diferencias
significativas con p < 0,05 en un test de Tukey.
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El flujo neto de Ca®* bajo condiciones control fue similar tanto en WT como en 2M en
ambos experimentos (Figura 4.19 Ay B). La adicién de Ca*" a la solucién condujo a un aumento
en la entrada neta de Ca”* en las dos lineas, si bien este aumento fue mayor en la linea WT que
en la linea 2M, tanto a 15 mM como a 25 mM de Ca®* (Figura 4.19 A y B). La presencia de Cs"
en la solucidon a cualquiera de las dos concentraciones estudiadas no condujo a cambios en la
entrada neta de Ca’" con respecto a las plantas control (sin Ca®" extra afiadido) de su misma
linea (Figura 4.19 A y B). Por ultimo, cuando se afiadian los dos inhibidores juntos, la absorcién
de Ca®* aumenté en las plantas de la linea WT si la comparamos con las plantas crecidas sin
ninguno de estos inhibidores, mientras que en las plantas 2M la entrada neta de Ca®* no

aumentd, siendo la misma que en el tratamiento control sin Ca** afiadido (Figura 4.19 Ay B).
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Figura 4.19. Efecto del Ca’* y del Cs* en la absorcién de Ca®* en las plantas WT y 2M. Las
plantas se crecieron como se indica en la figura 4.17. Se realizé una cosecha de plantas de ambas lineas
antes de aplicar los tratamientos y tras 21 dias creciendo en presencia de éstos. Se secaron, pesaron y
analizaron sus concentraciones de Ca’* internas. La absorcion de Ca®* se calculé como el incremento del
ca”* total en la planta observado entre las dos cosechas por unidad de peso seco de raiz y unidad de
tiempo. Las barras son medias de 5 repeticiones * error estdndar. Las figuras Ay B corresponden con los
experimentos 1y 2, donde se usan distintas concentraciones de inhibidores, mostrando en ambas valores
absolutos de absorcion de Ca”*. Las diferentes letras indican diferencias significativas con p < 0,05 en un
test de Tukey.
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En el caso de la entrada neta de Cs’, ambas lineas mostraron unos valores muy
similares cuando se aplicd a una concentracién de 0,1 mM como cuando se hizo a 0,25 mM
(Figura 4.20 A y B). Cuando ademds de Cs' se afiadié Ca®’, la absorcién del catién monovalente
se vio disminuida en ambas lineas. Cuando se afiadieron ambos inhibidores conjuntamente, a
concentraciones de 25 mM en el caso del Ca** y 0,1 mM en el caso del Cs*, la reduccién en la
absorcién de este Ultimo se vio igualmente disminuida en ambas lineas (Figura 4.20 B)
mientras que si se aplicaban a concentraciones de 15 mM de Ca**y 0,25 mM de Cs", si que se
apreciaron diferencias significativas entre las dos lineas, siendo menor la entrada de Cs* en el

caso de las plantas 2M (Figura 4.20 A).
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Figura 4.20. Efecto del Ca** y del Cs” en la absorcién de Cs* en las plantas WT y 2M. Las plantas
se crecieron como se indica en la figura 4.17. Se realizé una cosecha de plantas de ambas lineas antes de
aplicar los tratamientos y tras 21 dias creciendo en presencia de éstos. Se secaron, pesaron y analizaron
sus concentraciones de Cs* internas. La absorcion de Cs* se calculé solo para las plantas crecidas en
tratamientos que contenian este inhibidor, y se hizo como el incremento del Cs* total en la planta
observado entre las dos cosechas por unidad de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Las barras son
medias de 5 repeticiones * error estdndar. Las figuras A y B corresponden con los experimentos 1y 2,
donde se usan distintas concentraciones de inhibidores, mostrando en ambas valores absolutos de
absorcion de Cs’. Las diferentes letras indican diferencias significativas con p < 0,05 en un test de Tukey.
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El dltimo pardmetro estudiado en estos experimentos fue las concentraciones de K°,
Ca®*y Cs" en las plantas, asi como la relacién Cs*/K* de las mismas tras 21 dias de exposicién a

los diferentes tratamientos (Tabla 4.5 Ay B).

En ambos experimentos realizados se pudo comprobar cémo la concentracién de K* en
las plantas WT era mayor que la registrada en las plantas 2M (Tabla 4.5 A y B). Cuando se
afiadié el Ca®* como inhibidor, tanto a una concentracién final de 15 mM como a la de 25 mM,
se observé una ligera disminucidn en la concentracion de K™ en ambas lineas, si bien siempre
fue mayor el descenso en las plantas de la linea 2M (Tabla 4.5 A y B). Al aplicar Cs* a una
concentracion de 0,1 mM, se observé una ligera bajada en la concentracién de K en ambas
lineas, siendo mayor en la linea 2M (Tabla 4.5 B), mientras que al aplicar una mayor
concentracién de Cs (0,25 mM), el efecto es el contrario, observandose un aumento en la
concentracion de K* de todas las plantas estudiadas. (Tabla 4.5 A). Cuando se afiadieron los
dos inhibidores al mismo tiempo, en las plantas WT la disminucién en la concentracion de K* es
muy ligera o nula, mientras que en las plantas de la linea 2M se observa una drastica

disminucidn de la concentracién de K" (Tabla 4.5 Ay B).

La concentracién de Ca** encontrada en las plantas de la linea 2M fue siempre mayor
que la de la linea WT en todas las condiciones estudiadas, a excepcion del tratamiento
consistente en la adicién de los dos inhibidores juntos, donde la concentracién de Ca** en las

plantas WT era superior a la de las plantas 2M (Tabla 4.5 Ay B).

Al aplicar como inhibidor Cs’, en ambas lineas se alcanzaron concentraciones muy
similares del mismo (Tabla 4.5 A y B). Al aplicar Ca®* de forma conjunta con el Cs*, la
concentracion de Cs* disminuia con respecto al tratamiento con Cs® solo. Esta disminucion de
la concentracién de Cs* por efecto de la presencia de Ca®* era mayor en la linea 2M que en la

linea WT (Tabla 4.5 Ay B).

Para finalizar, se determind la relacién Cs*/K". En todos los tratamientos en los que se
aplicaba Cs*, se calculé su relacién con el K*, mostrando como ésta siempre era superior en las
plantas 2M que en las plantas WT (Tabla 4.5 A y B). Mencionar que en los tratamientos donde
se aplicd Ca*" y Cs* conjuntamente, esta ratio disminuia en todos los casos (Tabla 4.5 Ay B), si
bien cuando se aplicd Ca** a una concentracién de 15 mM y Cs* a una concentracién de 0,25

mM, esta reduccién fue mayor en la linea WT (Tabla 4.5 A).
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A [K'] (mg g-'DW) [Ca*] (mg g'DW) [Cs'] (mg g'DW) Cs'/K*
WT 2M WT 2M WT 2M WT 2M
CONTROL 25,3+0,4 16,6 £0,8 39,8+1,9 45,6 £1,5
15mM Ca2+ 23,3+0,2 14,0+£0,9 74,9 +3,3 77,8+2,2
0,25mM Cs' 28,4+0,7 21,3+0,7 53,3+1,0 57,0+1,1 16,9+0,1 16,2+0,2 0,53+0,01 0,63 +£0,02
15mM Ca**
. 24,5+0,7 10,3+0,2 75,5+0,9 45,1 +0,3 7,4+0,1 3,9+0,1 0,23+£0,01 0,43 +£0,03
+0,25mMCs
5 [K'] (mg g 'DW) [Ca*'] (mg g'DW) [Cs'] (mg g'DW) Cs'/K*
WT 2M WT 2M WT 2M WT 2M
CONTROL 32,5+0,5 22,8+0,6 489+2,1 53,8+1,6
25mM Ca2+ 25,8+1,6 16,2+0,5 87,2+7,2 89,7+2,1
0,1ImM Cs' 31,1+£0,6 19,6 £0,9 48,6 £ 1,4 53,1+2,2 9,3+£0,5 9,7+0,8 0,31+0,01 0,51+0,01
25mM Ca”*
01 s 27,0+0,9 13,0+1,3 82,2+5,5 62,7+2,0 4,2+0,3 3,0£0,2 0,16 £ 0,01 0,24 +£0,01
+0,1mM Cs

