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Resumen

Resumen

La acumulacion de metales pesados en los suelos de areas localizadas, debido
principalmente a las actividades mineras, conduce a una disminucion de la calidad del
suelo y es toxica para las plantas, dando lugar a una disminucién o pérdida de la cubierta
vegetal, lo que plantea un importante problema desde el punto de vista medioambiental.
La fitorremediacion representa una alternativa sostenible y de bajo coste para la
rehabilitacion de estas zonas contaminadas (Raskin, 1996), en la que se emplean plantas
denominadas hiperacumuladoras de metales, con una mayor tolerancia a estos, unida a
una mayor capacidad para su acumulacion en la parte aérea (Pilon-Smits, 2005; Peng et
al., 2009). No obstante, la fitorremediacion es un proceso lento y en gran parte sin efecto
debido a la fitotoxicidad de estos metales pesados en las plantas y s6lo podria ser
considerada como una solucion a largo plazo (Dhankher y col, 2011). Ademas, a dia de
hoy, hay pocas descripciones de los mecanismos moleculares involucrados en la
percepcion y sefializacion de metales pesados en las plantas. Asi, a pesar de los avances
producidos en los ultimos afios, centrados fundamentalmente en la entrada, translocacion
y efectos de metales, son pocos los genes esenciales en la tolerancia a metales pesados
identificados. Un conocimiento mas profundo en lo que respecta a los genes que puedan
producir tolerancia e hiperacumulacion para generar plantas que mejoren la entrada,
transporte y secuestro de metales puede abrir nuevas puertas que incrementen la eficiencia
de la fitorremediacion y la conservacion de suelos a través de la ingenieria genética

(Cherian and Oliveira, 2005; Pilon-Smits, 2005).

El objetivo de este trabajo ha sido generar un conjunto de genes tutiles con fines
de fitorremediacion, para ello se realizo una seleccion de lineas mutantes de Arabidopsis
thaliana en relacion a su respuesta a los metales pesados presentes en un medio
seleccionado a partir de las condiciones de pH y los metales presentes en los suelos de
dos zonas mineras espafiolas: Riotinto, altamente contaminada y Alquife, moderadamente
contaminada. Se seleccionaron 74 lineas mas resistentes y 46 mas sensibles, concluyendo
que la respuesta al estrés por metales pesados implica practicamente todos los procesos
fisiologicos en la planta, incluyendo proteinas relacionadas con el estrés, con el transporte
de metales, con procesos redox, con proteinas reguladoras de mecanismos de

seflalizacion, enzimas y proteinas relacionadas con la transcripcion.



Resumen

Para verificar la seleccion realizada y estudiar el posible empleo de estos mutantes
con fines de fitorremediacion, se seleccionaron varias lineas resistentes (Athpp9,
Atnramp5, Atkup8) y otra sensible (Atala4), todas ellas relacionadas con la funcion de
transporte y se analizaron en mayor profundidad frente a la mezcla de metales pesados y
el Cd, estudiando diferentes parametros fisiologicos, expresion de los genes, el contenido
de metales en sus tejidos y parametros oxidativos, con el fin de profundizar en el estudio
de las funciones de estos transportadores y dilucidar acerca de su posible funcion para la

descontaminacion de suelos.

Como principal contribucion de este trabajo, se puede indicar que el transportador
de Arabidopsis thaliana, NRAMPS, podria estar implicado en la translocacion de Mn y
Fe y como efecto colateral podria también estar involucrado en el transporte de Cd y Cr,
de la raiz a la parte aérea. Ademas, se puede indicar que esta es la primera vez que se han
estudiado las proteinas HPP9, ALA4 y KUPS en respuesta a metales pesados y se ha
determinado que las dos primeras podrian ser Tttiles para fitorremediacion y la
recuperacion de suelos contaminados, ya que parecen estar involucrados en la entrada y
translocacion de los metales pesados desde el suelo y ademas, los mutantes Athpp9 y
Atala4 conservan su fenotipo con un extracto de los suelos originales con dos enmiendas
diferentes. E1 KUPS8 sin embargo, mas que estar directamente involucrado en la entrada
o translocacion de los metales pesados, parece estar relacionado con la distribucion
subcelular de potasio o la sefializacion dependiente de metales pesados, que lleva a la

reduccion de tamano en las plantas
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1.1 Contaminacion por metales pesados

La contaminacioén por metales pesados debido al desarrollo industrial es uno de
los problemas ambientales mas graves que enfrenta hoy en dia la humanidad. Como
“metales pesados” se definen a un grupo amplio de elementos quimicos naturales de la
corteza terrestre y del suelo que presentan densidad igual o superior a 5.0 g cm™ cuando
estan en forma elemental, o tienen propiedades metalicas y nimero atomico superior a 20
(excluyendo a los metales alcalinos y alcalinotérreos; Jing y col., 2007; Sarma, 2011). En
general, el término “metal pesado” se refiere a cualquier elemento quimico metalico que
tiene una alta densidad y es toxico para la célula a bajas concentraciones (Suresh Kumar
y col., 2015). Aproximadamente 53 elementos quimicos entran en la categoria de metales
pesados, entre ellos hay algunos que, aunque son metales ligeros o no metales, se suelen
englobar con ellos por origen y comportamiento asociados; como es el caso de As, B, Ba
y Sb (Duruibe y col., 2007; Navarro-Avifio y col., 2007). Su presencia en la corteza
terrestre es inferior al 0,1 % y casi siempre menor del 0,01 % (Garcia y Dorronsoro.,
2005). Sin embargo, algunos de ellos estan entre los diez contaminantes mas peligrosos

seglin la agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Chen y col; 2006).

Muchos metales pesados son oligoelementos o micronutrientes, necesarios en
pequenas cantidades para los organismos y s6lo son tdxicos una vez pasado cierto umbral
de concentracion, en este grupo se incluyen Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Se y Zn. S6lo un
grupo pequefio de metales no tiene funcion bioldgica conocida y son altamente toxicos,
incluso a dosis bajas. Entre ellos se encuentran el As, Cd, Hg, Pb, Sb y Bi (Emsley, 2011;
Salt y col., 1995; Schiitzendiibel y Polle, 2002). Sin embargo, en un sentido ecolégico,
cualquier metal o metaloide que cause la contaminacion del medio ambiente, o que no
pueda ser bioldgicamente degradado (y por lo tanto se bioacumule), podria ser
considerado como un metal pesado (Herrera-Estrella y Guevara-Garcia, 2009). Los
metales pesados como cadmio, cobre, plomo, cromo, zinc y niquel son importantes
contaminantes ambientales, particularmente en las areas de alta presion antropogénica.
Wang y Chen, (2009) clasifican los metales pesados en tres categorias: metales toxicos
(tales como Hg, Cr, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, As, Co, Sn, etc.), metales preciosos (tales como
Pd, Pt, Ag, Au, Ru etc.) y radionucleidos (como U, Th, Ra, Am, etc.; Wang y Chen, 2009).
También es importante tener en cuenta el estado del elemento, si se trata del elemento

puro, o de alguno de sus diversos estados de oxidacion (compuestos), que no presentan
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las mismas propiedades fisicas, quimicas, toxicas ni ecotoxicas, complicando todavia mas

su clasificacion (Navarro-Avind y col., 2007).

1.1.1 Fuentes

La acumulacion de metales pesados en concentraciones andmalas en el suelo
conduce a una disminucion de la calidad del mismo y ademads es toxica para las plantas,
dando lugar a una disminucion o pérdida de la cubierta vegetal, favoreciendo la erosion
y transporte de contaminantes hacia otros compartimentos (aguas subterraneas y
superficiales y cadena tréfica), lo que plantea un importante problema mundial desde el
punto de vista medioambiental y de salud humana. Las caracteristicas del suelo también
juegan un papel importante en la reduccion o aumento de la toxicidad de los metales, asi

como su distribucion en los perfiles del suelo y su disponibilidad (Colombo y col., 1998).

La acumulacion de metales por factores naturales depende de Ila
geodisponibilidad, esto es la cantidad que puede liberarse a la superficie o cerca de la
superficie por procesos mecanicos, quimicos o bioldgicos (Plumlee, 1994). Los metales
pesados son muy estables en el suelo por lo que la geodisponibilidad de los elementos de
las rocas y su aportacion al suelo es insignificante respecto a la derivada de las acciones

antropogénicas (Figura 1.1).

Figura 1.1. Fuentes antropogénicas de
contaminacion por metales pesados.

Las principales concentraciones andmalas de metales pesados en suelos provienen
fundamentalmente de las menas metalicas (sulfuros, 6xidos). La explotacion y extraccion

de metales produce anualmente millones de toneladas de residuos, la mayoria con pirita
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y otros sulfuros, cuya oxidacion libera grandes cantidades de metales pesados al
ambiente, y en particular a los suelos, incrementando su concentraciéon a niveles de
macroelementos, afectando negativamente la calidad del suelo, inhibiendo Ia
descomposicion de la materia orgédnica, produciendo una clase textural desequilibrada,
provocando ausencia o baja presencia de la estructura edafica, alteracion de las
propiedades quimicas, desequilibrio o disminucién en el contenido de nutrientes
fundamentales, ruptura de los ciclos biogeoquimicos, dificultad de enraizamiento, baja
retencion de agua y presencia de compuestos toxicos (Garcia y Dorronsoro, 2005),
afectando también la diversidad y actividad de los organismos del suelo (Salomons,
1995). En estas areas, las capas superiores de los suelos presentan concentraciones
elevadas de Cu, Ni, As, Se, Cd, Fe, etc., dependiendo del tipo de mineral explotado (Galan
Huertos y Romero Baena, 2008).

Otra de las principales fuentes antropogénicas de metales pesados en suelos es la
actividad agricola, por el riego, el estiércol, las enmiendas calizas, el uso de fertilizantes
inorganicos y pesticidas y los lodos residuales de depuradoras. Ademas, la generacion
eléctrica, por la combustion del carbdn, es una de las principales fuentes de deposicion
de metales en el suelo; las centrales térmicas que usan petroleo pueden ser fuentes de Pb,
Niy V. En cuanto a las actividades industriales, las principales industrias contaminantes
son las fundiciones de hierro y acero, que emiten metales asociados a las menas de Fe y
Ni. La fabricacion de baterias que produce cantidades considerables de Pb; las industrias
de productos quimicos, farmacos, pigmentos y tintes, el curtido de pieles, etc. que también
producen distintos tipos de contaminantes. En general las areas altamente industrializadas
contienen As, Cd, Cr, Hg, Fe, Ni, Pb y Zn. Ademas, el 10 % de los residuos domésticos

estan compuestos por metales (Galan Huertos y Romero Baena, 2008).

1.1.2 Biodisponibilidad de metales pesados para la planta

La toxicidad de una sustancia quimica es su capacidad para producir efectos
perjudiciales al entrar en contacto con un ser vivo. Los metales pesados son especialmente
peligrosos debido a la capacidad de bioacumulacion que presentan. En un suelo
contaminado por metales pesados, su toxicidad viene determinada por las
concentraciones de los metales en las fases bioasimilables. Por este motivo podria decirse
que la concentracion de metales pesados en la fase bioasimilable es una medida de la

toxicidad real del suelo, mientras que la concentracion total de metales sirve para
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determinar la peligrosidad o toxicidad potencial de dicho suelo. Por tanto, la toxicidad de
un metal es distinta en funcion del tipo de suelo y las caracteristicas del mismo (Aguilar
y col, 2001). Los metales tienden a acumularse en la superficie del suelo quedando
accesibles al consumo de las raices de los cultivos (Baird, 1999). Las plantas cultivadas
en suelos contaminados absorben en general mas oligoelementos y la concentracion de
éstos en los tejidos vegetales estd a menudo directamente relacionada con su abundancia

en los suelos, y especialmente en la fraccion himeda (Kabata-Pendias, 2011).

La movilidad y biodisponibilidad que presentan los metales en los suelos se
encuentra condicionada por distintos factores quimicos, fisicos y bioldgicos que influyen
en la reactividad de los metales en un sustrato tan heterogéneo como son los suelos (He
y col, 1993; Garcia, 2005). Los equilibrios que se dan entre los metales y los diferentes
componentes del suelo provocan que estos elementos se repartan entre fracciones solubles
en agua, en posiciones intercambiables de arcillas y materia orgdnica, enlazados a 6xidos,
carbonatos, sulfatos y fosfatos, o dentro de redes cristalinas (Figura 1.2; Shuman, 1991).
En los procesos de movilidad de los metales en los suelos se dan reacciones de adsorcion-
desorcion, y precipitacion-disolucion, asi como reacciones de complejacion y cambios
redox que afectan a la reactividad del metal (solubilidad y biodisponibilidad; Navas y
Lindhorfer, 2003; Basta y col; 2005). Todas estas reacciones y equilibrios se encuentran
controlados por diversos factores, siendo los mas importantes el pH, la capacidad de
intercambio 16nico (CIC) o el potencial redox de los metales (Adriano, 1986; Alloway,

1995; Sposito, 1989).

CADENA TROFICA ‘
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El pH influye en la complejacion de los metales con la materia organica, en las
reacciones de precipitacion o disolucion y en las reacciones redox. Por ejemplo, la
solubilidad del Cd aumenta al reducir el pH por debajo de 6,5 (Scheffer y Schachtschabel,
1989). Por otro lado, la CIC del suelo depende de la superficie de adsorcion determinada
por la presencia y tipo de arcillas, materia organica y oxidos de Fe, Al y Mn. La materia
organica presenta la propiedad de intercambio de iones y también la de formacion de
complejos con los metales (Stumm y Morgan, 1981). Otros factores que influyen en la
movilidad de los metales son el contenido de humedad de los suelos a través de reacciones
de oxido-reduccién, o las propiedades fisicoquimicas de los elementos como son su
electronegatividad o radio idnico (Adriano, 1986). Considerando todos estos factores, el
riesgo de toxicidad por metales en los diversos seres vivos no puede determinarse
unicamente en funcion de la concentracion total del metal, sino teniendo en cuenta su

movilidad y estado fisicoquimico (Mulligan y col 2001; Galan y col., 2003).

1.1.3 El cadmio

El cadmio (Cd) es un elemento quimico con nimero atomico 48 y con una masa
atomica de 112,40. Es un metal del grupo de los elementos de transicion, de color blanco
plateado y maleable. Debido a su elevada densidad se incluye dentro del grupo de los
metales pesados (Barceld y Poschenrieder, 1990). Es un metal altamente perjudicial, se
estima que su vida media es aproximadamente de 15 a 30 afios (Henson y Chedrese, 2004;
Maruthi y col., 2007). La Agencia para Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades
(ATSDR) consider6 al Cd, en 2013 como la séptima sustancia toxica con mas prioridad,
teniendo en cuenta su frecuencia, toxicidad y exposicion potencial para humanos
(http://www.atsdr.cdc.gov/). Su concentracion en un suelo no contaminado, segun la
agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos (EPA, 1999), debe mantenerse en

niveles inferiores a 1 mg kg™

Se trata de un elemento no esencial salvo cuando funciona como cofactor de la
anhidrasa carbonica en diatomeas bajo escasez de nutrientes (Lane y Morel, 2000; Morel
y Malcolm, 2005). Es poco abundante en la corteza terrestre y toxico a concentraciones
bajas en todos los organismos vivos (Cullen y Maldonado, 2013). Como todos los metales
pesados, el Cd puede acumularse en los organismos, transferirse de un nivel trofico al
siguiente y multiplicar su concentracion a lo largo de las cadenas troficas produciéndose

fenomenos de bioacumulacién (De Acevedo, 2003). El Cd generado por erupciones
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volcanicas y actividades antropogénicas es removido de la atmosfera por deposicion de
particulas o por precipitacion, para luego ser posteriormente transportado a rios y
océanos. De igual forma, los efluentes industriales con Cd llegan a los rios donde es
absorbido por la materia particulada y acumulado en sedimentos (Salazar y Reyes, 2000).
Cuando se combina con otros elementos formando compuestos como cloruros, 6xidos o
sulfuros, que se unen fuertemente a las particulas del suelo permanece en ¢l por muchos
anos. Por otro lado, la aplicacion reiterada de fertilizantes fosfatados incrementa las
cantidades de Cd en el suelo y puede llegar a afectar a los cultivos (Bonomelli y col.,

2003).

La biodisponibilidad del Cd para la planta depende de numerosos factores fisicos,
quimicos y biologicos que modifican su solubilidad y el estado del metal en el suelo y la
presencia de otros cationes como el Cu, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn y Ni (McLaughlin y
Singh, 1999; Rodriguez-Serrano y col., 2009; Liu y col., 2015). También es importante
el tipo de planta, ya que no todas acumulan Cd en igual medida. Posteriormente el Cd se
transloca desde la raiz de las plantas a la parte aérea, pudiendo ser ingerido por la fauna,

pasando al siguiente nivel trofico (Sanita di Toppi y Gabbrielli, 1999).

1.1.4 Elcromo

El Cr aparece frecuentemente como un contaminante ambiental debido a
diferentes actividades industriales (Shahid y col., 2017). El Cr anadido a los suelos puede
mostrar dos estados de oxidacion que difieren en su movilidad y peligrosidad, el Cr (VI)
y el Cr (IIT) (Wittbrodt y Palmer, 1996; Kabata-Pendias, 2011). En un rango de pH de
neutro a alcalino, las especies de Cr (III) se consideran insolubles y poco moviles y
tienden a oxidarse a Cr (VI), con una mayor solubilidad y movilidad en estas condiciones,
estimandose aproximadamente 100 veces mas toxico (Welch y col., 1975; Srivastava y

col., 1999; Adriano, 2001).

El Cr no es un elemento esencial en las plantas, por lo que no tiene un mecanismo
especifico para su absorcion. El Cr (VI) utiliza una via de transporte activo de aniones
esenciales tales como el sulfato (Lopez-Bucio y col., 2014) y compite con aniones
esenciales como Fe, S y P por la unién a los ligandos (Shanker y col., 2005; Singh y col,
2013). El Cr se acumula fundamentalmente en raices y en menor medida en los 6rganos

reproductivos y vegetativos. Es posible que esto se deba a que el Cr se inmoviliza en las
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vacuolas de las células de las raices como respuesta natural frente a su toxicidad, donde
se reduce de Cr(VI) a Cr(Ill) disminuyendo asi sus efectos toxicos (Shanker y col., 2005;
Shahid y col., 2017).

1.1.5 Elcobre

El cobre es un micronutriente esencial que participa en numerosos procesos
fisiolégicos y un cofactor esencial para muchas metaloproteinas, debido a que presenta
una configuracion electrénica que le permite formar complejos con moléculas orgéanicas
o con las cadenas laterales de aminoacidos. Sin embargo, es potencialmente toxico
cuando se acumula en exceso en las células (Lippard y Berg, 1994; Puig y col, 2007). La
contaminacion con este metal se produce mayoritariamente en la cercania de las minas
donde se extrae y procesa, y en las refinerias durante su purificacion (Riedel, 2008),
aunque también plantea serios problemas debido a su amplio uso en la industria y la
agricultura. El cobre no es facilmente bioacumulable y por lo tanto su toxicidad para el

hombre y otros mamiferos es relativamente baja.

Las plantas han desarrollado distintos sistemas moleculares tanto extracelulares
como intracelulares, para mantener el Cu a unos niveles adecuados en la célula y asi
reducir su fitotoxicidad. Existen dos tipos de polipéptidos ricos en cisteina encargados de
secuestrar el Cu: las metalotioneinas (MTs), que se acumulan principalmente en los
tricomas de las hojas, y las fitoquelatinas (PCs), que son especificas de plantas y de
algunos hongos (Rauser, 1995; Sharma y Dietz, 2009). En plantas de Arabidopsis
expuestas a concentraciones entre 5 y 50 uM de Cr, se inhibia el crecimiento de la raiz
principal y aumentaba la densidad de las raices laterales, también se producia la
disminucion de la biomasa de la raiz. Ademas se produjo una alteracion en el contenido
de iones metalicos: Mg, Ca, Fe y Zn aumentaron y el K y S disminuyeron. También se
observaron cambios en la acumulacion de auxinas y citoquininas y una muerte del

meristemo apical superior (Lequeux y col., 2010).

1.1.6 El hierroy el manganeso

El hierro (Fe) es un micronutriente esencial para las plantas debido a que
interviene en procesos fisioldgicos como la fotosintesis, la respiracion y la asimilacion de

nitrégeno (Marschner, 1995). Es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre
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y en el suelo se encuentra principalmente como Fe*" (Lindsay y Schwab, 1982). Sin
embargo, debido a que es un elemento poco mévil en el suelo y muy insoluble a pH basico
(Romheld y Marschner, 1986), su disponibilidad para las plantas suele ser baja, a pesar

de ser un micronutriente abundante (Chaney, 1984; 1988).

Las plantas han desarrollado mecanismos para incrementar el hierro de la rizosfera
y favorecer su movilidad desde el suelo hasta el interior de la raiz. La Estrategia I es la
que utilizan todas las plantas excepto las gramineas y se centra en reducir el Fe**, la forma
méas abundante en el suelo, a Fe?*, previamente a su absorcion (Rémheld y Marschner,
1986; Curie y Briat, 2003; Kobayashi y Nishizawa, 2012). Esta reduccion se produce
mediante una enzima reductasa, localizada en la membrana de las células epidérmicas de
la raiz, cuyo gen ha sido clonado en Arabidopsis (AtFRO2; Robinson y col., 1999), y en
otras especies, como pepino (CsFRO1; Waters y col., 2007) y tomate (SIFRO1; Xudong
Cheng y col., 2004). El hierro reducido, es transportado hacia el interior de las células a
través de un transportador localizado en la membrana de las células epidérmicas de la
raiz, cuyo gen también ha sido clonado en Arabidopsis (AtIRT1; Eide y col., 1996) y del
que también se conocen ortdlogos en otras especies, como pepino (CsIRT1; Waters y col.,
2007) y tomate (SIIRT1; Eckhardt y col, 2001). Estos genes estan regulados a nivel
transcripcional por un factor de transcripcion de tipo bHLH (FIT) en Arabidopsis, que
actia conjuntamente con otros dos factores de transcripcion, bHLHH38 y bHLH39
(Colangelo y Guerinot, 2004; Jakoby y col., 2004; Yuan y col., 2008; Wang y col., 2007).
Cuando las plantas de Estrategia I sufren deficiencia de hierro, inducen cambios
fisiolégicos (incremento de la capacidad reductora del Fe** y de la capacidad para
transportar Fe?*, acidificacion de la rizosfera y excrecion de compuestos fendlicos,
quelantes del Fe) y morfologicos (desarrollo de engrosamientos subapicales con
abundantes pelos radicales); y desarrollo de células de transferencia en sus raices, para
mejorar la absorcion de este nutriente (Romheld y Marschner, 1986). Se ha sugerido que
el transporte de Fe?* de las células de la raiz hasta los vasos del xilema se realiza formando

parte de un complejo con nicotianamina (Hell y Stephan, 2003).

La deficiencia de hierro en la planta produce clorosis férrica y se manifiesta como
un amarilleamiento internervial de las hojas mas jovenes y da lugar a una disminucion de
la fotosintesis y de la acumulacion de materia orgéanica, lo que origina un descenso del

crecimiento y de la productividad de los cultivos afectados (Chaney, 1984).

10
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El manganeso es una sustancia que se encuentra de forma natural en el ambiente,
constituyendo el 0,095 % de la corteza terrestre (CICAD, 2004). Se presenta en formas
compuestas, siendo los mas abundantes 6xidos, sulfuros, carbonatos y silicatos. Todos
los organismos requieren Mn en niveles traza para su supervivencia. Es un metal de
transiciéon que puede existir con diferentes estados de valencia y por lo tanto juega el
papel de catalizador en la transferencia de electrones cuando se utiliza como cofactor de
proteinas. Asi, es un constituyente de metaloenzimas esenciales para la defensa
antioxidante como la enzima Mn-superoxido dismutasa (MnSOD; Marschner, 1995).
Ademads, el Mn es un activador de numerosas enzimas implicadas en diversas rutas
metabolicas, tales como la sintesis de DNA, el metabolismo de aztucares, la modificacion
de proteinas, la fotolisis del agua en cloroplastos y la sintesis de lignina (Socha y

Guerinot, 2014).

A pesar de la importancia del Mn en el desarrollo de las plantas, se sabe
relativamente poco acerca de su entrada y circulacion entre los tejidos y dentro y fuera de
los organulos. Hay pocos transportadores de Mn identificados en las plantas, esto puede
deberse a que el Mn comparte muchos de los transportadores de otros cationes divalentes
tales como el Fe (Socha y Guerinot, 2014). La deficiencia de Mn puede deberse a
multiples factores, incluyendo altas concentraciones de otros minerales en el suelo (Fe,
Mg, Ca, P), que pueden interferir con la absorcion de Mn asi como la alcalinidad del suelo

(Lynch y St.Clair, 2004; Marschner, 2012).

El Mn intracelular se encuentra en multiples lugares de la célula, incluyendo el
cloroplasto, la pared celular, las mitocondrias y el aparato de Golgi (Marschner, 1995).
El Mn también se encuentra en la vacuola, un organulo que es critico para la homeostasis
de metales, sirviendo como sumidero intracelular cuando los metales estan en exceso y
como fuente cuando los metales son limitados (Pittman, 2005; Fernando y col., 2006;

Lanquar y col., 2010).

Las plantas deficientes en Mn presentan un crecimiento menor y son mas
susceptibles a patdégenos y dafios a temperaturas de congelacion (Marschner, 2012),
también se caracterizan por la disminucion de la fotosintesis neta, la necrosis tisular
debido a una disminucion de los niveles de manganeso superdxido dismutasa (MnSOD)

y un aumento de los radicales libres de oxigeno (Marschner, 2012). Debido a que el Mn
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es un cofactor en la biosintesis del acido cindmico y su polimerizacion en lignina, la
disminucién de la concentracion de lignina es especialmente prominente en las raices de

las plantas deficientes en Mn (Marschner, 2012; Salvador y col., 2013).

Debido a que el Mn y el Fe compiten por los transportadores comunes y los

ligandos, la toxicidad del Mn se debe en parte a la induccidon de una deficiencia de Fe.

1.1.7 El arsénico

El arsénico se encuentra en estado solido principalmente en forma de sulfuros y
es un elemento ampliamente distribuido en el ambiente. Se encuentra en diferentes
estados (-III, 0, + IIT y + V), principalmente como arseniato (AsV) y arsenito (AslIl), y
presenta un amplio rango de solubilidad dependiendo del ambiente i6nico y del pH
(Finnegan y Chen, 2012). El arsénico inorganico esta presente en suelo, agua, aire y se
acumula en cultivos que crecen en suelos contaminados (Meharg y Hartley-Whitaker,
2002). Las principales actividades antropogénicas fuente de As son: la mineria, la
siderurgia, la agricultura, la silvicultura, las plantas de tratamiento de combustibles
fosiles, los desechos urbanos y la ganaderia (Adriano, 2001; Cullen y Reimer, 1989; Fitz
y Wenzel, 2002). Ademas, los residuos urbanos que derivan en la obtencion de lodos de
depuradora y compost, que son usados ocasionalmente como enmiendas organicas de

suelos, pueden contener arsénico en cantidades variables.

La tasa de absorcion y acumulacion de As por las plantas depende de factores tales
como el tipo de suelo, la especiacion, las especies de plantas y los mecanismos de
absorcion (Zhao y col., 2009; Finnegan y Chen, 2012). Las raices de las plantas toman
selectivamente formas especificas de As a través de vias y transportadores distintos
(Farooqy col., 2016). Aunque la informacion sobre la capacidad de movilizar/inmovilizar
As por las plantas no es abundante, la analogia fosfato/arseniato permite establecer
relaciones en la dinamica del P y del As en la rizosfera (Fitz y Wenzel, 2002). Por otro
lado, el arsénico en suelos esta retenido en gran proporcién en 6xidos-hidroxidos y
cualquier estrategia capaz de atacar los 6xidos-hidroxidos de Fe para movilizar el Fe
alterara por tanto las superficies de retencion del As, pudiendo incluso solubilizarlo (Fitz

y Wenzel, 2002).