Tabla 4.5 A y 4.5 B. Concentraciones de K, Caz+, Cs” y relaciones Cs' /K" en plantas completas de WT y 2M. Las plantas se crecieron en presencia de
10 mM K durante 30 dias, se transfirieron a 0,5 mM K durante 8 dias y después a 1 mM K'. Las tablas muestran las concentraciones de cationes y las

relaciones Cs*/K” tras 21 dias creciendo en la presencia de 1 mM K (Control) o en la presencia de 1 mM K* mds las distintas concentraciones empleadas de los

inhibidores. Los datos corresponden a las plantas de los dos mismos experimentos empleados para las figuras 4.17, 4.18, 4.19 y 4.20. La tabla A corresponde

con el experimento 1, mientras que la Tabla B corresponde al experimento 2. Los datos son medias de 5-7 repeticiones * error estdndar.
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4.2.4. Respuesta de las plantas a altas concentraciones de Na* en
experimentos a largo plazo

En los experimentos del apartado 4.2.1, en los que se lleva a cabo una caracterizacion
farmacoldgica de la absorcion de K* en las plantas WT y 2M, se observé que el Na* daba lugar a
un efecto diferente en estas dos lineas. Debido a la importancia del Na* como componente
mayoritario de las sales que causan los problemas de salinidad de las tierras de cultivo, se
decidié estudiar con mayor profundidad el efecto de este inhibidor de la entrada de K" en
ambas lineas. Para ello se utilizé el mismo abordaje que en los estudios a largo plazo citados
anteriormente. Las plantas se crecieron hidropdnicamente para permitir el desarrollo de las
mismas y poder estudiar asi el crecimiento de la planta entera, la absorcién neta de K y las
concentraciones minerales alcanzadas dentro de los tejidos de las plantas. Estos experimentos
se realizaron en plantas adultas que crecieron durante un periodo de 30 dias en solucion
nutritiva 1/5 de Hoagland con una concentracién final de K* de 10 mM. A continuacién se
transfirieron a una solucién con 0,5 mM de K*, donde se mantuvieron durante 8 dias. Para
comenzar el estudio, se pasaron las plantas a las soluciones experimentales, consistentes en
solucidn nutritiva 1/5 de Hoagland modificada con una concentracion final de K de 1 mM. Un
grupo de plantas crecieron con NaCl en la solucién de crecimiento a una concentracién de 20
mM; otro grupo con 20 mM NaCl mas 15 mM CacCl,, y otro grupo crecié en ausencia de
inhibidores (plantas control). Para obtener los distintos pardametros a estudiar, se realizaron

diferentes cosechas de material vegetal a diferentes tiempos.

En lo referente al crecimiento, durante los primeros dias en los que las plantas se
encuentran creciendo con una concentraciéon de K* de 1 mM, las plantas control (en ausencia
de Na' o Ca” adicional) de ambas lineas no mostraron diferencias significativas en cuanto a su
peso seco, si bien en la segunda semana de crecimiento en estas condiciones, las plantas
correspondientes la linea 2M empezaron a disminuir su peso seco en relacién a las plantas WT

(Figura 4.21).
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Cuando se afiadié Na® a una concentracién de 20 mM a la solucién de crecimiento, las
plantas correspondientes a la linea WT sufrieron una visible disminucién de su peso seco si se
comparan con las plantas control de su misma linea, disminuyendo éste en un 25%. Por el
contrario, en las plantas de la linea 2M no se aprecié una disminucién del crecimiento cuando
crecieron en presencia de Na* durante el periodo que dura el experimento, es decir, 14 dias

(Figura 4.21).

La adicién de 15 mM de Ca®* sobre el tratamiento con 20 mM de Na* parecia recuperar
minimamente el crecimiento de las plantas silvestres, sin llegar a observarse diferencias
significativas en los pesos secos de las plantas tratadas solo con Na* o con Na*y Ca*" (Figura
4.21). En el caso de las plantas 2M, la adicién de Ca*', como ya se observé en experimentos
anteriores, disminuyé significativamente el crecimiento de las mismas, siendo éste un 20%

menor que el experimentado por las plantas control de su misma linea (Figura 4.21).

0,5
—@— Control
WT 2M —O— 20 mM NacCl
—w— 20 mM NaCl +

. 04 - 15 mM CacCl,
A=)
g
c
[
= 0,3 A
8
[}
°
S 02
g o
»n
o
7
e

0,1

O,O T T T T T T T T T T T T T T T T

o 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (d) Tiempo (d)

Figura 4.21. Efecto del Na” y del Ca®* en el crecimiento de plantas WT y 2M crecidas en cultivo
hidropdnico. Las plantas WT y 2M se crecieron en solucion 1/5 de Hoagland modificada con una
concentracién de K* de 10 mM durante 30 dias, para a continuacion crecerlas durante 8 dias en la misma
solucién, con una concentracién de K de 0,5 mM. Posteriormente se pasaron a 1/5 de Hoagland
modificada con una concentracién de K de 1 mM, en ausencia (circulos negros) o en presencia de 20
mM NaCl (circulos blancos) o 20 mM NaCl mds 15 mM CaCl, (tridngulos negros). Se cosecharon las
plantas de ambas lineas a diferentes tiempos y se secaron a 652C para obtener el peso seco de cada

planta. Cada punto corresponde a una media de 5 repeticiones + error estandar.
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El estudio del flujo neto de K', Na* y Ca®" también mostré diferencias significativas

entre las dos lineas de plantas, asi como entre los distintos tratamientos aplicados.

La absorcién de K* por parte de las plantas WT fue mayor que la experimentada por las
plantas 2M en ausencia de inhibidores (plantas control), como ocurrié en el resto de
experimentos de absorcién (Figura 4.22 A). La adicidon de NaCl a la concentracidn indicada
condujo a una disminucidn en la absorcidn de K* por parte de las dos lineas de plantas, si bien
esta disminucidn era significativa en el caso de las plantas silvestres, mientras que no lo era en
el caso de las plantas mutantes (Figura 4.22 A). Al calcular la absorcion de K como porcentaje
del absorbido por parte de las plantas control (sin Na™ ni Ca** extra), en el caso de las plantas
WT, el Na* redujo la entrada neta de K, siendo el 42% de la experimentada por sus controles,
mientras que en el caso de las plantas 2M la entrada neta de K* fue un 65% de la entrada neta

experimentada por las plantas crecidas sin NaCl (Figura 4.22 B).

Cuando se afadieron de forma conjunta NaCl y CaCl, a la solucién de crecimiento
ocurrié algo distinto. Mientras que en las plantas WT no hubo diferencias significativas en
cuanto a la entrada neta de K* entre las plantas crecidas solo con Na* o con Na*y Ca*, la
adicién de Ca** junto al Na* produce en las plantas 2M una disminucion significativa en cuanto
a la entrada neta de K (Figura 4.22 A). De nuevo expresandolo en tanto por ciento con
respecto a sus controles, en el caso de WT disminuye, siendo un 31% de la entrada neta
mostrada por el control, lo que no es significativamente distinto al porcentaje obtenido
cuando sélo se afiadid Na‘, mientras que en el caso de 2M la absorcién disminuye
significativamente hasta un 9% de la entrada neta que mostraron las plantas control de su

misma linea (Figura 4.22 B).
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Figura 4.22. Efecto del Na' y del Ca®* en la absorcion de K* en las plantas WT y 2M. Las plantas
se crecieron como se indica en la figura 4.21. Se realizé una cosecha de plantas de ambas lineas antes de
aplicar los tratamientos y tras 14 dias creciendo en presencia de éstos. Las plantas se secaron, pesaron y
se determinaron las concentraciones internas de K*. La absorcién de K se calculé como el incremento del
K* total en la planta observado entre las dos cosechas por unidad de peso seco de raiz y unidad de
tiempo. Las barras son medias de 5 repeticiones * error estdndar. La figura A muestra valores absolutos
de absorcion de K’, mientras que la B muestra el K* absorbido como porcentaje del absorbido por las
plantas control, sin Na * ni Ca’* afiadidos, que se toma como el 100%. Las diferentes letras indican
diferencias significativas con p < 0,05 en un test de Tukey.

También se llevé a cabo el estudio de la entrada neta de Na*y Ca®* por parte de las

, . + .
plantas de ambas lineas (Figura 4.23). La entrada neta de Na" experimentada por las plantas
crecidas en la solucidn de crecimiento sin adicion extra de NaCl fue muy baja, ya que la citada
solucién no contiene NaCl afiadido, y el flujo que se aprecia en la figura puede deberse a trazas
del cation en el agua con la que se prepara la solucidn o en las sales minerales para preparar la
solucién nutritiva. De hecho, la solucién control contenia una concentracién de Na* de 200 pM,

como se determind por espectrometria de absorcién atémica (Figura 4.23 A).