12



Introduccion

1.2 Interaccion metales pesados-planta

1.2.1 Entrada de metales pesados a la planta

La entrada de metales pesados en la planta viene determinada por la esencialidad
o no de los mismos. Para los metales esenciales existen transportadores especificos pero
para los metales pesados que no son esenciales, se asume que no existen mecanismos de
entrada especificos y entran en la célula a través de los transportadores esenciales para
multitud de procesos fisiologicos (Clemens, 2001). Se ha sugerido que metales toxicos,
tales como el cadmio, entran en las células vegetales mediante transportadores de cationes
esenciales, tales como Fe y Ca (Thomine y col., 2000). Un exceso de cationes esenciales
como el Zn** y el Ca?’, producen un efecto protector frente a la toxicidad del cadmio
(Aravind y Prasad, 2005), lo que sugiere la existencia de una competencia de estos
cationes por la entrada a la planta. Se ha demostrado la implicacién de los canales de alta
afinidad de Ca*" con unién a calmodulina (NtBP4), que han sido localizados en la
membrana plasmatica de plantas de tabaco y pueden interaccionar con Pb*? y Ni*? (Arazi
y col., 1999); canales de Ca®" como la proteina LCT1 de trigo (Triticum aestivum L.) que
regula también el transporte de Ca®" y Cd*" en levaduras (Clemens y col., 1998; Perfus-

Barbeoch y col., 2002) .

La familia de transportadores de Zn (ZIP, Zrt-, Irt-like Protein), que son
transportadores de iones metélicos divalentes de baja especificidad, estan implicados en
la entrada de Fe?" y Zn?" (Fox y Guerinot, 1998), si bien, ZIP2 y ZIP4 podrian presentar
cierta especificidad por el Cu (Guerinot, 2000; Wintz y col., 2003). Entre estas proteinas
se encuentra el IRT1, regulado por Fe como se ha mencionado anteriormente (lron
Responsive Transporter 1), que es el principal sistema de entrada del Fe?* en raices de
Arabidopsis (Vert y col., 2002; Guerinot, 2000) y aunque el sustrato preferente es el Fe,
este transportador también es capaz de incorporar Cu, Mn , Zn y Cd (Eide y col., 1996;
Korshunova y col., 1999). Por lo tanto, en las plantas, el gen IRTI se regula
transcripcionalmente en respuesta a la deficiencia de Fe, pero una vez expresado puede
ser capaz de transportar otros metales divalentes ademas de éste (Welch y col., 1993).
Existen evidencias que apuntan a un papel de IRT1 en la mediacion de la acumulacion de
Cd en plantas deficientes en hierro. La capacidad de IRT1 para transportar Cd podria
resultar util para eliminar Cd de suelos contaminados (Cohen y col., 1998). Otros estudios

realizados en Saccharomyces, Thlaspi y Arabidopsis han identificado transportadores de
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Zn", como son ZRT1, ZRT2, ZRT3 y ZRT4, también pertenecientes a las proteinas ZIP
(Zhao y Eide, 1996; Grotz y col., 1998; Pence y col., 2000). Este grupo de proteinas no
solo esta implicado en la entrada de metales a la célula, sino que también poseen

funciones de transporte a la vacuola para la inmovilizacién del metal, como es el caso de

ZRT3 (MacDiarmid y col., 2000).

Existen distintos tipos de transportadores de membrana implicados en la absorcion
de AsIII, como las acuaporinas y los transportadores de fosfato. Pertenecientes a la familia
de las acuaporinas estdn las proteinas intrinsecas de tipo nodulina 26 (NIP), que
transportan moléculas neutras como el glicerol y el acido silicilico (Zhao y McGrath,
2009; Chen y col., 2016; Farooq y col., 2016). NIP1; 1, NIP1; 2, NIP3; 1; NIP5; 1; NIP6;
1 y NIP7; 1, estdn implicados en la captacion y transporte de AslIII en las raices de
Arabidopsis (Bienert y col., 2008; Xu y col., 2015b). Ademas, estudios fisioldgicos han
demostrado el papel principal de los canales fosfato, que estan altamente regulados en las
plantas, para la absorcion de AsV por las raices (Finnegan y Chen, 2012; Souri y col.,
2017). Se ha demostrado que la modulacion de la actividad de los transportadores de alta
afinidad de fosfato es una estrategia eficaz para la tolerancia a arsénico, como el
transportador PHT1 de Arabidopsis, implicado en la absorcion de arsénico, y el factor de
transcripcion WRKY6, que regula la expresion del gen transportador de arseniato /
fosfato, restringiendo la activacion del transposon inducida por el arsenato (Sanchez-
Bermejo y col., 2014; Catarecha y col., 2007; Castrillo y col., 2013). Otra familia de
proteinas implicadas en la entrada de metales en plantas son los transportadores NRAMP
(proteinas de macréfagos asociada a la resistencia natural), que fueron identificadas por
primera vez en bacterias (Vidal y col., 1995) y son transportadores de iones metalicos de
amplio espectro (Thomine y col., 2003; Lanquar y col., 2005), de los que se habla mas
ampliamente en el apartado 1.4.1. En Arabidopsis thaliana se han identificado varias
familias de transportadores de Cu, como los transportadores COPT y la familia de
transportadores YSL (con forma de franja amarilla), que se han descrito como

transportadores de metales, conjugados con nicotianamina (Curie y col., 2009).

La mayoria de los transportadores implicados en la translocacién de Mn tienen una amplia
especificidad para varios cationes divalentes incluyendo Fe, Zn, Cu, Cd, Ca, Coy Ni e
incluyen NRAMP, YSL, ZIP, CAX (intercambiador de cationes), CDF / MTP (facilitador
de difusion catidnica / proteina de tolerancia metélica), ATPasas de tipo P y VIT

(transportador de hierro vacuolar; Socha y Guerinot, 2014). Los transportadores mas
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destacados, implicados tanto en la captacion como en la translocacion y los metales

principales que transportan, se presentan en la Figura 1.3.

Translocacion

I Figura 1.3. Familia de
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Una vez en la célula, los metales pesados se pueden unir a donadores de Ny S, de
grupos funcionales de macromoléculas y ligandos de bajo peso molecular que estan
presentes de forma constitutiva o bien se sintetizan en respuesta a los metales. Estos
complejos pueden ser transportados a vacuolas u otros organulos celulares (Frausto Da
Silva y Williams, 2001). Una vez en la raiz, los metales pueden pasar al xilema a través
del apoplasto y/o simplasto formando complejos. Algunos metales pueden quedar
retenidos en la raiz y otros pasan en mayor o menor medida a tallos, hojas, frutos y
semillas en orden decreciente (Blum, 1997). La eficiente translocacion del metal al tallo
requiere un paso radial por el simplasto, una carga activa en el xilema y la disponibilidad
de ligandos adecuados en el mismo (Clemens, 2006). También se ha estudiado la
implicacion indirecta de las fitoquelatinas en el transporte de cadmio de la raiz al tallo
(Gong y col., 2003) y del tallo a la raiz (Chen, 2006). El paso de metales desde el citosol
de células de la raiz a los haces vasculares requiere un transporte de los iones metalicos
y/o0 la unién de los mismos a ligandos con los que atraviesan la membrana (Axelsen y
Palmgren, 2001; Frausto Da Silva y Williams, 2001). Un buen candidato para este
transporte es la superfamilia de las ATPasas de tipo P, que desempena la funcion de
transporte de una amplia gama de cationes a través de las membranas celulares. Las

ATPasas de metales pesados poseen ocho dominios transmembrana con un gran bucle
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citoplasmico (Mills y col., 2012; Axelsen y Palmgren, 2001). Existen 8 ATPasas de
metales pesados, 6 Nramps y 15 ZIPs presentes en Arabidopsis (Mills y col., 2012; Miser
y col., 2001). La superfamilia ABC es otra familia de proteinas transmembrana
implicadas en una amplia gama de funciones de transporte mediante el uso de energia
procedente de la hidrélisis de ATP (Kang y col., 2011; Theodoulou y Kerr, 2015). En
plantas, se han identificado 13 subfamilias de esta superfamilia, siendo las proteinas de
resistencia multiple (MDR) las mas numerosas (Kang y col., 2011). Otras subfamilias
importantes de la superfamilia (ABC) son homologos de proteinas asociadas a la
resistencia a multiples farmacos (MRP), homologos de proteinas de membrana

peroxisomal (PMPs), homologos pleiotrdpicos de resistencia a farmacos (PDR), etc.

1.2.2 Mecanismos de tolerancia

Las plantas han desarrollado una serie de mecanismos homeostaticos que sirven
para controlar la entrada, acumulaciéon, movimiento y detoxificacion de los metales
pesados (Clemens, 2006). Algunos mecanismos celulares de tolerancia de las plantas a

un exceso de metales pesados son:

1. Lamembrana plasmatica: Para evitar la acumulacion toxica de iones metalicos
en el citoplasma, las plantas tienen mecanismos para alterar la permeabilidad de
la membrana plasmatica y evitar el transporte de estos iones a través de ella,
reduciendo la captacion o estimulando las bombas de flujo de metales que
promueven la entrada al citosol (Navarro-Aviiid y col., 2007). Asi, se han descrito
transportadores que facilitan la entrada/salida a través de la membrana plasmatica
como ATPasas, NRAMPs, familia CDF o la familia ZIP (Navarro-Avii6 y col.,
2007).

2. Pared Celular: La incorporacion de los metales toxicos en las paredes celulares
es otro mecanismo distinto de tolerancia y acumulacion de metal por parte de las
plantas (Memon y Schroder, 2009). Debido a una interaccion electrostatica entre
los metales y la pared celular, estos quedan retenidos por la estructura de la lignina
y la celulosa (Navarro-Avind y col., 2007).

3. Exudados de la raiz: Entre los exudados de bajo peso molecular encontramos
acidos organicos, azucares, fenoles, aminoacidos y gases como el etileno que
pueden facilitar la disponibilidad de los metales. Asi, se ha observado que los

exudados favorecen la absorcidon de Fe en suelos deficientes en el mismo
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(Navarro-Aviié y col., 2007). La exudacion de mucilagos que forman una capa
externa a la raiz (mucigel), también favorece la formacion de complejos de
metales pesados como el Cd, Cuy Pb (Navarro-Avifid y col., 2007). Los exudados
de alto peso molecular son productos de lisados (autolisis de células epidérmicas
y corticales), secreciones y mucilagos y también facilitan la disponibilidad de los
metales (Navarro-Avifio y col., 2007). Estos exudados pueden ademas mantener
una diversa microflora en el suelo contribuyendo a la resistencia y capacidad
fitorremediadora de metales pesados por parte de la planta o del sistema suelo-
planta (Chen y col., 2006; Jing y col., 2007).

Acidos organicos y aminoacidos: Los aminoacidos y 4cidos organicos
reaccionan con los iones metélicos a través de los atomos de S, N y O. Citrato,
oxalato y malato estdn implicados en multitud de procesos incluidos en la
tolerancia y transporte de metales a través del xilema y su secuestro en la vacuola
(Rauser, 1999). El cadmio puede pasar al xilema a través del apoplasto y/o a través
del simplasto formando complejos (Clemens y col., 2002).

Formacion de complejos: Las raices de las plantas secretan activamente
compuestos de bajo peso molecular que pueden funcionar como quelantes de
metales. De esta manera el metal queda estabilizado i6nicamente, impidiendo la
interaccion quimica. La mayoria de los metales de transicion recogidos en células
estan unidos a ligandos de alto o bajo peso molecular (Clemens, 2006). La planta
también utiliza el mecanismo de formacion de complejos en el interior de la célula
para detoxificar los metales pesados. Los ligandos que utilizan son principalmente
aminodcidos y 4cidos orgéanicos, como 4cido citrico y malico, la histidina, la
cisteina, etc (Navarro-Avifid y col., 2007), y dos clases de péptidos: fitoquelatinas
y metalotioneinas (Clemens, 2006; Kiihnlenz y col., 2016).

Las fitoquelatinas son ligandos de alta afinidad que tienen un papel
fundamental en el secuestro de metales pesados presentes en el citoplasma de las
células vegetales. Se conoce por ejemplo, que plantas que sobreexpresan la
enzima fitoquelatina sintasa, muestran una mayor tolerancia frente al cadmio
(Pomponi y col., 2006). Las metalotioneinas son pequefias proteinas ricas en
cisteina capaces de formar complejos con cationes mediante el grupo sulfhidrilo
que poseen como radical. Si bien en plantas estas moléculas no son las principales
responsables de la detoxificacion de metales, como ocurre en células animales

(Hamer, 1986), se ha visto que confieren tolerancia al Cd cuando se expresan en
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levaduras. En algunas plantas se han encontrado genes que codifican
metalotioneinas que estdn reguladas positivamente por exceso de metales
(Cobbett y Goldsbrough, 2002; Rauser, 1999).

6. Compartimentalizacion vacuolar: El transporte al interior de la vacuola y la
acumulacion de complejos fitoquelatina-metal en la vacuola es una manera de
reducir la concentracion de metales toxicos en el citoplasma involucrando
diferentes sistemas de transporte (Navarro-Aviné y col., 2007). Existen otras vias
de secuestro del metal en la vacuola como es el antiporte metal pesado/protones
(Clemens, 2006). La compartimentalizacion vacuolar del Cd** mediante
fitoquelatinas estd muy estudiada, se ha demostrado en células de levadura que el
Cd entra en la vacuola unido a fitoquelatinas utilizando los canales tipo ABC
(Ortiz y col., 1995). Otro posible transportador de Cd** a la vacuola es un
cotransportador de Cd*"/ H* (Salt y Wagner; 1993). Los transportadores de
cationes CAX, implicados en el transporte de calcio a la vacuola, también pueden
transportar otros metales como cadmio (Park y col., 2005).

7. Biotransformacion: Son rutas metabdlicas por medio de las cuales los tejidos
incrementan la polaridad de un téxico, por lo que aumenta la difusibilidad del
mismo y por tanto puede incrementar la velocidad de excrecion del compuesto
(Navarro-Avind y col., 2007).

8. Hipertolerancia e Hiperacumulacion: Algunas plantas son capaces de crecer en
suelos con alta concentracion de metales pesados como Zn, Cu, Ni, Cd o Pb
(Schat, 1999). Se han descrito mas de 400 especies de plantas que se sabe que no
solo toleran sino que hiperacumulan uno o més de estos metales (Baker y Brooks,
1989). El andlisis genético en diversas plantas hipertolerantes o
hiperacumuladoras demostr6 que son caracteres independientes (Bert y col,
2003), por ello las plantas hiperacumuladoras han de tener mecanismos de
absorcion y de tolerancia para poder resistir los elevados niveles de metales
acumulados en sus tejidos. La hiperacumulacién es un proceso activo que parece
estar implicado en la proteccion de la planta frente a patdgenos y herbivoros,
confiriéndole una ventaja adapatativa que aun no esta completamente estudiada
(Behmer y col., 2005; Poschenrieder y col., 2006). Algunas plantas basan su
resistencia en la restriccion del transporte del metal a la parte aérea; otras,
acumulan el metal en la parte aérea en una forma no toxica para la planta. La

exclusion de metales es mas caracteristica de especies sensibles/tolerantes a los
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metales, mientras que la acumulacion es méas comun en especies endémicas de
suelos contaminados o metaliferos.

9. Micorrizas: Las plantas micorrizadas presentan una mayor tolerancia a los
metales pesados (Gohre y Paszkowski, 2006), gracias a su capacidad para
inmovilizar los metales en la raiz impidiendo que estos pasen a la parte aérea
(Navarro-Avind y col., 2007). La primera barrera de la entrada del metal a la
planta es la pared celular del hongo, que tiene una gran capacidad para adsorber
cationes sobre su superficie. Sin embargo, se ha observado también una intensa
actividad de translocacion y absorcion de metales pesados en algunas especies por
efecto de las micorrizas, por lo que funcionan en ambos sentidos y por tanto
podrian ser una alternativa para fitorremediacion (Tamayo y col., 2014; Navarro-

Avifid y col., 2007).

1.2.3 Toxicidad de los metales pesados en planta

En plantas, algunos metales pesados y metaloides pueden ser toxicos incluso a
muy bajas concentraciones, siendo por esa razén elementos fitotoxicos (Corpas y col,
2010; Xiong y col., 2010; Rascio y Navari-Izzo, 2011). Asi, podemos distinguir dos
categorias de metales pesados: elementos esenciales requeridos para el normal
crecimiento y el metabolismo como son Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni y Zn (micronutrientes);
y elementos no esenciales ya que no tienen ningun papel fisioldégico conocido como son
Cd, Hg, Pb o As, potencialmente toxicos aun cuando se encuentran en concentraciones

bajas.

La toxicidad de los metales no esenciales es provocada por la similitud con otros
que si lo son, reemplazandolos en sus funciones debido a la afinidad por ligandos
celulares como sulfhidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo. El resultado
de estas uniones ligando-metal puede ser muy perjudicial para la célula, bien actuando
sobre proteinas e inhibiendo su actividad o compitiendo con elementos esenciales del
metabolismo produciendo efectos de deficiencia (Schiavon y col., 2012; Quig, 1998;
Sharma y Dubey, 2005). La toxicidad por metales pesados también se debe en parte a un
estrés oxidativo, como consecuencia de la mayor generacion de especies de oxigeno
reactivo (ROS) como se verd en el apartado 1.5.4. Los metales capaces de modificar su
estado de oxidaciéon como el hierro y el cobre pueden participar en las reacciones de

Haber-Weiss y Fenton que resultan en la formacion del radical hidroxilo (Ver apartado
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1.5.4). Los metales que no experimentan cambios de 6xido-reduccion, como el cadmio y
el plomo, no actiian directamente en la generacion de ROS pero alteran el sistema de

defensa antioxidante de la célula (Singh y col., 2015b).

Algunos sintomas que pueden observarse en plantas debido a la toxicidad por la
exposicion a Cd y otros metales pesados son: la disminucion de la germinacion de
semillas y crecimiento de la plantula, la reduccion de los pigmentos de clorofila, la
perturbacion en la apertura de los estomas, la conductividad hidraulica de la raiz, la
alteracion de la fotosintesis, necrosis, pardeamiento y atrofiado de las raices (Usharani y
Vasudevan, 2014), la perturbacion en el equilibrio hidrico, asi como desequilibrios
nutricionales (Sanita di Toppi y Gabbrielli, 1999; Poschenrieder y col., 1989; Sandalio y
col., 2001).

Las plantas en general, son muy sensibles a la toxicidad del Cu, ya que la
acumulacion en sus tejidos puede producir alteraciones metabdlicas y la inhibicion del
crecimiento (Fernandes y Henriques, 1991). La longitud de la raiz es un pardmetro muy
sensible al Cu, un defecto en la homeostasis de Cu afecta fuertemente a la elongacion de
la raiz de Arabidopsis (Sancenén y col., 2004; Andrés-Colés y col., 2006). Una de las
principales causas de toxicidad del Cu, es el desplazamiento de otros iones esenciales de
las metaloproteinas alterando su funcion biologica (Ochiai, 1995; Desideri y Falconi,
2003; Yang y col, 2006). Por otro lado, las mismas propiedades redox que hacen del Cu
un elemento esencial en el metabolismo aerobio, lo convierten en un importante agente
citotoxico por su alta capacidad de incrementar y acelerar la produccion de radicales

hidroxilo a través de las reacciones de tipo Fenton y Haber-Weiss (Singh y col., 2015b).

En cuanto al As, se sabe que el AslII es mas toxico y movil que el AsV (Kumar y
col., 2015). Los sintomas que provoca el arseniato son la reduccion de la elongacion
radicular (Meharg y Hartley-Whitaker, 2002; Vazquez Reina y col., 2005; Geng y col.,
2006), la falta de ramificacion radicular, clorosis en las hojas (Moreno-Jimenez y col.,
2008), marchitamiento foliar, o el achaparramiento e incluso la necrosis en la parte aérea
(Carbonell-Barrachina y col., 1998). En el caso del arseniato algunos autores han
relacionado esta reduccion con la disminucién de la concentracion de P provocada por
altas dosis de As. El arseniato compite con el fosfato en las reacciones de fosforilacion,
por ejemplo en la sintesis de ATP, pudiendo formar ADP-As altamente inestable que

altera el ciclo energético celular (Verbruggen y col., 2009). Sin embargo, la toxicidad de
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AslII se debe principalmente a su tendencia a reaccionar con grupos tiol (-SH) de enzimas
y proteinas que contienen residuos de cisteina o cofactores de ditiol que alteran su

estructura y funcion (Finnegan y Chen, 2012).

Los cromatos y dicromatos pueden ser absorbidos a través de las raices y la
superficie foliar de las plantas produciendo clorosis, disminucion en la incorporacion de
Ca, K, P, Fe y Mn, una reduccion del peso seco de las hojas, alteracion del metabolismo
de los carbohidratos y una disminucioén en la concentracion de las clorofilas (Shanker y
Pathmanabhan, 2004; Shanker y col., 2005; Nagarajan y Ganesh, 2015; Jun y col., 2009).
Ademas, el Cr produce alteraciones en la germinacion de semillas, reduccion del
crecimiento de raices y hojas, que adquieren una coloracion pardo-rojiza con la aparicion
de pequefnias manchas necroéticas (Poschenrieder y col, 1993; Panda y Choudhury, 2005;
Panda, 2007). A nivel celular el cromo causa modificaciones en la estructura de
cloroplastos y de las membranas celulares (Bassi y col, 1990; Panda y Choudhury, 2005).
A nivel metabdlico afecta a enzimas antioxidantes provocando estrés oxidativo, graves
dafos celulares y alteraciones del metabolismo de carbohidratos (Panda y Choudhury,

2005; Panda, 2007; Choudhury y col., 2013; Eleftheriou y col., 2015).

1.3 Degradacion de suelos

1.3.1 Contaminacion derivada de la mineria

Una de las actividades humanas que mas metales pesados emite al medio ambiente
es la mineria. Debido a las actividades mineras, los suelos sufren un deterioro quimico y
fisico que genera un elevado grado de degradacion y la pérdida de sus funciones por lo
que normalmente carecen de cubierta vegetal. Las actividades mineras producen un fuerte
impacto ambiental debido a los procesos de extraccion mineral, la trituracion, molienda,
clasificacion, concentracion y los procesos de extraccion metalurgica. En estas
operaciones se producen residuos solidos, liquidos y gaseosos que pueden acabar
contaminando los suelos del entorno (Singh y col., 2015a). Los residuos liquidos se
originan principalmente en determinadas etapas de los procesos de extraccion
metalargica, siendo el vertido directo de éstos la causa de contaminacion de los suelos.
Los residuos gaseosos se generan fundamentalmente en los procesos de extraccion
metalargica, incorporandose a los suelos via deposicion atmosférica (Singh y col.,
2015a). Son particulas transportadas por el viento como resultado de excavaciones,

voladuras, transporte de materiales, erosion edlica, polvo proveniente de los depositos y
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también emisiones gaseosas provenientes de la quema de combustibles. Los residuos
solidos se producen en todos los procesos involucrados en la actividad minera, y son la
principal fuente de contaminacion debido al gran volumen que de ellos se genera. Estos
incluyen las rocas estériles resultantes del proceso de extraccion mineral, los distintos
subproductos derivados del proceso de beneficio de minerales y las escorias producidas
en la extraccion metalurgica. Estos residuos son depositados en escombreras y en balsas
o presas, pudiendo tener lugar a partir de éstas la dispersion de los elementos toxicos al
entorno, ya sea por transporte mecanico de particulas minerales, o por lixiviacioén

(“Environmental, Health y Safety Guidelines for Mining” http://www.ifc.org/). Cuando

los escombros, lixiviados y materiales de desecho de la lixiviacion se excavan y se
exponen al oxigeno y al agua, se puede formar 4cido si el hierro y materiales sulfurosos
son abundantes. A su vez, el acido puede por lixiviacién disolver metales y otros
contaminantes formando una solucion acida con alto contenido de sulfatos y rica en
metales (incluyendo elevadas concentraciones de cadmio, cobre, plomo, zinc, arsénico,
etc.). El lixiviado de compuestos toxicos tales como el arsénico, selenio y otros metales
puede ocurrir aun en ausencia de condiciones acidas. Los compuestos de cianuro y
nitrégeno (amonio, nitrato, nitrito) pueden también elevarse. Estas particulas minerales
dispersas en los suelos sufren procesos de oxidacion y otras reacciones de meteorizacion
que dan lugar a la liberacion de elementos toxicos, provocando que éstos se encuentren
en formas mas moviles y biodisponibles (Alloway, 1995). La erosion de los suelos debido
a la escorrentia superficial cargada de sedimentos causa la acumulacién de capas gruesas
de particulas finas de mineral y de sedimentos en las regiones inundables, también la
alteracion del habitat acudtico, asi como la pérdida de la capacidad de almacenamiento
en las aguas superficiales (Singh y col., 2015a). Los impactos producidos en las especies
silvestres por la pérdida del habitat se deben a la perturbacion y redistribucion de la
superficie de terreno, asi como la contaminacion del agua, disminuyendo la calidad y
disponibilidad de los recursos hidricos en la zona afectada para la vida de las especies

acuaticas y la vida silvestre; y para el consumo humano (Salomons, 1995).

Las mejoras introducidas en la mineria han ido disminuyendo paulatinamente el
contenido de los elementos toxicos en los residuos generados. Por otra parte, la adopcion
de medidas legislativas mas estrictas sobre gestion de los residuos de las industrias
extractivas (Directiva 2006/21/CE; Real Decreto 975/2009) ha supuesto un importante

paso para el establecimiento de medidas para prevenir o reducir en la medida de lo posible
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los efectos adversos que sobre el medio ambiente y la salud humana puedan producir los
residuos resultantes de la actividad minera. No obstante, los emplazamientos mineros,
sobre todo los histéricos, contintian siendo uno de los principales focos de contaminacioén
por elementos toxicos; por ello, a la hora de planificar una regeneracion de la vegetacion
hay que tener en cuenta el uso de especies compatibles con la presencia de metales

pesados presentes en el suelo.
1.3.2 Suelos de las minas de Riotinto y Alquife

Los suelos que se han utilizado como modelo en este trabajo pertenecen a las
zonas mineras de Riotinto (Huelva) y Alquilfe (Granada), situadas en la region de
Andalucia (Figura 1.4). Estas areas sufrieron una intensa actividad minera en los siglos
XIX y XX. Las minas de Riotinto fueron el principal productor mundial de cobre y
Alquife, hasta finales del siglo XX, contribuy6 con el 40% del hierro extraido en Espafia.

La acumulaciéon de materiales de desecho, debido al desarrollo de la mineria
produce un importante impacto medioambiental. Asi, Alquife y Riotinto, han sufrido una

seria degradacion y una pérdida de la cubierta vegetal.

Jerez della F

Figura 1.4. Localizacién de los entornos mineros de Riotinto y Alquife.
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Minas de Riotinto

El area minera de Riotinto esta situada en las proximidades de la localidad de
Nerva, provincia de Huelva (SO Espana), en el cinturén de pirita Ibérica (37 © 42 '4.5 "N
6 °33'35.1" W). Fue declarada como “Bien de interés Cultural” con la categoria de “Sitio
Historico” (Decreto 236/2005, de 25 de octubre). Estas minas estuvieron destinadas
principalmente a la extraccion de cobre y han sufrido una intensa mineria ya desde el
asentamiento de los Tartesos, hasta su maximo apogeo a finales del siglo XIX. Esta fuerte
actividad minera ha generado numerosos residuos que han acidificado las aguas y el suelo
(pH 5,35) y lo han enriquecido con metales pesados asociados a la explotacion del cobre
(Sevilla-Perea y col., 2010). En determinados puntos se han encontrado concentraciones

de 50 uM de Cd, 100 uM de Cu y hasta 160 uM de Pb (Sevilla-Perea y col., 2010).

La regién se caracteriza por un clima semi-arido (régimen de humedad xérico-
aridico con 564 mm de precipitacion y temperaturas del suelo entre 14-26°C) y las
precipitaciones se producen durante el otoflo y el invierno con una media de 70 mm/mes;
en primavera la media es de 25 mm/mes y en verano de 8§ mm/mes. Ademas se caracteriza
por un gran déficit de humedad del suelo (Instituto Nacional de Meteorologia de Espafia,
2002). Por lo tanto, hay poca agua disponible desde abril hasta octubre para los procesos

de translocacion de elementos traza.

En este entorno minero en el que la mayor parte de su superficie esta desprovista
de masa vegetal, podemos encontrar algunas especies silvestres que crecen
esporadicamente en zonas localizadas, como Erica andevalesis, E. australis, Nerium
oleander y sobretodo Cistus ladanifer, un arbusto de hoja perenne de la familia de las
Cistaceas, de hojas aromadticas y pegajosas, en detrimento de casi cualquier otro tipo de
vegetacion (Chopin y Alloway, 2007). Estas especies parecen haberse adaptado a suelos
contaminados presentando mecanismos de exclusion, tolerancia o acumulacién (Chopin

y Alloway, 2007).