Cuando se anadié 20 mM de NaCl a la solucién se observé en las plantas de ambas

lineas entrada neta de Na*, siendo en las plantas 2M mayor que en las WT (22 mg Na" g d* en
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el caso de WT frente a los 29 de las plantas 2M) (Figura 4.23 A). Cuando ademas de Na* se
afiadié Ca®" a la solucién, la entrada neta de Na* disminuyd significativamente en ambas lineas
en relacién a la experimentada por las plantas crecidas sélo con Na“, si bien la entrada neta de

Na® seguia siendo mayor en las plantas 2M que en las plantas WT (Figura 4.23 A).

El flujo neto de Ca** fue similar en las plantas de las lineas WT y 2M cuando crecian sin
Na* ni Ca®* extra afiadido (Figura 4.23 B). Cuando se afiadia 20 mM NaCl a la solucién de
crecimiento, mientras que la entrada neta de Ca’' no experimentaba variaciones importantes
en las plantas 2M, en las plantas WT ésta disminuia en un 50% con respecto a sus controles
(Figura 4.23 B). Al afiadir los dos inhibidores juntos (20 mM Na* mas 15 mM Ca*'), la entrada
neta de Ca®* aumentdé en ambas lineas con respecto a la mostrada por las plantas control, si

bien este aumento no llegd a ser significativo en ninguna de las dos lineas (Figura 4.23 B).
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Figura 4.23. Efecto del Na' y del Ca”* en la absorcién de Na* (A) y Ca’* (B) en las plantas WT y
2M. Las plantas se crecieron como se indica en la figura 4.21. Se realizé6 una cosecha de plantas de
ambas lineas antes de aplicar los tratamientos y tras 14 dias creciendo en presencia de éstos. Las plantas

. . . + 2+ .
se secaron, pesaron y se determinaron las concentraciones internas de Na' y de Ca”". La absorcion de
éstos se calculé como el incremento de Na® y de Ca”* total en la planta observado entre las dos cosechas
por unidad de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Las barras son medias de 5 repeticiones + error
estdndar. Las diferentes letras indican diferencias significativas con p < 0,05 en un test de Tukey.
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El Gltimo pardmetro estudiado fue la concentracion alcanzada de K*, Na*y Ca** en los
tejidos de la planta completa, asi como la relacién K'/Na* y la suma de las concentraciones de

K"y Na* tras 14 dias de exposicion a los distintos tratamientos (Tabla 4.6).

La concentraciéon de K* era mayor en las plantas WT que en las plantas 2M, como
sucedio en los experimentos descritos anteriormente. Cuando las plantas crecieron con 20 mM
Na*, la concentracién de K* disminuyé en ambas lineas. Al afiadir Ca** sobre el tratamiento con
Na’, la concentracién de K* se mantenia en WT, mientras que en 2M continué disminuyendo

aun mas (Tabla 4.6).

La concentracidon de Ca** en las plantas de ambas lineas era similar en condiciones
control. Cuando se aplicaba NaCl a la solucién, esta concentracion disminuia en ambas lineas,
si bien lo hacia en mayor medida en las plantas WT (un 21% en WT frente a un 12% en 2M). Al
crecer las plantas con NaCl y CaCl,, la concentracién de Ca** aumentaba en ambas lineas sin

observarse diferencias significativas entre ellos (Tabla 4.6).

Apenas se encontré Na® en los tejidos de las plantas control de ambas lineas en el
tratamiento control sin NaCl afiadido. Cuando éstas crecieron con una concentracién de 20
mM NaCl, la concentracidn alcanzada en las plantas aumenté hasta 24,7 y 28,5 mg de Na* gPS™
en WT y 2M respectivamente, mientras que si crecian con NaCl y CaCl, las concentraciones no

llegaban a valores tan altos, quedandose en 13,1y 16,7 mg de Na* gPS™* (Tabla 4.6).

La relaciéon K'/Na* es un pardmetro muy importante relacionado con la tolerancia a la
salinidad. Cuando las plantas crecieron en ausencia de Na* afiadido, esta relacién fue bastante
alta, debido a la baja concentraciéon de Na® en el medio de crecimiento. Ademads, no se
observaron diferencias significativas entre ambas lineas. En el caso de los dos tratamientos en
los que las plantas crecian con Na® exclusivamente como inhibidor, la relacién K'/Na*
disminuyd drdsticamente, quedando en torno a uno en el caso de las plantas WT, y por debajo
de éste en el caso de las 2M. Cuando ademds de NaCl se afiadid CaCl,, la relaciéon K'/Na*
también fue mas alta en las plantas WT, siendo en este caso de 1,85, mientras que en el caso

de las plantas 2M fue de 0,98 (Tabla 4.6).
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+

Otro parametro importante estudiado fue la suma de las concentraciones de K"y Na
en la planta. En el caso de las plantas control, éste valor era superior en las plantas WT, ya que
en el tratamiento control apenas hay Na® interno y las plantas WT tienen mas concentracién
de K' que las 2M. Cuando se afiadié Na® a la solucion de crecimiento, la suma de ambas
concentraciones aumento en los dos grupos de plantas, siendo la suma de las concentraciones
de K" y Na" mas alta en las plantas WT, si bien la diferencia entre ambos valores disminuyd,
estrechandose las diferencias, ya que el componente sédico de esta suma en el caso de las
plantas 2M era superior al de las plantas WT. Cuando las plantas crecieron con NaCl y CaCl,, el
valor de la suma de las concentraciones de Na' y K* en las plantas WT fue similar al de las
plantas WT crecidas sin NaCl, mientras que en las plantas 2M era significativamente superior al

de las 2M control, crecidas en ausencia de Na* (Tabla 4.6).
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[Ca®"] (mg g"DW)

[Na'] (mg g DW)

Relacion [K']/[Na'] (K [Nar)

[K'] (mg g™ DW)
(mg g DW)
WT 2M WT 2M WT 2M WT 2M WT 2M
CONTROL 33,8+2,1 23,3+1,0 56,2+0,4 59,3+4,9 0,99+0,16 0,77 £ 0,07 28,06+1,1 30,6 £3 34,76 £ 2,0 24,04+1,0
20mM Nacl 26,8+1,0 19,1+1,4 44,8 £2,4 52,3+2,1 24,7+1,1 28,5+0,5 1,09 £ 0,06 0,62 £0,02 51,54+1,6 46,26 £ 0,3
20mM NacCl +
25,1+1,0 15,6 £0,2 73,6+1,4 75,6 +1,0 13,1+0,2 16,9+2,9 1,85+0,11 0,98 +0,17 37,46 +0,9 32,51+3,1

13,5mM CacCl,

Tabla 4.6: Concentraciones de K', Ca’*, Na®, relacién K'/Na" y suma de las concentraciones de K* y Na* en plantas completas de las lineas WT y 2M.
Las plantas se crecieron en presencia de 10 mM K durante 30 dias, se transfirieron a 0,5 mM K durante 8 dias y después a 1 mM K'. Las tablas muestran las
concentraciones de cationes, las relaciones K°/Na® y la suma de las concentraciones de K* y Na” tras 14 dias creciendo en presencia de 1 mM K (Control) o en
presencia de 1 mM K" mds las distintas concentraciones empleadas de los inhibidores. Los datos corresponden a las plantas del mismo experimento empleado

para las figuras 4.21, 4.22 y 4.23. Los datos son medias de 5-7 repeticiones * error estandar.

127



Resultados y Discusién

4.2.5. Efecto de cAMP sobre la absorcion de K*

Se ha sugerido que algunos miembros de la familia de los canales regulados por
nucledtidos ciclicos podrian constituir rutas de la absorcién de K*. Asi, se decidié comprobar el
efecto sobre el crecimiento y sobre la absorcién de K* de un derivado permeable a membrana
de estos nucledtidos ciclicos: el N 6,2°-0-Dibutiriladenosin 3’-5"-monofosfato ciclico (NC). Se
realizaron varios experimentos preliminares para determinar las concentraciones de NC a las
cuales se observaban diferencias en el crecimiento entre las plantas de la linea WT y aquellas
pertenecientes a la linea 2M, resultando que las concentraciones idéneas para este tipo de

experimentos eran 100y 200 puM.