Los suelos en Riotinto se clasifican como Entisoles (FAO / UNESCO, 1972). Son
suelos poco desarrollados, inmaduros y poco profundos con un bajo contenido de materia
organica (Buol y col., 1973; Tan, 1994). Son suelos 4cidos (pH 5,35) y de composicion
franco arenosa. Las propiedades fisicoquimicas se describen en la Tabla 1.1. El contenido
de algunos metales potencialmente peligrosos presentes en estas zonas mineras (arsénico,

cadmio, cobre, plomo) excepto niquel y cromo, estan por encima de las normativas
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locales para las concentraciones totales (Pefia y col., 2015) pudiendo inhibir el desarrollo
vegetal y causando alteraciones en el medio ambiente. Los suelos de Riotinto presentan
unas caracteristicas, en especial pH acido, que favorecen la movilidad de los metales, en
particular de Cu y Pb, que se encuentra altamente disponible (IV Congreso ibérico de la

ciencia y el suelo, Sevilla-Perea y col., 2010).
Minas de Alquife

Las minas de Alquife se encuentran en la provincia de Granada, concretamente en
la comarca del Marquesado de Zenete (Andalucia oriental, SE de Espana). Esta zona fue
declarada como “Bien de interés Cultural” con la categoria de “Lugar de interés
industrial” (Resolucién de 27 de julio de 2009, de la Direccion General de Bienes
Culturales). Estas minas estaban destinadas principalmente a la extraccion de hierro y
hasta mediados del siglo XX su explotacién fue subterranea; a partir de entonces se
exploté a cielo abierto, hasta su clausura en 1996. Actualmente, se prevé la reapertura de
estas minas en agosto de 2017, lo que supondria para Andalucia y Granada, la
recuperacion de uno de los yacimientos de hierro mas importantes de Europa con una
produccion prevista de cuatro millones de toneladas de mineral al afo (Instituto Andaluz
del Patrimonio Histérico. Consejeria de Cultura. Junta de Andalucia). El yacimiento
consta de oxidos e hidroxidos de Fe (fundamentalmente de goetita y hematita), estratos
consolidados en los marmoles del Pérmico-Tridsico. La mineria generd grandes
cantidades de residuos, que se acumularon durante muchos afos dando lugar a una
escombrera, que cubre mas de 260 hectareas y cuya altura varia de 60 a 90 m (Sevilla-
Perea y col., 2010). En la escombrera, el suelo se clasifica como Splolic Tecnosol (Unién

Internacional de Ciencias del Suelo, 2006).

La zona tiene un clima mediterrdneo continental, con precipitacion media anual
baja (promedio de 357 mm), concentrada principalmente en otofio e invierno. Los veranos
son extremadamente secos, con una temperatura maxima de 35°C y los inviernos son
frios, con frecuentes heladas y bajas temperaturas cercanas a 0°C en enero. El suelo de
Alquife presenta un pH alcalino (8,0), con un bajo contenido de carbono organico, baja
conductividad eléctrica y esta ligeramente contaminado (Rodriguez-Liébana y col., 2013;
Pefia y col., 2015). Las propiedades fisicoquimicas del suelo, de acuerdo con los métodos
estandar se describen en la Tabla 1.1 (Sevilla-Perea y Mingorance, 2015; Rodriguez-

Liébana y col., 2014).
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Tabla 1.1. Propiedades fisico-quimicas de los suelos de Alquife y Riotinto (Pefia y col., 2015; Chopin y
Alloway, 2007, Sevilla-Perea y Mingorance, 2015; Rodriguez-Lié¢bana y col., 2014).

o Concentracién Conc_entcracién
Alquife Riotinto
pH 8,0 5.35
% Arcilla 8% 55%
% Limo 28% -
% Arena 64% 14%
% Materia organica <1% 1,40%
CIC 6-12 meq/100g -

CaCO3 (gkg ) 224 -

N total (gkg ) 0,6 -
As(mg kg ) - 94
Cu(mgkg ) 30-60 216
Pb(mg kg ') 6-12 172
Cd(mgkg ") 1-11 13
Cr(mgkg ") 70-80 -
Ni(mg kg ") 40-50 -

Mn(gkg ) 10,3 569
Fe(gkg ) 355 43,2

En el area de Alquife, el contenido de estos metales pesados es menor que en
Riotinto, y su distribucion espacial es mds homogénea. En Alquife, el metal mas
biodisponible es el Cd, mientras que los otros metales estan disponibles en cantidades
inferiores al 2% del total. El contenido en materia organica es menor del 1%, la capacidad
de intercambio i6nico de 6-12 meq/100g, y el contenido en N y P es inferior al 0,01%.
De acuerdo a los valores limite establecidos en Espafia, solamente el Cd supera la
concentracion maxima establecida en algunos de los puntos del entorno de Alquife, por
ello se puede considerar con un nivel de polucion medio-severo, pero las caracteristicas
del suelo inducen la retencion de los metales en la fase solida del suelo reduciendo su

movilidad (IV Congreso ibérico de la ciencia y el suelo, Sevilla-Perea y col., 2010).
1.3.3 Estrategias de fitorremediacion

La creciente emision al ambiente de sustancias contaminantes procedentes de las
actividades industriales, mineras, agropecuarias, artesanales y domésticas representa una
amenaza para los seres vivos, por lo que se han desarrollado una serie de métodos para
enmendar el impacto causado. En general, los mecanismos involucrados en la retirada de
contaminantes son de tres tipos: fisicos (sedimentacion, filtracion, adsorcion,
volatilizacion), quimicos (precipitacion, hidrolisis, reacciones de ¢6xido-reduccion o
fotoquimicas) y biologicos (resultado del metabolismo microbiano, del metabolismo de

plantas o de procesos de bioabsorcion). Los métodos convencionales suelen ser costosos
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y pueden afectar de manera irreversible las propiedades del suelo, agua y su fauna
(Padmavathiamma y Li, 2007). Debido a esto y al elevado coste y su limitada eficacia, se
han desarrollado nuevas tecnologias dedicadas a remediar zonas contaminadas mediante

el uso de plantas (fitorremediacién) y microorganismos asociados (biorremediacion).

La fitorremediacion representa asi, una alternativa sostenible y de bajo coste para
la rehabilitacion de ambientes afectados por contaminantes naturales y antropogénicos.
(Raskin, 1996). Es una “tecnologia verde” en la cual las plantas hiperacumuladoras son
capaces de acumular al menos 100 pg/g (0.01% peso seco) de Cd y As; 1000 pg/g (0.1%
peso seco) de Co, Cu, Cr, Niy Pb; y 10 000 pg/g (1.0% peso seco) de Mn (Watanabe,
1997; Reeves y col., 1999; 2006; McGrath y col., 2001; Kamal y col., 2004; Yang y col.,
2004; Padmavathiamma y Li, 2007).

Tecnologias de fitorremediacion

Se han descrito distintas técnicas de fitorremediacion agrupadas en distintas
categorias:  fitoextraccion, fitoacumulacion, fitoestabilizacion, fitodegradacion,
fitotransformacion, rizofiltracion, rizodegradacion, fitovolatizacién y fitorrestauracion

(Figura 1.5; Lim y col., 2016; Mosa y col., 2016).
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Figura 1.5. Mecanismos de fitorremediacién. Modificado de Lim y col., 2016 y Mosa y col., 2016.
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La estrategia para la eleccion de plantas de potencial interés en fitorremediacion
implica una mayor tolerancia a los metales, unida a una mayor capacidad para su
acumulacion en la parte aérea (Pilon-Smits, 2005; Peng y col., 2009). Ademas, la planta
de eleccion deberia producir una gran biomasa y tener una tasa rapida de crecimiento.
Algunas de ellas, debido a su gran capacidad para acumular metales pesados, reciben el
nombre de hiperacumuladoras pero carecen de la biomasa critica necesaria para la
fitorremediacion y estan restringidas a determinadas condiciones geoclimaticas (Hussain
Wani y col., 2016). El desarrollo que se ha conseguido en la descontaminacion de metales
pesados por esta técnica es bastante significativo (Navarro-Avifid y col., 2007). La
identificacion de las especies hiperacumuladoras y su potencial uso en la fitorremediacion
ha atraido recientemente un considerable interés en los mecanismos que regulan las
adaptaciones de las plantas a altas concentraciones de As (Karimi y col, 2013; Danh y
col., 2014). Existen varias especies de plantas capaces de hiperacumular y desintoxicar
niveles elevados de As, la mayoria pertenecen a la familia Pteridaceae (Xie y col., 2009)
como Pteris vittata, Pteris criteca, Pteris longifolia, Pteris umbrosa; otras son Pitrogram
macalomelanos e Isatis cappadocica (Kumar y col., 2015). Dos de estas especies, P.
vittata (Xie y col., 2009) e I. cappadocica (Karimi y col., 2009) se consideran modelos
adecuados para descifrar los mecanismos implicados en la hiperacumulacion y la
tolerancia (Souri y col; 2017). Estas plantas hiperacumuladoras han desarrollado
estrategias coordinadas para la captacion, transporte y translocacion a los brotes, como la
quelacion con GSH vy fitoquelatinas, un eficiente transporte a vacuolas y ademas un
eficiente sistema antioxidante regulado por ROS y NO (Karimi y col., 2009; Souri y col.,
2017). El helecho Pteris vittata esta equipado con sistemas eficientes para la captacion
AsV / Aslll, la translocacion a los brotes y el secuestro en vacuolas (Xie y col., 2009;
Danh y col.,, 2014). Por otro lado, la translocacion de As a hojas en especies
hiperacumuladoras es altamente eficiente y los niveles de eflujo son insignificantes (Su y
col., 2008; Chen y col., 2016). La eficiente translocacién en hiperacumuladoras podria
probablemente ser debida a la reduccion efectiva del arseniato a arsenito en las raices, al
alto transporte de arsenito de la raiz a la hoja, el secuestro en vacuolas radiculares; ademas
de un minimo eflujo de arsenito desde las raices al medio exterior (Su y col., 2008;

Indriolo y col., 2010; Zhao y col., 2009b; Karimi y col., 2009; Raab y col., 2005).

Especies hiperacumuladoras como |. cappadocica y P. vittata acumulan

aproximadamente 60-80% de As en hojas (Karimi y col, 2013; Chen y col., 2016),
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mientras que solo el 5-10% del As total se encuentra en las hojas de especies no
hiperacumuladoras como el helecho P. tremula (Caille y col., 2004), Arabidopsis
(Isayenkov y Maathuis, 2008) y el arroz (Ma y col., 2008).

Las plantas con tendencia a acumular Cr (1.000 mg kg™'; 0,1% del peso seco) se
han clasificado como hiperacumuladoras de Cr (Reeves, 2000). Dado que el Cr se
acumula en gran medida en las raices y se transloca poco a las partes aéreas, es dificil
utilizar plantas para la eliminacion de Cr de las areas contaminadas. Sin embargo, se han
estudiado varias especies hiperacumuladoras de Cr (V) como Azolla Caroliniana (Banach
y col., 2012); Brassica juncea (Diwan y col; 2008., 2010), Eichhornia crassipes (Zhu y
col, 1999); P laevigata (Buendia-Gonzalez y col., 2010); Pteris Vittata (Su y col., 2008)
o Napolea cachenillifera (Adki y col, 2013), y otras especies hiperacumuladoras de Cr
(IIT) como Leersia hexandra (Poacea) (Zhang y col., 2007) o Laguncularia racemosa
(Rocha, 2009).

También existen ejemplos de fitorremediacion para contaminantes orgéanicos
como hidrocarburos, explosivos, tricloroetileno o también en combinacién de éstos con
metales pesados (Makris y col., 2007; Van Aken, 2008, 2009; Huang y col., 2011;
Becerra-Castro y col., 2013; Li y col., 2014; Halaimi y col., 2014).

Otra de las ventajas de la fitorremediacion es que se puede utilizar facilmente en
cualquier area que soporte el crecimiento de plantas. La adicion de fertilizantes para el
crecimiento de las plantas también ayuda a proporcionar la cantidad necesaria de
nutrientes y materia organica, lo que podria ayudar a mejorar la calidad del suelo saneado.
Ademas, las plantas también ayudan a estabilizar el suelo debido a la estructura extensa

de sus raices (Krdmer, 2005; Zhao y McGrath, 2009a).

No obstante, la fitorremediacion es un proceso lento y en gran parte sin efecto
debido a la fitotoxicidad de los metales pesados en plantas (Dhankher y col, 2011) y solo
podria ser considerada como una solucion a largo plazo. Es un proceso complicado con
muchos pardmetros externos, tales como el tipo y la concentracién del contaminante
(caracteristicas del 16n metalico), las propiedades del suelo, el contenido de agua, la
concentracion de nutrientes, el tipo y caracteristicas de la planta (condiciones de
crecimiento, el estado fisiologico y la edad celular), la resistencia de la planta a los efectos
fitotoxicos y otros factores como las condiciones ambientales (pH, temperatura, fuerza

i6nica, tiempo de contacto, y concentracion) que podrian afectar el éxito del proceso
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(Chen y col., 2006). Otro de los problemas a tener en cuenta es la eliminacion de las
plantas contaminadas y la utilizacion de los subproductos resultantes. En este sentido, el
uso de determinados arboles representa una ventaja por la ausencia de riesgo de entrada
del metal a través de la cadena trofica y la posibilidad de reutilizacion de la madera con
el consiguiente beneficio econémico. El cultivo de chopo (Populus sp.) se ha considerado
como una de las principales posibilidades en la eliminacion de compuestos organicos y
metales pesados del suelo, especialmente debido a su crecimiento rapido y capacidad de
adaptacion a suelos contaminados (Gallardo y col., 2006; Komarek y col., 2008; Van

Aken, 2008; Hassinen y col., 2009).

1.3.4 Laingenieria genética para fines de fitorremediacion

Un conocimiento mas profundo en lo que respecta a los genes que puedan
producir tolerancia e hiperacumulacion en plantas para generar plantas que mejoren la
entrada, transporte y secuestro de metales puede abrir nuevas puertas que incrementen la
eficiencia de la fitorremediacion y la conservacion de suelos a través de la ingenieria
genética (Cherian y Oliveira, 2005; Pilon-Smits, 2005). Se han realizado algunos estudios
en plantas de Arabidopsis genéticamente modificadas que estan adaptadas
especificamente para la fitorremediacion de Cd, Hg o bifenilos policlorados (PCB's)
(Raskin, 1996; Bizily y col., 1999; Pilon-Smits y col., 2009; Eapen y col; 2007; Kotrba y
col., 2009). Los mecanismos implicados en el desarrollo de esta tolerancia y/o
hiperacumulacion incluyen genes implicados en la homeostasis de metales, distintos tipos
de transportadores (ZIP, tipo ABC, CDF, entre otros), la nicotianamina y fitoquelatinas o

metalotioneinas (Clemens, 2006).

Varios estudios recientes que emplean tecnologias “omicas”, incluyendo la
genomica, transcriptomica, la protedmica y la metabolémica se han llevado a cabo para
elucidar los determinantes genéticos y vias implicadas en la tolerancia de metales pesados
y metaloides en las plantas. Actualmente se estdn empleando nuevos enfoques
biotecnoldgicos para la fitorremediacion de metales pesados y metaloides como el
mercurio (Hg), cadmio (Cd), plomo (Pb), selenio (Se), cobre (Cu) y arsénico (As). Los
principales enfoques son: la manipulacion de genes transportadores y los sistemas de
captacion del metal; la induccion de ligandos de metales y la conversion de metales a

formas menos toxicas y volatiles (Kotrba y col., 2009).
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La manipulacion de genes de transportadores y de los sistemas de captacion
de metal

La mejora en la tolerancia y la acumulacion de metales se ha logrado en diferentes
especies de plantas mediante la manipulacion de los transportadores de metales. Por
ejemplo, plantas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan YCF1 (“Yeast Cadmium
factor 1”’) muestran una mayor tolerancia a Pb (II) y Cd (II) y una mayor acumulacion de
estos metales en las plantas (Song y col., 2003). YCF1 participa en el transporte de Cd a
las vacuolas por conjugacion con glutation (GSH). Ademas, mutantes de T-DNA de los
genes de Arabidopsis AtCNGC1 que codifican una proteina homoéloga a la proteina de
tabaco de membrana plasmética NtCBP4, también muestran tolerancia al Pb>". Estos
resultados sugieren que AtCNGC1 desempena un papel importante en el transporte de

Pb%* (Zeng y col., 2015).

Por otro lado, se ha realizado el andlisis de expresion de todo el genoma de raiz
en arroz expuesto a diferentes metales pesados y metaloides como As (V), Cd, Cr (VD) y
Pb, lo que ha permitido identificar varios genes unicos que se expresan de forma
diferencial como los citocromos P450, las proteinas de choque térmico (HSPs) y los
factores de transcripcion NAC en respuesta a estrés abiotico (Dubey y col., 2014).
Ademas, se han identificado genes que confieren tolerancia al Cu en Paeonia ostii

utilizando métodos de secuenciacion de RNA “RNAseq” (Wang y col., 2016).
Induccion de ligandos de metales

La manipulacion genética para el aumento en la produccion de agentes quelantes
de metales puede mejorar la tolerancia y la acumulacion de metales pesados en las plantas.
Existen estudios sobre fitoquelatinas (PCs), metalotioneinas (MT) y glutation (GSH) que
actiian como ligandos de unidn a un metal y pueden ser Utiles para la desintoxicacion o la
acumulacion de metales pesados. Por ejemplo, estudios en A. thaliana que sobreexpresan
el gen de guisante (PsMTa) (Pisum sativum), mostraron aumento de la acumulacion de
Cu** en las raices (Evans y col., 1992). Cuando el gen de E. coli, gshIl (GS) que codifica
la GSH sintetasa, se sobreexpresa en el citosol de la mostaza india (Brassica juncea), las
plantas transgénicas mostraron una mayor tolerancia y acumulacion de Cd respecto al
tipo silvestre (WT) (Liang Zhu y col., 1999). La tolerancia al arsénico (As) en plantas
también se puede mejorar mediante la modificacion del contenido de GSH y PCs. Cuando

dos genes bacterianos, la arsenato reductasa (arsC) y y-glutamilcisteina sintetasa (y-ECS)
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de E. coli se co-expresan en Arabidopsis, las plantas transgénicas cultivadas en presencia
de 125 uM de arseniato de sodio acumulaban tres veces mas el metaloide que las plantas
WT (Dhankher y col., 2002). En otro estudio se observd que la sobreexpresion del gen
que codifica la fitoquelatina sintasal (AtPCS1) en A. thaliana mostré6 una mayor

tolerancia a la acumulacion de arseniato (Li y col., 2004).

Recientemente, la secuenciacion masiva de microRNAs se ha utilizado para
identificar los genes expresados diferencialmente en raiz de rabano (Raphanus sativus L.)
en respuesta al estrés por Cd y se ha sugerido que los genes que codifican las MT y PCs,
asi como otros genes pertenecientes a transportadores de tipo ABC y ZIP desempefian un
papel importante en la acumulacién de Cd y su desintoxicacion (Xie y col., 2015; Xu y

col., 2015a).
La conversion de metales a formas menos toxicas y volatiles

Estudios que pretenden desarrollar estrategias de fitorremediacion para selenio y
mercurio emplean la conversion de estos metales a formas menos toxicas y volatiles. El
selenio (Se) es un micronutriente esencial para muchos organismos; sin embargo, en
exceso, es muy toxico y es un contaminante del medio ambiente en todo el mundo
(Zwolak y Zaporowska, 2012; Pilon-Smits, 2009 y LeDuc, 2009). Plantas de A. thaliana
que sobreexpresan de forma constitutiva la ATP sulfurilasa (APS) que convierte el
seleniato a selenito, mostraron una mayor tolerancia a seleniato transformédndolo en
formas orgénicas del selenio, mucho menos téxicas, en comparacion con las plantas WT

que acumulaban mayores concentraciones de seleniato (Pilon-Smits y col., 2009).

El mercurio (Hg) es un contaminante global (Moreno y col., 2005) que se libera
al medio ambiente en sus formas inorganicas de mercurio metalico elemental Hg (0) o
16nico Hg (II) (Ruiz y Daniell, 2009). Las estrategias utilizadas para la fitorremediacion
de mercurio han empleado dos genes bacterianos: MerA, que codifica una reductasa de
iones de mercurio, y MerB, que codifica una liasa organomercuriada, para convertir el
mercurio en formas menos toxicas (Bizily y col., 2000; Dhankher y col., 2011). Plantas
de Arabidopsis que expresan ambos genes, crecen 50 veces mas que las plantas WT a
altas concentraciones de metilmercurio y hasta 10 veces més que las plantas que expresan

MerB tnicamente (Bizily y col., 2000).
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Perspectivas futuras

La fitorremediacion a pesar de su enorme potencial para la rehabilitacion de suelos
contaminados, sedimentos y agua, no se ha comercializado y empleado a gran escala.
Existen muchos estudios sobre captacion, desintoxicacion, y acumulacion de metales,
pero la mayoria de ellos han sido descritos a escala de laboratorio inicamente en plantas
modelo y con un solo metal (Dhankher y col., 2011; Hossain y col., 2012; Ovecka y
Takac, 2014). Por otra parte, el progreso hacia la comercializacion de la fitorremediacion
ha sido obstaculizado debido a una falta de comprension completa de los procesos de
absorcion de metales del suelo por las raices, la translocacion raiz-hoja y la acumulacion
en los tejidos. Varios estudios recientes han tratado de desentranar los mecanismos
utilizando enfoques de transcriptémica y protedémica (Cvjetko y col., 2014). Ademas, el
analisis metabolomico puede ayudar a identificar los metabolitos asociados con metales
pesados, a las cuales se les pueden asignar sus vias metabdlicas para identificar los genes
candidatos relacionados (kumar A y col., 2014). Un enfoque interesante para mejorar
nuestro conocimiento es desarrollar técnicas adecuadas para la obtencion de imagenes
mediante espectrometria con plasma laser (LA-ICP-MS) asistida por matriz de desorcion
ionizacion y la transformada de Fourier Ion ciclotrén Resonancia Espectrometria de
Masas (FT-ICR-MS) (Jones y col., 2015). Sin embargo, se necesitan mas estudios para
permitir la visualizacion y la localizacion de la distribucion de los metales pesados en los

tejidos de la planta.

1.4 Identificacion de genes involucrados en la tolerancia a metales pesados
1.4.1 Familia NRAMP

La familia de proteinas integrales de membrana NRAMP (“natural resistance-
associated macrophage protein”), se identificd inicialmente en diferentes selecciones
genéticas asociadas a la sensibilidad intracelular frente a bacterias patogenas (Cellier y
col., 1995; Vidal y col., 1993). Constituyen una gran familia que estd evolutivamente
conservada en numerosos organismos, incluyendo bacterias, levaduras, algas, plantas y
animales (Thomine y col., 2000). Los miembros de la familia NRAMP comparten una
identidad notable de secuencias entre las proteinas de levadura (28%), de planta (40%), y
de mosca (55%) con las proteinas de mamiferos; con un 46%, 58% y 73% de similitud,
respectivamente (Nevo y Nelson, 2006). Asi, un estudio “in silico” mostr6 la relacion de

los transportadores NRAMP entre genotipos animales y vegetales mediante el anélisis de
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homologias en el alineamiento de sus secuencias aminoacidicas (Pottier y col., 2015).
Esta familia estd definida por un ntcleo hidrofobico altamente conservado que codifica
para 10 segmentos transmembrana lo cual, junto a otras caracteristicas estructurales,
sugeria desde las primeras investigaciones que se trataba de proteinas transportadoras o
canales (Cellier y col., 1995). Asi, en la década de los 90 se empez6 a describir su funcion
como transportadores de metales en levadura y ratones (Supek y col., 1996; Gunshin y
col., 1997). Actualmente se conoce que los NRAMPs tienen una funcion importante en
la homeostasis de iones metalicos; especialmente en la captacion de hierro en mamiferos,
y de manganeso en levaduras y bacterias. Se han caracterizado en los mamiferos como
transportadores de metales de transicion divalentes implicados en el metabolismo del
hierro y los mecanismos de resistencia del huésped a ciertos patégenos que implican el
secuestro de Fe?" y Mn?", que son cofactores de catalasas y superoxido dismutasas, tanto
de procariotas como de eucariotas, no solo para proteger al macréfago en contra de su
propia generacion de especies de oxigeno reactivo, sino ademds para reducir la
disponibilidad de cationes al patégeno impidiendo la sintesis de sus propias enzimas

protectoras (Kehres y col., 2000).

Las primeras secuencias descritas en planta se publicaron en 1997 (OsNRAMP1,
OsNRAMP2, y OsNRAMP3; Belouchi y col., 1997), si bien no se describi6 su
funcionalidad como transportadores hasta el afio 2000 en el que se demostr6 la capacidad
de AINRAMP1, AtNRAMP3, AtINRAMP4 y OsNRAMP1 para transportar Fe (Thomine
y col., 2000; Curie y col., 2000). Actualmente, se ha descrito que diferentes miembros de
esta familia transportan un amplio rango de metales incluyendo Fe?", Zn**, Mn**, Co*",
Cd?**, Cu®", Ni*'y Pb*" (Tabla 1.2). Este transporte es activo y esta acoplado al de protones
(Thomine y col., 2000; Korshunova y col., 1999; Pence y col., 2000). El papel fisiologico
de los NRAMP se reconoce principalmente para el hierro y en menor medida, para el
manganeso (Cailliatte y col., 2009; Ishimaru y col., 2012). Asi, los transportadores
NRAMPs estan implicados en la movilizacion de Fe y en menor medida de Mn desde la
vacuola (Thomine y col., 2003) y también podrian movilizar Zn (Curie y col., 2000a;
Maestri y col., 2010; van de Mortel y col., 2006). En estrés por Cd y concentraciones
elevadas de iones metdlicos intracelulares, las proteinas NRAMP transportan Cd para
evitar la acumulacion rapida de grandes cantidades de iones metélicos libres en el citosol
que podrian dafiar a la célula (Zha y col., 2016). De hecho, los genes que codifican los

transportadores NRAMPs muestran en las plantas hiperacumuladoras una sobreexpresion
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constitutiva (Klein y col., 2008; Roosens y col., 2008). Ademas, un estudio en tonoplasto
de cebada confirmé que las proteinas pertenecientes a las familia NRAMP se encuentran
sobre-expresadas en presencia de 20 pM Cd?" (Schneider y col., 2009). Estudios en Malus
xiaojinensis demostraron la funcion en la captacion y transporte de hierro de
MxNRAMPI y su expresion se localizé principalmente en la membrana plasmatica y
vesiculas, y en situaciones de estrés por deficiencia de hierro, también transportaba iones
de hierro a organulos especificos (lisosoma y cloroplasto) a través de la formacion de

vesiculas de endocitosis (Pan y col., 2015).

En Arabidopsis thaliana existen seis miembros NRAMP, y al menos tres de ellos,
se han caracterizado funcionalmente. En otras especies como arroz, Thlaspija o Medicago
también se ha caracterizado algiin miembro de la familia cuyas caracteristicas principales
se describen en la Tabla 1.2 Asi, en Arabidopsis, AINRAMP1, puede transportar Fe, Mn
y Cd en levadura, al igual que el transportador de membrana vacuolar AtNRAMP3, que
transporta Cd y ha sido aislado también en la especie hiperacumuladora T. caerulescens
(Maestri y col., 2010) y AtNRAMP4 también transporta Fe y Mn (Curie y col., 2000a;
Thomine y col., 2000; Lanquar y col., 2005); mientras que AtNRAMP6 transporta Cd
pero no Fe (Cailliatte y col., 2009). AtNRAMP2 sin embargo, no muestra capacidad para
transportar Fe en levaduras y su funcion exacta es desconocida (Figura 1.6; Curie y col.,

2000a).
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Figura 1.6. Localizacion subcelular de los transportadores NRAMP en Arabidopsis thaliana y los metales
que transportan (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Principales caracteristicas de los transportadores NRAMP en diferentes especies.
At: Arabidopsis thaliana; Mt: Medicago truncatua; Os: Oryza sativa; Tj: Thlaspija ponicum.

Metales que o . .
Transportador transporta Localizacion Regulacion Referencias
Fe,Mn(alia | Srdosomas | Actvadopor | e y col, 2000):
AtNRAMP1 afinidad), Cd. . ( Cailliatte y col ,
plasmatica FeyMn,y 2009:2010)
Raiz presencia de Cd. ’ )
AtNRAMP2 No descrito No descrito No descrito (Thomine, 2000)
. (Cailliatte y col.,
Inducido por ;
AtNRAMP3 Fe, Mn, Zn Vacuola deﬁciencig en 2009); (Thomine y col,
Fe. 2000); (Lanquar y col.,
2005)
. (Cailliatte y col.,
Inducido por ;
AtNRAMP4 Fe, Mn, Zn Vacuola deﬁciencis en 2009); (Thomine y col,,
Fe. 2000); (Lanquar y col.,
2005)
Membrana
intracelular
Semilla/embrion (Cailliatte y col.,
AtNRAMP6 Cd Tejido vascular Depende del pH 2009).
de hojas jovenes
Flores/silicuas
Membrana 1 cido (Tejada-Jimé I
MtNRAMP1 Fe plasmatica.  pot cada-rerez y ¢ol,
, , nodulacion. 2015)
Raiz y Nodulos
TjNRAMP4 Ni No descrito No descrito (Cailliatte y col., 2009)
Membrana
plasmatica
Xilema, Disminuye en (Ishimaru y col., 2012);
OsNRAMP5 Fe, Mn, Cd epidermis, . (Sasaki, 2012); (Yang
. presencia de Cd.
exodermis, capas y col., 2014).
exteriores del
cortex de la raiz.