En un primer experimento, las plantas de las lineas WT y 2M se crecieron en medio 1/5
Hoagland sélido en placas, en ausencia y en presencia del NC, para posteriormente estudiar el
crecimiento de la raiz principal de cada una de ellas. Las plantas crecieron durante 7 dias en
solucién 1/5 de Hoagland con una concentracién final de K" de 10 mM, solidificada con agarosa
al 0,8%. A continuacidn se pasaron a otras placas con el mismo medio de cultivo, pero esta vez
con una concentracién de K" de 1 mM, y en ausencia o presencia del nucleétido ciclico. Se
mantuvieron en estas condiciones durante 7 dias, al cabo de los cuales el crecimiento de la raiz
principal de las plantas de la linea WT no se vio afectado por la presencia del nucledtido,
mientras que las plantas de la linea 2M que crecieron con concentraciones de 100 uM y 200
MM, vieron reducido el crecimiento de su raiz hasta alcanzar valores de 82% y 72%
respectivamente con respecto al crecimiento de las plantas de su misma linea que crecieron en

ausencia del nucleétido ciclico (Figura 4.24).
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Figura 4.24. Efecto del N 6,2°-O-Dibutiriladenosin 3°-5°- monofosfato ciclico (NC) sobre el
crecimiento de la raiz de las plantas WT y 2M. Las semillas de las plantas WT (barras negras) y 2M
(barras grises) se germinaron en placas que contenian solucién 1/5 Hoagland con una concentracion
final de K* de 10 mM durante 7 dias. Posteriormente fueron transferidas a otras placas con la misma
solucién, pero con una concentracion de K de 1 mM, en presencia o en ausencia del NC a una
concentracion de 100 o 200 uM. Se midié la longitud de la raiz principal tras 7 dias de exposicion al NC.
Las barras muestran promedios de 10 repeticiones * error estdndar. Las distintas letras indican
diferencias significativas con p < 0,05 en un test de Tukey.

Para poder relacionar la reduccién del crecimiento con una reduccién en la absorcién
de K" debida a la presencia del nucledtido ciclico, se estudié el flujo neto de K" en
experimentos de desaparicién del mismo de una solucién que contenia una concentracion de 1
mM K*. El crecimiento de las plantas se realizé de la misma forma que para los experimentos
de absorcién de K* a corto plazo con los distintos inhibidores: se crecieron las plantas durante
30 dias en una solucién con una concentracion de K* de 10 mM, para posteriormente pasarlas
a la misma solucién pero con una concentracion de K de 0,5 mM durante 8 dias. A
continuacién se determinaba la desaparicion del K' externo de soluciones con una
concentracion de K* de 1 mM, con y sin el NC, en un experimento que duraba 3 dias. Mientras
que en las plantas silvestres la presencia del NC no afecté a la entrada neta de K, en las

plantas mutantes la adicién del NC a concentraciones de 100 uM y 200 uM redujo este
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pardmetro, siendo la entrada neta de K* de un 79% y un 47% del de las plantas de su misma

linea que crecieron en ausencia del NC (Figura 4.25).
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Figura 4.25. Efecto del N 6,2°-O-Dibutiriladenosin 3°-5°- monofosfato ciclico (NC) sobre la
absorcion de K' en las plantas WT y 2M. Las plantas WT (barras negras) y 2M (barras grises) se
crecieron en cultivo hidropénico con una concentracién de K de 10 mM durante 30 dias, se transfirieron
posteriormente a 0,5 mM de K* durante 8 dias y finalmente a 1 mM de K* durante 3 dias. A esta ultima
solucion se la afiadié el NC a las concentraciones indicadas, y se procedio a tomar una muestra de ellas
al final del experimento. La absorcion de K* se calculé como el K retirado por parte de la planta de la
solucion externa por unidad de tiempo y por unidad de peso seco de raiz. Las barras son promedios de 5
repeticiones # error estdndar. Las distintas letras indican diferencias significativas con p < 0,05 en un test
de Tukey.

En una tercera aproximacion se estudié el efecto de la presencia del NC sobre el flujo
neto de K" en experimentos a largo plazo durante 7 dias. Mientras que en la linea WT, como
sucediera en las aproximaciones anteriores, la entrada neta de K* era similar entre las plantas
de la linea WT que crecieron con y sin el NC, cuando se adicionaba éste a la solucién de
crecimiento de las plantas 2M a concentraciones de 100 y 200 uM, la entrada neta de K* se
reducia, siendo un 82% y un 65% de la entrada neta de K experimentada por las plantas

control de la linea 2M respectivamente (Figura 4.26).
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Figura 4.26. Efecto del N 6,2°-O-Dibutiriladenosin 3°-5°- monofosfato ciclico (NC) sobre la
absorcion de K* en las plantas WT y 2M. Las plantas WT y 2M se crecieron en solucién 1/5 de Hoagland
modificada con una concentracién de K* de 10 mM durante 30 dias, para a continuacién crecerlas
durante 8 dias en la misma solucién, pero con una concentracién de K de 0,5 mM. Posteriormente se
pasaron a 1/5 de Hoagland modificada con una concentracién de K de 1 mM, en ausencia o en
presencia del NC, durante 7 dias. Se realiz6 una cosecha antes de afiadir el NC y otra al final del
tratamiento. Las plantas se secaron, se pesaron y se analizaron sus concentraciones de K* internas. La
absorcion de K se calculé como el incremento del K total en la planta observado entre las dos cosechas
por unidad de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Las barras son medias de 5 repeticiones + error
estdndar. Las distintas letras indican diferencias significativas con p < 0,05 en un test de Tukey.

4.2.6. Expresion de los genes CNGC3, CNGC10, CNGC13, CHX13 y GRL2.2

Los canales regulados por nucleétidos ciclicos de Arabidopsis AtCNGC3 y AtCNGC10
han sido propuestos como posibles rutas de la absorcién de K* por parte de la raiz. Como ha
quedado recogido en el apartado de introduccidn, otros posibles canales que podrian estar
relacionados con el transporte de K* son un tercer miembro de esta familia: AtCNGC13, asi
como el antiportador catidén-proton de Arabidopsis AtCHX13 y el receptor ionotrdpico de

glutamato GLR2.2. Por ello, se decidid estudiar los niveles de expresién de los genes que
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codifican estas proteinas de transporte mediante la técnica de la PCR semicuantitativa. Las
PCRs se realizaron sobre cantidades iguales de cDNA sintetizado a partir del RNA total
obtenido de las raices de las plantas de las lineas WT y 2M. Las plantas se crecieron como se
indica en los experimentos anteriores, durante 30 dias en una soluciéon con una concentracion
de 10 mM de K" y a continuacién durante 8 dias con una concentracién de 0,5 mM de K. Se

aplicaron diferentes ciclos de amplificacion.

Como control interno de referencia se usé el gen correspondiente al factor de
elongacion 1a, que es un gen que se expresa de manera constitutiva en todas las células de las
plantas de las lineas objeto de estudio en esta tesis (WT y 2M). La expresién de los demas

genes estudiados se compard con la expresion de este gen de referencia.

Las reacciones de PCR se resolvieron en geles de agarosa teflidos con bromuro de
etidio. En la Figura 4.27 se muestra el producto de PCR obtenido en el ciclo mds bajo que
produce una banda de cDNA detectable mediante observacién a la luz UV. No se observaron
diferencias en la expresion de los genes AtCNGC3, AtCNGC10, AtCNGC13y GLR2.2 entre las dos
lineas. En el caso de AtCHX13, no se detectdé cDNA incluso en el ciclo mayor empleado en la

PCR (Figura 4.27).

EFla.  CNGC3  CNGC10 CNGC13 CHX13  GLR2.2

WT 2M WT 2M WT 2M WT 2M WT 2M WT 2M

ciclo

20 32 22 30 35 26

Figura 4.27. PCR semicuantitativa de AtCNGC3, AtCNGC10, AtCNGC13, AtCHX13 y GLR2.2 de
raices de plantas WT y 2M. Se aislo el RNA total de raices de plantas WT y 2M, se le realizd una
transcripcion reversa y el cDNA obtenido se uso para realizar una PCR. El gen constitutivo AtEF1 o se uso
como control de referencia. Las muestras de productos de PCR se obtuvieron en diferentes ciclos de PCR.
La figura muestra los productos de PCR que se visualizaron en un gel tefiido con bromuro de etidio en el
menor ciclo que mostro sefial de amplificacion.
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4.2.7. Discusion

El transportador de K* de alta afinidad HAKS5 y el canal rectificador de la entrada de K*
AKT1 han sido descritos como las principales vias de absorcidn de K* por parte de las raices de
las plantas. Sin embargo, estudios realizados en la linea mutante de Arabidopsis athak5,ataktl
han demostrado que existen otros sistemas que pueden suplir la falta de AtHAK5 y AtAKT1
cuando la concentracién externa de K* se encuentra por encima de un cierto nivel (Kugler y
col., 2009; Pyo y col., 2010; Rubio y col., 2010a). Los estudios presentados en este apartado de
la Tesis pretenden avanzar en la identificacidn de este sistema alternativo mediante el uso de
aproximaciones farmacoldgicas, fisioldgicas y moleculares. El estudio se ha realizado dentro
del rango de concentraciones de K correspondientes al sistema de baja afinidad. En este
rango, AtHAK5 no deberia tener relevancia en la absorcién de K, siendo la linea mutante
ataktl suficiente para la caracterizacion del sistema alternativo. Sin embargo, se ha
demostrado que la linea ataktl sobre expresa AtHAK5 (Qi y col., 2008; Rubio y col., 2008), y
por lo tanto se eligio la linea doble mutante athak5,ataktl como una linea mas apropiada para

esta investigacion.

4.2.7.1. Estudio farmacolégico de la entrada de K

Una parte de los estudios se ha centrado en la caracterizacion farmacolégica del
sistema alternativo de la entrada de K'. Con esta aproximacidn se pretende determinar si el
sistema de entrada de K' presente en la linea athak5,ataktl (2M) muestra una sensibilidad
diferente a distintos inhibidores de la entrada de K* que el sistema presente en la linea WT, y
que fundamentalmente deberia ser AtAKT1. Para este estudio se han llevado a cabo
experimentos de desaparicién de K' de la solucién nutritiva a corto plazo en presencia o
ausencia de inhibidores de la absorcién de K*. El Ca**, el Mg**, el Ba*" y el La>* inhibieron en
gran medida la desaparicién de K* de la soluciédn externa en la linea 2M, mientras que en el
caso de WT o bien no disminuian la desaparicion de K de la solucién (caso del Ca** y del Mg*),
o bien la reduccién de la desaparicién de K" era bastante menor que en la linea 2M (en el caso
de Ba*" o La*) (Figura 4.13). Por el contrario, el Na*y el Cs* inhibieron la desaparicién de K" en

mayor medida en las plantas WT que en las plantas 2M, indicando una baja sensibilidad de
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este sistema desconocido capaz de transportar K™ frente a estos inhibidores (Figura 4.12). En
un tercer grupo de inhibidores, el NH," y el acido glutdmico inhibieron de igual forma la

absorcion de K" en los dos grupos de plantas (Figura 4.11).

Una primera conclusién de estos resultados es que los sistemas que mds contribuyen a
la absorcion de K* cuando éste se encuentra a una concentracién de 1 mM son diferentes en
las plantas de las lineas WT y 2M. En el caso de las plantas 2M, el K" entra por un sistema
distinto a AtAKT1 y a AtHAKS5, y ese sistema desconocido parece verse mas inhibido por la
presencia de cationes bivalentes y trivalentes que AtAKT1. Por el contrario, cuando se aplican
como inhibidores cationes monovalentes, el sistema AtAKT1 parece verse mas afectado que el
sistema desconocido. Al determinar el efecto del dcido glutdmico sobre la absorcion de K™ en

las dos lineas de plantas, no se observaron diferencias significativas entre ellas.

4.2.7.2. Respuesta de las plantas a altas concentraciones de Ca’’ y Cs* en experimentos
alargo plazo

De todos los inhibidores probados en estos experimentos a corto plazo, se decidié
utilizar el Ca**y el Cs* como inhibidores representativos de cada grupo para realizar estudios a
mas largo plazo. Se utilizaron, bien individualmente, usando dos concentraciones distintas de
cada uno, o bien de forma combinada, usando las concentraciones que experimentos
preliminares demostraron que eran las mas adecuadas, como se indica en el apartado de
Resultados. Estos experimentos permitieron evaluar la importancia de los sistemas de
absorcién de K" en el mantenimiento de las concentraciones internas de K*, asi como en el
crecimiento general de la planta. Asi, se observé que en presencia de una concentracién de K*
de 1 mM, el sistema no identificado que mediaba la absorcién de K" en las plantas 2M no
compensaba completamente la ausencia de AtAKT1. Las plantas 2M mostraron una absorcion
de K* reducida, lo que resultd en unas concentraciones de K* en las plantas menores, asi como
en un menor crecimiento de las mismas (Figuras 4.17, 4.18, 4.22, y Tablas 4.5 y 4.6). Cuando se
aplicé una concentracién de Ca** de 15 mM, tanto en experimentos en placa como en cultivo
hidropdnico, se inhibia el crecimiento de las plantas 2M, mientras que no lo hacia el de las
plantas WT (Figuras 4.15 y 4.17 A y B). Ademas, estas concentraciones de Ca’* también
inhibieron la absorcién de K* en mayor medida en las plantas 2M que en las silvestres (Figura

4.18 A), estando estos datos de acuerdo con los obtenidos en los experimentos a corto plazo,
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dando lugar a concentraciones de K" muy bajas en estas plantas mutantes (Tabla 4.5 A). La
segunda concentracién a la que se utilizd el Ca®* como inhibidor fue de 25 mM. A esta
concentracién el crecimiento de las plantas 2M estaba también mds inhibido que el de las
plantas WT, viéndose practicamente detenido, aunque en este caso el crecimiento de las
plantas silvestres si que se vio algo disminuido con respecto a las plantas control de su linea
(Figura 4.17 Cy D). En presencia de 25 mM de Ca*, la absorcién de K* en las plantas 2M se veia
fuertemente inhibida, siendo menor a la mostrada por las plantas WT (Figura 4.18 B) y dando
lugar a menores concentraciones de K en el interior de la planta (Tabla 4.5 B). Teniendo en
cuenta todos estos resultados, se podria concluir que los sistemas que median la entrada de K*
en las plantas 2M son altamente sensibles a Ca**. Por otra parte, la reduccién del crecimiento
en las plantas WT debida a la presencia de 25 mM de Ca** podria explicarse por la alta
concentracién de ClI” en las plantas sometidas a este tratamiento, ya que cuando se afade el
Ca** como una mezcla de CaCl, y CaS0O,, no se observa dicha disminucidn del crecimiento. Esto
no ocurre en las plantas 2M, en las que sea cual sea el anién que acompafia al Ca**, se produce

la misma inhibicién del crecimiento (resultados no mostrados).

Aungue la absorcién de K* mediada por el sistema objeto de estudio no compensa
completamente la falta de AtAKT1, es esencial para el crecimiento de las plantas 2M, ya que su
crecimiento se ve reducido de una forma considerable cuando se adiciona Ca’* a
concentraciones de 15 mM (Figuras 4.15, 4.16 y 4.17 B). En presencia de concentraciones
superiores de Ca’* (25 mM), el crecimiento de las plantas 2M se vio practicamente detenido, al
contrario que en las plantas WT, donde si bien este crecimiento sufre una ligera disminucién,
posiblemente por la presencia de una alta concentracion de cloruros en la solucién, es mucho

menor que el experimentado por las plantas de la linea 2M (Figura 4.17 Cy D).

La inhibicién de la absorcidn de K* debida a Ca®* en la plantas 2M sugiere que estos dos
cationes comparten el mismo sistema de entrada hacia el interior de las plantas de esta linea.
La absorcién de Ca** podria tener lugar a través de canales no selectivos independientes de

2+

voltaje permeables a Ca®". Se ha descrito que estos canales se inhiben por Mg**, Ba®* y La**
(Demidchik y Tester, 2002; White y col., 2002), como también se observa en la absorcion de K*

en las plantas 2M.
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Por otro lado, la absorcién de K" es mas sensible a Cs* en las plantas WT que en las
plantas 2M. Cuando la concentraciéon de Cs* aplicada fue de 0,1 mM, no se observaron
diferencias significativas en cuanto a la absorcién de K* de las dos lineas al compararla con la
absorcion de K* experimentada por las plantas control, ya que la concentracién aplicada del
inhibidor no es suficientemente alta como para que este pardmetro se vea afectado (Figura
4.18 B y C). Cuando la concentracién de Cs* afiadido aumentd a 0,25 mM, mientras que en la
linea 2M siguieron sin observarse diferencias significativas, en WT la absorcién de K* disminuyd
en comparacién con la absorcién de K* de las plantas WT crecidas sin inhibidores (Figura 4.18
C). Sin embargo, esta menor absorciéon de K' observada en WT no repercutié en la
concentracion interna de K observaba en la planta, que cabria esperar que fuese menor (Tabla
4.5 A). Esto podria explicarse por el menor tamafio de las plantas crecidas con esta
concentracion de Cs', por la toxicidad desarrollada en la planta al sustituir al K" en funciones
clave. Al reducirse el tamafio de la planta, la concentracién interna de K" aumenta. Apoyando
esta idea también se observa que la concentracién interna de Ca** en las plantas del
tratamiento con 0,25 mM Cs* sin Ca®* extra afiadido, también es mayor que en las plantas

control (Tabla 4.5 A).