La comparacion de secuencias sugiere que hay dos clases de proteinas NRAMP
en las plantas segin Curie y col., (2000): uno en el que estin AtNRAMP1 y OsNRAMPI
y 3; y otro en el que se incluyen AtNRAMP2-5 y OsNRAMP?2 (Curie y col., 2000; Figura
1.7A). Similares estudios se han realizado comparando entre proteinas NRAMP de
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa y Medicago truncatula (Tejada-Jiménez y col 2015;
Figura 1.7B).

36



Introduccion
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Figura 1.7. Arbol filogenético de proteinas NRAMP.Tomados de Curie y col., 2000 (A) y Tejada-Jiménez
y col., 2015 (B).

Recientemente se ha realizado un analisis “in silico” en el que se han identificado
49 transportadores de Mn (NRAMP1) en 17 especies de plantas diferentes. En general,
los ortdlogos identificados en este estudio poseian caracteristicas similares, indicando que
los ortologos de NRAMP1 en las diferentes especies vegetales podrian tener una

estructura de secuencia conservada (Vatansever y col., 2016).
1.4.2 Familia de transportadores de K*, KT/KUP/HAK

El potasio es un elemento esencial para las células puesto que los niveles
intracelulares de este cation regulan diversos parametros fisidlogicos. Para hacer frente a
los requerimientos intracelulares de K, los organismos han desarrollado diferentes
sistemas de transporte. Asi, han sido identificados dos tipos de transportadores de K* en
bacterias, hongos y plantas, no presentes en células animales, denominados:
TRK/KTR/HKT (“Transport of K™ en hongos y bacterias, “K* transporter” en bacterias
y “High-affinity K" transporter” en plantas; Schachtman y Schroeder, 1994); y
HAK/KUP/KT (“High-affinity K™ uptake” en hongos y plantas, “K" uptake” en bacterias
y “K* transporter” en plantas; Bafiuelos y col., 1995). En plantas, ademas se han
caracterizado varios canales de K* implicados tanto en la entrada como en la salida de

este cation (Santa-Maria y col., 1997).
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La familia de transportadores KT/KUP/HAK esté involucrada en el transporte y
translocacion de K'/H" y fue originalmente identificada en Escherichia coli como KUPs
(“K" uptake permease”; Schleyer y Bakker, 1993). Este transportador es esencial para la
absorcion del potasio por las células en condiciones de estrés como la hiper-osmolaridad
abajo pH (Trchounian y Kobayashi, 1999). Solo el 38% de especies bacterianas contienen
este transportador, siendo en Arqueas ain mds bajo con dos especies
(http://img.jgi.doe.gov). Posteriormente, se identificaron genes homodlogos a los
transportadores HAK (high-affinity K") en el hongo Schwanniomyces occidentalis
(Bafiuelos y col., 1995). En plantas, los genes transportadores KT/KUP/HAK se han
encontrado en diversos organismos que van desde las algas verdes a las angiospermas y
se ha demostrado que desempefian un papel clave en la fisiologia vegetal como la
adquisicion de K', la adaptacion al estrés abiotico y los procesos de desarrollo (Figura

1.8; Grabov, 2007).
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En Arabidopsis thaliana se identificaron como AtKT1, AtKT2, AtKT3 y AtKT4
(Quintero y Blatt, 1997). Posteriormente, los mismos transportadores fueron aislados y
los renombraron como AtKUP1, AtKUP2, AtKUP3 y AtKUP4 (Fu y Luan, 1998; Kim y
col., 1998). AtKUP1, idéntico a AtKT1, se caracterizd en bacterias y en suspensiones
celulares de A. thaliana que sobreexpresaban AtKUP1 mostrandose como un
transportador de K* de baja afinidad (Kim y col., 1998) y también KUP9 (Kobayashi y

col., 2010). Posteriormente se estudio AtHAKS, cuya proteina mostré gran homologia
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con HYHAK 1, implicado en el transporte de K de alta afinidad que no discriminaba entre
K*, Rb* y Cs** (Rubio y col., 2000; Aleman y col., 2014) y se expresa en la epidermis,
cortex y en raices con limitaciones de K* (Gierth y col., 2005). También se ha descrito
que la expresion de AtHAKS puede estar regulada por etileno y por especies de oxigeno

reactivo (Jung y col., 2009; Schachtman y Schroeder, 1994).

Existen evidencias de que algunos miembros de la familia KT/HAK/ KUP de
diferentes especies vegetales son candidatos como transportadores de K de alta afinidad,
tales como HVHAK en cebada (Santa-Maria, 1997), OsHAK1 en arroz (Banuelos y col.,
2002) y CaHAKI en pimiento (Martinez-Cordero y col., 2004). En Arabidopsis, KUP1
(Kim y col., 1998), KUP4 / TRHI (Rigas y col., 2001) y HAKS (Rubio y col., 2000) han

sido identificados como transportadores de K* de alta afinidad.

El analisis filogenético de Martinez-Cordero y col., (2004) muestra la distribucion
de los diferentes miembros de la familia de transportadores KT/HAK/KUP y propone la
existencia de 4 grupos como se aprecia en el arbol filogenético de la Figura 1.9. El grupo
I incluye a los transportadores de K de alta afinidad ya mencionados. El grupo II engloba
a KT1/KUP1 (Fuy 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 III incluye secuencias
genomicas de A. thaliana y el grupo IV una secuencia traducida de cDNA incompleto de
arroz, que fue posteriormente completado, si bien, la funcion de los transportadores de

estos dos ultimos grupos no se conoce (Martinez-Cordero y col., 2004).

= Figura .1.9. Arbol  filogenético

representativo de los transportadores de

OsHAK17 K* de la familia HAK. Se incluyen los

II transportadores de cebada, arroz, A.
SoHAKI thaliana, pimiento y el hongo S.

occidentalis. Los nimeros romanos
representan los cuatro grupos
filogenéticos identificados para la familia.

Tomado de Martinez-Cordero y col.,
(2004).
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Estos transportadores estan presentes en el genoma como familias multigénicas y,
en Arabidopsis, existen 13 genes KT/KUP/HAK distribuidos en sus 5 cromosomas
(Miser y col., 2001). Estos genes estan siempre presentes en plantas lo que explica la
importancia de éstos en la adquisicion de nutrientes y en la capacidad de las plantas para

sobrevivir en ambientes pobres en potasio (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Transportadores de K™ en Arabidopsis. Adaptacion de Méser y col., (2001).

Estudios recientes sugieren que los transportadores KT/HAK/KUP estan
involucrados en gran medida en la homeostasis y regulacion osmética por K, ya que
estos transportadores participan en el transporte de iones en la membrana plasmatica y en

la vacuola (Senn y col., 2001). La localizacion y funcion de cada uno de ellos se especifica

en la Tabla 1.3.

A pesar de todos los estudios realizados, tan solo en algunos transportadores
AtKT/HAK/KUPs se ha demostrado que realmente transporten K" como son:
AtKT/KUP1 (Fu y Luan, 1998) y AtKT/KUP2 en E.coli (Kim y col., 1998; Elumalai y
col., 2002), AtKT3/KUP4 en levadura (Saccharomyces cerevisiae) (Rigas y col., 2001;
Rubio y col., 2000) y KUP7, que se ha identificado como un transportador de K™ de alta
afinidad en Escherichia coli (Han y col., 2016). En todos ellos se ha visto que aun siendo

deficientes en la absorcién de potasio son capaces de suplir esa carencia. El papel de
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KUP2/6/8 ha sido estudiado respecto al flujo de K* en la raiz de Arabidopsis (Osakabe y
col., 2013) y desempeifia funciones importantes en la captacion de K y el transporte de
la raiz hacia el xilema en Arabidopsis, especialmente en condiciones de K™ ilimitada; sin

embargo se ha demostrado que también puede mediar el transporte de K de baja afinidad

en levaduras (Ahn y col., 2004).

La expresion de la familia KUP en Arabidopsis, se muestra en la Figura 1.11. Asi,
AtKT/KUPS y AtKT/KUP12 se expresan especificamente en los pelos radicales, mientras
que todos los demas se encuentran mas homogéneamente distribuidos por la planta (Ahn
y col., 2004). Ademas, la expresion de 10 de los 13 genes AtKT/KUP en pelos radicales
demuestra el papel tan importante que pueden desempefiar en la absorcion de potasio

(Figura 1.11).

1wk
A B RH RT WR L
AtKT/KUP1
: AOCTIRUFZ Figura 1.11. Patrones de expresion de
SRy ) AtKT4/KUP3 los genes KT/KUP en plantulas de
Whole Root (WR) AtKT3/KUP4 Arabidopsis thaliana de una semana.

__ B AtKT/KUPS [ El diagrama A muestra las regiones

AtKTIKUPG : muestreadas de la raiz. La figura B
/ muestra los resultados de RT-PCR en

Root Hair (RH) s pelos radicales (RH), apice de la raiz
AtKT/KUPS (RT), toda la raiz (WR) y hojas (L).
‘ AtKT/KUPS Adaptado de Ahn y col., (2004).
1mm 1 | Root Tip (RT) -

AtKT/KUP10
AtKT/KUP11
AtKT/KUP12

AtHAKS

Tubulin

Algunas proteinas HAK/KUP/KT pueden ser consideradas como candidatas
interesantes para futuras estrategias de mejora de cultivos, por ejemplo GhKT1
especificamente inducido durante el alargamiento de la fibra de algodon, (Ruan y col.,
2001); VVKUP1/VvHAKI1-a, altamente expresado durante la primera etapa de desarrollo
del fruto (Nieves-Cordones y col., 2016) y OsHAKI, que es critico para el rendimiento
de grano de arroz, (Chen y col., 2015). Futuras investigaciones sobre esta familia de
transportadores contribuiran a entender como podemos disefar plantas para la produccion

de alimentos y de biomasa renovable (Nieves-Cordones y col., 2016).

41



Introduccion

Tabla 1.3. Caracteristicas y localizacion de las proteinas KUP de Arabidopsis thaliana.

AtKUP tl\r/lael;[::)gxz Localizacion Funcién Expresion Referencias
Procesos de Pelo ‘
K* Alta/baja desarrollo. o Quintero y Blatt,
. Vacuola/Membrana radical/apice 1997; Fu'y Luan,
AtKUP1 | afinidad, Rb L. Papel . e
. . plasmatica A raiz/raiz 1998; Kim y col.,
baja afinidad fisiologico sin . 1998
2 completa/hoja
atribuir
Regulan el
crecimiento de Osaka |
+ : : sakabe y col.,
AKUP2 K Alta Vacuola plflntas y Pelo radlcal/rglz 2013; Sem y col.,
afinidad (Tonoplasto) tamafio celular. | completa/hoja 2001
Flujo de K" en
la raiz
n
AKUP3 K Alta Vacuola/Membrana Procesos de Osakabe y col. 2013
afinidad plasmatica desarrollo
Procesos de
desarrollo. Pelo
E 1 ) ° Rigasy
AKUP4 K* Alta Vacuola/Membrana ra(sitiil:l tzzede radical/apice co0l.,2001, 2013;
afinidad plasmatica aguxina para la raiz/raiz Vicentle-/;(z;%(;jlo y
: col.,
formacion del completa/hoja
pelo radical
n
AtKUP5S K Alta Tonoplasto Procesos de Pelo radical Osakabe y col., 2013
afinidad desarrollo
Adaptacion del
estrés osmotico.
Flujo de K" en .
. ,
AtKUP6 K Alta Vacuola/Membrana la raiz. Regulan Pelo radlcal/r?uz Osakabe y col., 2013
afinidad plasmatica o completa/hoja
el crecimiento
de plantas y el
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Procesos de
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.
AtKUP7 K Alta Membrqna Transporte en la Pelo radical Osakabe y col., 2013
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Regulan el Pelo
. o .
AKUPS K Alta Vacuola/Membrana crecimiento de radl(fal/a[’nce Osakabe y col., 2013
afinidad plasmatica las plantas y el raiz/raiz
tamafio celular | completa/hoja
Nieves-Cordones y
AKUPY K" Baja Vacuola/Membrana deg:rijlsgslgli'o Raiz ¢0l.,2007; Rubio y
afinidad plasmatica . J completa/hoja | col., 2008; Aleman y
de K" en la raiz col., 2009
Nieves-Cordones y
AKUP10 K* Alta Vacuola/Membrana Procesos de Pelo radical/raiz | col., 2007; Rubio y
afinidad plasmatica desarrollo completa/hoja | col., 20(;8;2/3(1)69man y
col.,
Nieves-Cordones y
AKUPI1 K" Alta Vacuola/Membrana Procesos de col., 2007; Rubio y
afinidad plasmatica desarrollo col., 2008; Aleman y
col., 2009
Nieves-Cordones y
AKUP12 K* Alta Vacuola/Membrana Procesos de Pelo radical/raiz | col., 2007; Rubio y
afinidad plasmatica desarrollo completa col., 20(;8; Aleman y
col., 2009
Transporte de
+ + 4 Nieves-Cordones y
K Alta Membrana K" a parte acrea Pelo radical/raiz | col., 2007; Rubio y
AtHAKS afinidad. lasmatica cuando hay completa col., 2008; Aleman y
Dicotiledoneas P deficiencia de K P ’ ’

o0 estrés salino

col., 2009

42




Introduccion

1.4.3 Familia de ATPasas tipo P, de Arabidopsis (ALA)

Las ATPasas de tipo P son una familia grande de bombas de membrana que
impulsan la translocacion de sustratos dependiente de ATP, fosforilandose durante el
proceso de transporte y cuya funcion es mantener el equilibrio homeostatico. Se
denominan ATPasas de tipo P porque durante su ciclo catalitico el ATP cede su fosfato
terminal a un resto de aspartico, formandose un intermediario fosforilado de la enzima.
En todas ellas hay un polipéptido responsable, tanto del transporte como de la hidrolisis
del ATP y de la fosforilacion especifica; en el caso de eucariotas ese polipéptido tiene un
dominio transmembrana formado por 10 hélices, y un dominio citosélico en donde se
encuentra el sitio de hidrdlisis de ATP y de fosforilacion. Normalmente presentan otras
subunidades, que pueden ser o no imprescindibles para el transporte y cuya funcidon no se
conoce en profundidad (estructura del tipo af). Otros miembros de la superfamilia
ATPasa de tipo P, codifican bombas que translocan H*, Ca?*, Na*/ K* y metales pesados
(P1) através de las membranas celulares y han sido anteriormente caracterizados (Axelsen
y Palmgren, 1998). La estructura de las ATPasas P> (Ca®") y P3 (H") es muy similar a P4
y pueden aportar una vision sobre el mecanismo de translocacion de lipidos, que implica
hidrolizar el ATP y fosforilar el aspartato, causando un cambio conformacional en la
bomba que conduce el transporte de iones o la traslocacion de fosfolipidos (Palmgren y

Nissen, 2011; Tanaka y col., 2011).