Aungue la absorcién de K* es mas sensible a Cs* en la linea silvestre que en la mutante,
el hecho de que el valor absoluto de absorcién de K* sea mayor en WT, da lugar a que los
valores relativos de absorcidn neta de K* en presencia de una concentracidn de Cs’ de 0,25
mM sean similares en ambas lineas (Figura 4.18 A). Cuando se aplica Cs* a una concentracion
de 0,25 mM, la absorcion de K+ deberia ser suficiente para el crecimiento de la planta. Por
ejemplo, la absorcion de K* que se observa en las plantas WT en presencia de 15 mM de Ca**
es de similar magnitud, y permite el crecimiento de las plantas (Figura 4.18 A). Ademas, como
se ha mencionado previamente, las concentraciones de K" halladas en la planta no se
encuentran disminuidas por la presencia de 0,25 mM Cs* (Tabla 4.5 A). Sin embargo, el
crecimiento tanto de la linea WT como de 2M se ve reducido de forma considerable por la
presencia de Cs* a una concentracién de 0,25 mM (Figura 4.17 Ay B). Esto podria ser explicado
por el hecho de que el Cs* es tdxico para las plantas, principalmente por su competencia con el
K" en el desarrollo de funciones bioquimicas esenciales, estando su toxicidad relacionada con

la relacion Cs'/K" en la parte aérea mas que con el impedimento generado en la nutricién de K*

(Hampton y col., 2004). Los resultados aqui mostrados indican que el Cs* es absorbido con

136



Resultados y Discusién

velocidades de entrada neta similares y se acumula a concentraciones parecidas tanto en una

linea como en otra, de acuerdo con esta idea (Figura 4.20 y Tabla 4.5 Ay B).

Cuando se adicioné Ca”" junto con Cs* a concentraciones de 15 mM y 0,25 mM
respectivamente, las plantas WT recuperaban su crecimiento, pero no asi las pertenecientes a
la linea 2M (Figura 4.17 Ay B). La presencia de Ca** inhibia la absorcidn de Cs* en ambas lineas
(Figura 4.20 A y B), reduciendo la concentracion de Cs' en la planta (Tabla 4.5 A y B). Esta
inhibicidon fue mas pronunciada en las plantas de la linea 2M (Figura 4.20 Ay By Tabla4.5Ay
B), respaldando la posibilidad de que el Cs*y el Ca** pudiesen compartir sistema de entrada en
las plantas de la linea 2M. Pero mientras que en WT la absorcion de K" disminuye levemente,
en las plantas 2M se ve reducida de una forma significativa (Figura 4.18 A, B y C), resultando en
una concentracion de K* en el interior de las plantas extremadamente baja (Tabla 4.5 A y B).
Asi, la presencia de Ca** redujo a valores mas bajos la relacién Cs/K" en las plantas WT que en
las plantas 2M (Tabla 4.5 A y B). Esto se observé cuando se usé el Cs* a una mayor
concentracion (0,25 mM), ya que en el caso en el que se usé a 0,1 mM, la concentracién de Cs*
alcanzada no era lo suficientemente alta como para poder observar diferencias significativas
entre ambas lineas. Esto podria deberse a que, aunque el Ca®* inhibiera mas la entrada de Cs"
en las plantas 2M, como se ha mencionado antes, lo que desencadenaria menores relaciones
Cs'/K" en las plantas 2M, este Ca®* también disminuye en gran medida la entrada de K" en las
plantas de la linea 2M, y no lo hace en las plantas de la linea WT. Por ello, en WT el Ca®* solo
tiene efecto en el numerador de la relacidn, y en 2M afecta tanto al numerador como al
denominador, manteniendo mas alto el cociente. Esto podria explicar la recuperacion en el
crecimiento en WT y la inhibicion del mismo en la linea 2M cuando se afiadié Ca?* extra

(Hampton y col., 2004).

Estudios previos han demostrado que AtHAKS5 transporta Cs* (Rubio y col., 2000), y que
en las plantas que expresan AtHAKS, ya sea debido al déficit de K" o a la pérdida de AtAKT1,
AtHAK5 podria constituir una via de absorcién de Cs* (Qi y col., 2008). Por otro lado, la
absorcion de Cs' a través de AtAKT1 se considera insignificante (Bassil y col., 2011). Los
resultados obtenidos en esta Tesis sobre las plantas 2M muestran que en condiciones de K
suficiente, un sistema diferente a AtHAK5 y AtAKT1 media la absorcion de Cs*, lo que
contribuye en la acumulacion del mismo en la planta, pudiendo desencadenar toxicidad. La

sensibilidad hacia Ca®* sugiere que este sistema de absorcién de Cs* podria ser un canal de
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cationes no selectivo independiente de voltaje, como ya habia sido sugerido previamente
(Bassil y col., 2011; Broadley y col., 2001; Demidchik y Tester, 2002). Merece la pena destacar
que en las plantas marinas Riccia fluitans que tienen un aporte de K' suficiente, la absorcién de
Cs* muestra una cinética lineal que se ve reducida cuando aumenta el Ca®* externo. En plantas
ayunadas de K', la absorcidn muestra una cinética de Michaelis-Menten, la cual se ve
aumentada a altas concentraciones externas de Ca®*. Se ha propuesto que en plantas de R.
fluitans ayunadas de K*, la absorcidn de Cs* podria ocurrir a través de transportadores de K de
alta afinidad como AtHAKS, mientras que en plantas con un aporte adecuado de K', esta
absorcién se produciria a través de canales de cationes no selectivos (Heredia y col., 2002), de
acuerdo con los resultados presentados en esta Tesis. La identificacidon de este sistema podria
aportar futuras aplicaciones biotecnoldgicas en la agricultura, ya sea produciendo plantas mas
tolerantes al Cs* debido a una reduccién en su absorcién, o enfocadas a la fitorremediacion,

obteniendo plantas que aumentan la acumulacién de Cs* o radiocesio (**’Cs").

El Cs* se puede utilizar para separar farmacolégicamente los canales selectivos de
entrada de K' de los no selectivos (Amtmann y Sanders, 1999), ya que los primeros se
encuentran inhibidos por Cs* mientras que los segundos no (Very y Sentenac, 2002). Por lo
tanto, los resultados obtenidos en los experimentos con Ca®* y Cs* indican que en WT, el K" es
absorbido principalmente por canales selectivos de K', como por ejemplo AtAKT1, mientras
que esta absorcion de K' en la linea 2M se encuentra mediada por canales no selectivos de
cationes. De una forma similar, las principales vias de absorcién de Ca** también parecen ser
diferentes en WT y en 2M. Mientras que en WT la presencia de Cs* a una concentracién de
0,25 mM no tienen efecto en la absorcién de Ca*, en la linea 2M se observa una inhibicidn
bastante importante cuando las plantas crecen con los dos inhibidores (Figura 4.19 A).
Ademads, la presencia de Cs" a las dos concentraciones estudiadas, redujo las concentraciones
de Ca®" en las plantas 2M, mientras que no lo hizo en las WT (Tabla 4.5 A y B). Debido a que los
canales no selectivos permeables a Ca** son también permeables a Cs* (White y col., 2002), los
resultados expuestos aqui sugieren que K, Ca** y Cs" estdn entrando por el mismo sistema en

las plantas 2M.
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4.2.7.3. Respuesta de las plantas a altas concentraciones de Na* en experimentos a
largo plazo

Los estudios a largo plazo se complementaron con otros estudios con un disefio
experimental similar, pero esta vez estudiando el efecto del Na*, a una concentracién de 20
mM en la solucién de crecimiento, o bien combinado con Ca?* a una concentracién de 15 mM,
sobre la absorcién de K y el crecimiento de plantas WT y 2M. Durante el periodo que duré el
experimento, se observd como la presencia de Na* afectaba mas al crecimiento de la linea
silvestre que al de la linea 2M (Figura 4.21), al igual que ocurre con la absorciéon de K* (Figura
4.22 Ay B). Al ailadir Na*, la entrada neta de K" en las plantas WT disminuye significativamente
en relacidn a la mostrada en condiciones control, mientras que en 2M no lo hace (Figura 4.22
B). Estos datos se ven reflejados en la concentracién interna de K* en las plantas de la linea
WT, la cual disminuye, aun disminuyendo el tamafio de las plantas, lo que hace que el
contenido de K sea aliin menor (Tabla 4.6). En 2M la concentracién de K" también disminuye
(Tabla 4.6), lo que irfa en contra de lo observado en la absorcidn de K*, pero en esta linea el
tamano de las plantas no es menor si se compara con el tamafio de las plantas control, por lo
que el contenido total de K* se equipara en ambas lineas cuando crecen con Na*. Por otro lado,
la absorcion de Na* es mayor en las plantas 2M que en las plantas WT cuando crecen con una
concentracion de Na* de 20 mM (Figura 4.23 A). El sistema AtAKT1 no transporta Na’, por lo
que no tendria por qué haber diferencias entre ambas lineas de plantas en cuanto a la entrada
de Na’. Asi, los resultados obtenidos podrian indicar que la entrada de Na* podria producirse
por el mismo sistema en ambas lineas, si bien éste mostraria una mayor actividad en la linea
2M, por el mayor flujo neto de Na* observado en las plantas de esta linea. Cuando se afiadié
Na* a la solucidn, la absorcién de Ca®* se vio més inhibida en las plantas de la linea WT que en
las plantas de la linea 2M (Figura 4.23 B), pudiendo indicar también un mayor nimero de
sistemas capaces de transportar Ca®* y Na* en las plantas 2M que en las plantas WT, por lo que
la adicién de Na® podria repercutir mas en las plantas que tuviesen menos sistemas capaces de
transportar estos dos cationes. Estudiando en conjunto los datos de crecimiento, absorcion y
concentraciéon de K', Na* y Ca’" en las plantas WT y 2M crecidas con Na* en la solucién
nutritiva, se podria pensar que en las plantas WT, la presencia de Na* en el citoplasma inhibe
de alguna forma al sistema de entrada de K" AtAKT1 (Qi y Spalding, 2004), repercutiendo en la

menor absorcién de K* y en la menor concentracion de K* observada en estas plantas al crecer
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con Na’. Con la menor absorcidn de K*, el crecimiento también es menor. En las plantas 2M, la
absorcion de K™ no varia significativamente, indicando que el sistema que media su entrada en
estas plantas es distinto a AtAKT1, y no se ve inhibido por Na’. Ademads, el crecimiento de estas
plantas tampoco se ve inhibido cuando crecen con Na*, aun absorbiendo mas Na® que las
plantas WT, como indican los pardmetros de absorcién y concentracién de este catién en las
plantas. Esto podria explicarse segun dos teorias. La primera se basa en el hecho de que las
plantas 2M utilicen el Na* en lugar del K* para mantener el turgor y la expansion celular, al
encontrarse con un déficit de K" en su interior, manteniendo el crecimiento mientras no se
genere toxicidad. La segunda radica en la posibilidad de que las plantas 2M posean una mayor

capacidad de acumulacién de Na* en la vacuola, evitando asi la toxicidad de éste en el citosol.

Al anadir Ca2+junto con el Na“, el efecto en ambas lineas es distinto, inhibiendo mas el
crecimiento de las plantas 2M que el de las plantas WT, si lo comparamos con el crecimiento
que desarrollan cuando solo crecen con Na® (Figura 4.21), posiblemente por el papel
previamente descrito del Ca** como inhibidor de la entrada de K* mediante los canales no
selectivos de cationes, predominante en las plantas 2M. Ademas, las diferencias significativas
aparecen ahora en las plantas 2M si se compara el flujo neto de K* en las plantas crecidas
exclusivamente con Na* como inhibidor, o se afiade también Ca®" a la solucién, mientras que
en WT no las hay (Figura 4.22 A y B). Por otro lado, el flujo neto de Na* se ve reducido
igualmente en las plantas de las dos lineas cuando crecen en presencia de Na+ y Ca** (Figura
4.23 A). Estos datos estdn de acuerdo con las concentraciones obtenidas al realizar el analisis

mineral de las plantas (Tabla 4.6).

La relacién K'/Na*, asi como K'+Na®, aporta mas informacién sobre los sistemas de
entrada de cationes a las plantas que se estdn estudiando en esta Tesis. La relacion K'/Na* es
mayor siempre en las plantas de la linea WT (Tabla 4.6), ya que, aunque las concentraciones de
Na® alcanzadas en las plantas 2M son ligeramente mayores que en las WT, en estas Ultimas las
concentraciones internas de K" obtenidas son mucho mayores que en las plantas mutantes,
afectando directamente sobre la relaciéon K*/Na*. En cuanto a la suma de las concentraciones,
cuando las plantas crecen sin Na® en la soluciéon de crecimiento, el valor obtenido es
claramente superior en las plantas de la linea WT por lo que se ha comentado en otras
ocasiones: la mayor concentraciéon de K* obtenida en las plantas WT que en las 2M por la

deficiente compensacion en la absorcién de K* de los sistemas de las plantas 2M. Cuando se
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afiade Na* a la solucién de crecimiento, ya sea solo o acompafiado de Ca®* extra, la suma sigue
siendo superior en las plantas WT, pero los valores se igualan bastante con los obtenidos en las
plantas 2M (Tabla 4.6). Este hecho apoya la teoria de la funcién inicial del Na" en la
suplantacion del K* en los procesos de equilibrio osmético y crecimiento que las plantas 2M

ejercen para paliar la falta de K".

4.2.7.4. Efecto de cAMP sobre la absorcidn de K

Los canales regulados por nucledtidos ciclicos (CNGC), asi como los receptores de
glutamato (GLR) han sido propuestos como canales no selectivos de cationes, y algunos
miembros de estas familias podrian estar implicados en la absorcién de K en la raiz (Kaplan y
col., 2007; Meyerhoff, 2005). Por ejemplo, las plantas mutantes de un miembro de la familia
de los CNGC, atcngc3, muestran unas concentraciones de K un 50% menores que las
mostradas por las plantas WT. En este mismo estudio se demuestra que AtCNGC10 rescata
parcialmente el mutante atakt1, mientras que la linea antisentido de AtCNGC10 conduce a una
concentracion de K* en el interior de la planta un 40% menor (Kaplan y col., 2007). Ademas, se
ha sugerido que AtCNGC10 podria estar implicado en la absorcién de Ca** por parte de la raiz
(Guo vy col., 2010). Todo esto hace que AtCNGC10 sea un buen candidato para mediar de la
absorcion de K* sensible a Ca** descrita aqui para la linea 2M. La reduccién de la absorcién de
K"y del crecimiento de las plantas provocada por el nucleétido ciclico (NC) (Figuras 4.24, 4.25 y
4.26) en las plantas de la linea 2M obtenidas en nuestros estudios sugiere una regulacién del
sistema objeto de estudio que se encarga de la absorcién de K* en las plantas 2M por los
nucledtidos ciclicos. Los estudios sobre la regulacién de los CNGC en Arabidopsis por
nucledtidos ciclicos son controvertidos. En sistemas heterdlogos, los nucleétidos ciclicos
activan estos canales (Kaplan y col., 2007), mientras que por el contrario, la actividad de los
canales de cationes voltaje independientes de Arabidopsis que se piensa que contribuyen a la
entrada de Na" mediada por CNGCs, se encuentra reducida en presencia de estos nucleétidos
ciclicos (Maathuis y Sanders, 2001). Las conclusiones de los CNGCs en plantas basadas en
sistemas heterdlogos no son inequivocas, y algunos autores han recomendado tener especial
cuidado en su interpretacion (Demidchik y col., 2002; Kaplan y col., 2007). La regulacién de los
CNGCs de Arabidopsis son todavia desconocidas, y es posible que algunos de ellos se vean

inhibidos por NC (Dietrich y col., 2010). Por todo lo expuesto, es posible que la absorcion de K*
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en la linea 2M esté mediada por un CNGC cuya actividad se vea reducida por nucledtidos

ciclicos.

4.2.7.5. Potenciales eléctricos de la membrana plasmdtica en células de raiz

Otro posible mecanismo de compensacién de la ausencia de AtAKT1 podria ser la
hiperpolarizacién del potencial de membrana de las células de la raiz en las plantas de la linea
2M. Como se ha mencionado anteriormente, las plantas 2M tienen unas concentraciones de K"
en sus tejidos menores que las plantas WT, y ese estatus de potasio mas bajo puede inducir a
una mayor hiperpolarizacién de la membrana. Dicha hiperpolarizacién podria aumentar
también la fuerza motriz de la absorcidon de K a través del sistema desconocido. Este hecho
ocurre por ejemplo en la linea ataktl-1, la cual muestra un potencial de membrana mas
negativo que el mostrado por las plantas WT en presencia de una concentracion de 0,1 mMy 1
mM de K* (Spalding y col., 1999). Sin embrago, esta posibilidad puede ser descartada debido a
que en las condiciones experimentales en las que se ha realizado este estudio, las plantas 2M y
WT mostraron valores similares en sus potenciales de membrana de las células de las raices en
ausencia de K" asi como despolarizaciones similares del potencial por 1y 5 mM K* (Tabla 4.4y

Figura 4.14).

4.2.7.6. Expresion de los genes CNGC3, CNGC10, CNGC13, CHX13 y GRL2.2

Debido a que los resultados anteriores sugerian que el sistema de entrada de K" en la
linea 2M podria estar codificado por un gen de la familia CNGC, se decidié determinar los
niveles de expresion de los genes que codifican los canales regulados por nucleétidos ciclicos
mencionados en el parrafo anterior: AtCNGC3 y AtCNGC10. Ademas se incluyd en el estudio
AtCNGC13 por su proximidad filogénetica a los dos anteriores, que podria sugerir un papel de
este canal en la entrada de K* en |a raiz (Kaplan y col., 2007). También se estudiaron los niveles
de expresion del gen que codifica el antiportador cation-protén AtCHX13 (Zhao y col., 2008).
Todos estos sistemas se han descrito como posibles vias de entrada K*. Asimismo también se
determinaron los niveles de expresién del gen que codifica el receptor de glutamato GLR2.2,
ya que, en un Microarray realizado por el grupo de investigacion donde se ha realizado la Tesis,

se observé que los niveles de expresion del gen AtGLR2.2 en las plantas de la linea 2M eran
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bastante superiores a los obtenidos para las plantas WT. Esto, unido a su proximidad
filogenética con otros miembros de esa familia (AtGLR1.1 y AtGLR1.4) que se han demostrado
que tienen dominios que conforman poros permeables a Na*, K* y Ca%', hicieron de AtGLR2.2
objetivo de nuestro estudio. Mediante la técnica de la PCR semicuantitativa se mostré que
AtCNGC3, AtCNGC10, AtCNGC13 y AtGLR2.2 se expresan en raiz, de acuerdo con su posible rol
en la absorcién de K* del suelo. Sin embrago, no se encontraron diferencias en cuanto a sus
niveles de expresién entre las lineas 2M y WT (Figura 4.27). En el caso de AtCHX13 no se
observd ningln producto de PCR de acuerdo con resultados previos que muestran la induccion
del gen unicamente cuando la concentracién de K* es limitante (Zhao y col., 2008) (Figura
4.27). Por otro lado, se podria descartar una contribucion importante de AtCHX13 a la
absorcién de K en la linea 2M debido a que se ha descrito que AtCHX13 muestra una alta
sensibilidad frente a Cs’, lo que no ocurre con la absorcién de K" mostrada por las plantas 2M.
Por otro lado, si tenemos en cuenta los resultados obtenidos en los estudios a corto plazo de
desapariciéon de K" del medio, donde se observé que no existian diferencias en la absorcién de
K" entre las plantas WT y las 2M cuando crecian con &cido glutdmico (Figura 4.11), y los unimos
a los estudios de expresion génica donde no se aprecian diferencias de la expresién del gen
AtGLR2.2 (Figura 4.27), se podria concluir que la actividad de este transportador no es la
responsable de la entrada de K* en las plantas 2M, si bien estos resultados no son de todo
concluyentes. Por lo tanto se puede concluir que, si la absorcién de K™ a través de AtCNGC3,
AtCNGC10 o AtCNGC13 se encuentra incrementada en la linea 2M para compensar asi la falta
de AtAKT1, el mecanismo de compensacion no esta basado en la sobreexpresiéon del gen. Sin
embargo, deberia tenerse en cuenta que otros miembros pertenecientes a la familia de los
CNGC, asi como miembros de la familia de los GLR, podrian estar relacionados con la absorcion

de K" en las plantas 2M, aspecto que deberia ser estudiado en un futuro.

La relevancia fisiolégica de este sistema desconocido en la absorcién de K en las
plantas WT no se conoce hasta el momento, pero podria ser importante cuando la funciéon de
AtAKT1 se encuentra inhibida, como por ejemplo en suelos contaminados con altas
concentraciones de Cs* (Bassil y col., 2011), o bajo salinidad (Qi y Spalding, 2004), lo que hace

gue merezca la pena la identificacion de este sistema en futuras investigaciones.
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Esquema de los posibles sistemas de absorcion de K* en las plantas WT y 2M.
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5. CONCLUSIONES

1. Las plantas que carecen del canal rectificador de entrada de K" AtAKT1 presentan una
mayor tolerancia al estrés hidrico que aquellas que si lo poseen, debido a una menor
conductancia estomatica que es consecuencia de un mayor cierre estomatico en
respuesta a ABA. Este hecho es debido, probablemente, a que el flujo neto de salida de
K* de la célula oclusiva sea mayor en estas plantas, al carecer de de uno de los sistemas
de entrada de K* en la misma. Las plantas que carecen de la quinasa AtCIPK23, que
activa AtAKT1, son fenocopias de las anteriores, mostrando la misma respuesta frente

al estrés hidrico.

2. La concentracidn interna de K* obtenida en las plantas WT, ataktl y atcipk23-5 no
muestran diferencias significativas tras crecer con una concentracion de K de 10 mM,
por lo que las diferencias de fenotipo de transpiracién entre ambos grupos no son

consecuencia de una deficiente nutricion de K" en los mutantes atakt1 o atcipk23-5.

3. La apertura estomatica de las plantas WT y la correspondiente a las plantas mutantes
ataktl y atcipk23-5 no muestran diferencias significativas cuando las plantas crecen sin
la adicién de ABA exdgeno. Cuando se le aplica esta hormona, las plantas de las lineas
mutantes ataktl y atcipk23-5 responden cerrando en mayor medida los estomas que
las plantas WT, mostrando todas las lineas una respuesta independiente de si la

concentracién de ABA aplicada fue de 10 0 20 uM.

4. Se confirma que el canal rectificador de la entrada de K" AKT1 es la principal via de
absorcién de K* en plantas WT en el rango de concentraciones de baja afinidad, de

acuerdo con anteriores resultados obtenidos tanto en nuestro grupo como en otros.
5. Cuando este canal no estd presente, la actividad de otro sistema que es muy sensible a

Ca®*, Mg¥, Ba*" y La*, y que también transporta Cs*, compensa parcialmente la

ausencia de AtAKT1.
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6. Este sistema desconocido, aunque no compensa completamente la ausencia de
AtAKT1, es esencial para la absorcion de K™ necesaria para el crecimiento de la planta

cuando AtAKT1 no esta presente.

7. Las caracteristicas farmacoldgicas, asi como su regulacién por nucledtidos ciclicos
sugieren que este sistema desconocido es probablemente un canal permeable a Ca**,
compatible con los canales de cationes no selectivos voltaje independientes
(VIC/NSCC), identificados en las raices de las plantas, y probablemente codificados por

miembros de la familia CNGC.

8. Estudios en la expresiéon génica muestran que los genes encargados de codificar los
miembros de la familia CNGC que han sido sugeridos como posibles vias en la
absorcion de K', AtCNGC3 y AtCNGC10, no se encuentran sobre expresados para
compensar la ausencia de AtAKT1. Si alguno de estos canales se encontrase mas activo
en la mediacién de la absorcion de K™ en la linea 2M, deberia ser a través de una

regulacion a nivel de proteina.
9. También se descarta un aumento en la absorcion de K" debido a una hiperpolarizacién

del potencial de membrana de la raiz en las plantas 2M, como indicaron los estudios

referentes a la medida del potencial de membrana.
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