Aunque existen cinco subgrupos de la familia ATPasa de tipo P (Axelsen y
Palmgren, 1998, 2001; Palmgren y Axelsen, 1998; Baxter y col., 2003), el cuarto
subgrupo, o ATPasa de tipo P4, s6lo se ha observado en eucariotas (Palmgren y Axelsen,
1998). Las ATPasas de tipo P4 codifican una familia compleja en organismos eucariotas
(Palmgren y Harper, 1999); sin embargo, las ATPasas P4 vegetales permanecen en gran
parte sin caracterizar tanto en sus funciones fisioldgicas, como en los mecanismos por los
cuales translocan fosfolipidos a través de las membranas. En Arabidopsis, las ATPasas
pertenecen a una familia de 45 genes; divididos en cinco subfamilias, que se agrupan

seglin los iones que transportan (Axelsen y Palmgren, 1998).

Al igual que otras ATPasas de tipo P, las ATPasas P4 se encuentran en estructuras
de membrana y tienen diez dominios transmembrana (TM) y un bucle de ATPasa entre

los dominios TM 4 y 5, que también contiene un sitio de fosforilacion ATPasa conservado
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(Tanaka y col., 2011). Las ATPasas P4 requieren una subunidad beta para funcionar (Saito
y col., 2004; Poulsen y col., 2008; Lopez-Marques y col., 2015). Las ATPasas P4 han sido
identificadas en varios organismos incluyendo humanos, Drosophila Melanogaster,
Leishmania donovani, Caenorhabditis elegans, Cyptococcus Neoformans y A. thaliana
(Tanaka y col., 2011), pero se han estudiado mas en profundidad en levaduras. Se han
asociado con la formacion de asimetria de membrana y se supone que causan la formacion

de vesiculas (Pomorski y Menon, 2006).

El genoma de A. thaliana contiene doce ATPasas P, conocidas como
aminofosfolipido-ATPasa (ALA), que van desde ALA1 a ALA12 (Baxter y col., 2003;
Tanaka y col., 2011). Hasta la fecha, solo tres de ellos han sido funcionalmente
caracterizados y ALA3 es el mas estudiado. Un mutante con una pérdida de funcion en
ALA3 presenta una deformacion dependiente de la temperatura en la raiz, el polen,
enanismo en la roseta y deformidades en los tricomas (Poulsen y col., 2008; Zhang y
Oppenheimer, 2009; McDowell y col., 2013). Cuando se expresan con una subunidad
beta, se ha demostrado que ALA3 y ALA2 participan en el transporte de vesiculas. ALA2
emplea como sustrato la fosfatidilserina (PS) mientras que ALA3 puede absorber
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC) y, en menor grado, PS (Poulsen y col.,
2008; Lopez-Marques y col., 2014; 2015). Otros estudios indican que ALA6 y ALA7
funcionan directa o indirectamente en los cambios de la distribucién y abundancia de
lipidos en el polen, siendo criticos en la fisiologia del polen en condiciones normales y

de estrés por temperatura (McDowell y col., 2015).

ALATI ha sido parcialmente caracterizado y se sabe que desempefia un papel
indirecto en la tolerancia al frio (Gomes y col., 2000), sin embargo, el mecanismo
involucrado sigue siendo desconocido. Recientemente se ha descubierto una subunidad
beta necesaria para el correcto funcionamiento de ALA1 (Lopez-Marqués y col., 2012).
Estas subunidades beta en A. thaliana, pertenecientes a la familia CDCS50 son conocidas
como subunidades que interactian con ALA (ALIS) que van desde ALIST a ALISS y
fueron identificadas por primera vez en levadura. Estudios en levadura y A. thaliana han
demostrado que las proteinas CDC50 son necesarias para el trafico de fosfolipidos desde
el reticulo endoplasmatico. Existe un numero mayor de proteinas ATPasa P4, que
proteinas CDC50 en todos los organismos en los que ambos existen, poniendo en cuestion

la especificidad de las interacciones ATPasa P,- CDC50 (Lopez-Marques y col., 2015).
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1.4.4 Familia de metalochaperonas (HPP)

Las metalochaperonas (HPP) quelan los iones metalicos que entran en la célula
evitando la liberaciéon de metales en el citosol y protegiendo a la célula frente a su
toxicidad y también regulan el suministro de iones esenciales para proteinas que los
necesitan como componentes estructurales o como cofactores enzimaticos (de Abreu-
Neto y col., 2013; Robinson y Winge, 2010). En algas, hongos y animales, existe un
pequefio numero de proteinas tipo metalochaperona. Sin embargo, en las plantas, este
grupo se ha diversificado en una gran familia que comprende dos tipos de proteinas: las
proteinas vegetales asociadas a metales pesados (HPPs) y las proteinas vegetales
isopreniladas asociadas a metales pesados (HIPPs). S6lo unos pocos HIPPs han sido
estudiados hasta el momento, y los estudios mas detallados se centran en Arabidopsis. En
esta especie encontramos una gran familia de 67 proteinas con 45 HIPPs y 22 HPPs
identificadas, incluyendo los HPPs: AtATX1, AtCCH con una funcién predominante en
el suministro de Cu y AtCCS con un dominio terminal carboxilo adicional (CTD) (Barth
y col., 2009; Tehseen y col., 2010; Puig y col., 2007; Mira y col., 2001). Las HIPP se
caracterizan por la presencia de uno o dos dominios asociados a metales pesados (HMA)
y un motivo de isoprenilacion. Ademas, la mayoria de HIPPs presentan una region rica

en glicina entre estos elementos (Barth y col., 2009; Suzuki y col., 2002b).

Los HIPPs se describen de dos maneras diferentes: en la homeostasis de metales
pesados y mecanismos de desintoxicacion, especialmente la tolerancia al cadmio, como
sugieren algunos estudios sobre el papel de desintoxicacion de este metal (Tehseen y col.,
2010; Suzuki y col., 2002a; Gao y col., 2009; Chandran y col., 2008) y como elementos
reguladores en la respuesta de la transcripcion al frio y la sequia (Barth y col., 2004,

2009).

El estudio comparativo de las secuencias de las metalochaperonas ha permitido
dividir estas proteinas en siete grupos principales (I-VII) (Figura 1.12). El grupo IV
destaca por la presencia de un residuo de aspartato conservado antes del motivo de uniéon
metalica CysXXCys, analogo al motivo de unioén a Zn en E. coli, ZntA (Tehseen y col.,
2010). HIPP20, HIPP21, HIPP22, HIPP26 y HIPP27, pertenecientes al grupo IV, se han
estudiado con mas detalle. Poco se sabe sobre los otros componentes de la familia,

incluyendo HPP9 que forma parte del grupo VII de las metalochaperonas. Curiosamente,
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los siete miembros del grupo VII se encuentran dentro de un tdndem en el cromosoma 5

(Figura 1.13; Tehseen y col., 2010).
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Figura 1.12. Relacion filogenética de las
proteinas HIPP y HPP. Se muestra el codigo
AGI. Las proteinas se agrupan en siete
grupos principales (Tehseen y col., 2010).
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Figura 1.13. Relacion filogenética de los genes HPP y HIPP de los grupos VI y VII dentro del tindem en
el cromosoma 5. La escala indica pares de bases a lo largo de cromosomas 5. La direccion de la
transcripcion de los genes se indica mediante una flecha. HIPP (blanco) y HPP (negro) (Tehseen y col.,
2010).

1.5 Metabolismo de especies de oxigeno reactivo (ROS)

1.5.1 Especies de oxigeno reactivo

El término especies de oxigeno reactivo (ROS) se refiere, tanto a los radicales
libres del oxigeno, el anion superdxido (O, "), hidroxilo (‘OH) y peroxilo (RO2'), como a
otras moléculas que no son radicales, como el oxigeno singlete (10y), el perdxido de
hidrégeno (H»0,) o el ozono (O3). Un radical libre es cualquier molécula que contiene
uno o mas electrones desapareados y que capta electrones para compensar el exceso
electronico hasta completar el orbital en el que se encuentra, por lo que son muy inestables
y reactivos. Los radicales libres pueden formarse a través de numerosos mecanismos,
entre los cuales se incluye la adicion de un electrén a un no-radical (Figura 1.14). La
molécula de oxigeno en su estado fundamental se denomina también oxigeno triplete. Su
configuracion electronica presenta dos electrones desapareados con el mismo numero
cuantico de spin, es decir, los dos electrones desapareados tiene sus spines paralelos en
dos orbitales antienlazantes. Esta configuracion electronica es lo que proporciona al

oxigeno molecular su reactividad con otras moléculas para formar radicales (Halliwell,

2006).

Este estado basal o fundamental del oxigeno molecular puede ser modificado y
formar diferentes ROS por dos medios principalmente: por trasferencia de energia

transformandose en oxigeno singlete; o por transferencia de electrones con formacion de
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especies reducidas como el radical superoxido, el peroxido de hidrogeno y el radical

hidroxilo (Figura 1.14).

Oxigeno singlete

|6:06:1 0:0: [t
1 1
£g0, AgO;
TEnergia
& \ e C ) e -]
1:6:6:1 -0:0: H: 0:0:H -O:H H: O:H
Oxigeno A“if"rf Peréxido de Radical Agua
superdxido hidrégeno hidroxilo

Figura 1.14. Formacion de especies de oxigeno reactivo.

Las ROS se producen practicamente en todos los compartimentos celulares,
destacando mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas (Sewelam y col., 2016). Su
produccion tiene lugar durante los procesos de respiracion y fotosintesis en condiciones
fisioloégicas normales y se puede incrementar cuando la planta estd expuesta a un
medioambiente desfavorable (Gill y Tuteja, 2010). La regulacion de la acumulacion de
ROS tiene lugar a través de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos localizados en
diferentes compartimentos celulares anteriormente descritos (Alscher y col., 1997; Perl-

Treves y Perl, 2002).

1.5.2 Mecanismos de defensa antioxidante

Las células poseen mecanismos antioxidantes para regular la concentracion de
ROS y asi prevenir dafios celulares. Halliwell y Gutteridge, (2000) definen antioxidante
como toda sustancia que hallandose presente a bajas concentraciones respecto a las de un
sustrato oxidable, retarda o previene la oxidacion del mismo. Entre los mecanismos de
defensa antioxidante, se encuentran las moléculas de bajo peso molecular (antioxidantes

no enzimaticos) y enzimas antioxidantes.

La funcién de los antioxidantes enzimaticos consiste en prevenir la iniciacion de
las oxidaciones en cadena, eliminando las especies de oxigeno reactivo parcialmente

reducidas (O~ y H;0,; Wilson, 1990). Algunos de los mas importantes son: la
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superdxido dismutasa (SOD) que lleva a cabo la dismutacion catalitica de los radicales
libres O,"~ con formacion de O, y H,O,; la catalasa (CAT) que cataliza la descomposicion
del H,0O, con formacion de O, y H,O (Chance y col., 1979); las enzimas del ciclo
Ascorbato-Glutation: ascorbato peroxidasa (APX), monodeshidro ascorbato reductasa
(MDHAR), deshidroascorbato reductasa (DHAR) y glutation reductasa (GR) que actian
en conjunto y de manera eficiente para la eliminacion del H,O, en distintos

compartimentos celulares en plantas (Foyer y Halliwell, 1976; Asada, 1984).

Los antioxidantes no enzimaticos actian generalmente a concentraciones
relativamente elevadas (Halliwell y Gutteridge, 2000) y se pueden clasificar en tres

grupos:

1.  Reductores hidrosolubles: Se incluyen en este grupo compuestos como la
cisteina (N-acetilcisteina), glutation (GSH), el ascorbato (AA, vitamina C), acido
urico, glucosa, manitol y albumina (Aruoma y col., 1989; Halliwell y Gutteridge,
2007).

2. Reductores liposolubles: En este grupo se incluye la vitamina E (a-tocoferol),
presente en membranas de plastidios y mitocondrias de todas las plantas y en
algunas algas y cianobacterias (Sattler y col., 2004). También estan incluidos en
este grupo los flavonoides, una familia de compuestos fendlicos que actian como
antioxidantes (Hayashi y col.; 1998; Halliwell y Gutteridge, 2000). Los fenoles
también son importantes inhibidores de la peroxidacion lipidica, secuestradores
de ROS y quelantes de metales (Rohnert y col.; 1998; Halliwell y Gutteridge,
2000). Ademas, los B-carotenos son miembros de este grupo y actian atrapando
el oxigeno singlete fundamentalmente en cloroplastos (Halliwell y Gutteridge,
2007).

3. Quelantes de metales: A este grupo pertenecen proteinas como la transferrina,
ceruloplasmina, ferritina o fitoquelatinas. Estos compuestos atrapan los iones
metalicos e impiden su participacion en reacciones tipo Fenton generadoras de

"‘OH.
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1.5.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un estado alterado de la homeostasis redox celular. En
situaciones ambientales desfavorables, por factores bioticos o abioticos, se produce un
desequilibrio del estado redox que se caracteriza por una sobreproduccion de ROS frente

a las defensas antioxidantes (Figura 1.15; Romero-Puertas y col., 2004; Sewelan, 2016).

Figura 1.15. Balance entre las

reacciones de oxidacion y la

defensa antioxidante. En

E D condiciones de estrés se produce un
exceso de reacciones oxidativas

que superan la capacidad de los
antioxidantes produciéndose estrés
oxidativo que puede evolucionar

Situaciones de
estrés

, N hacia los procesos de degeneracion
( H;0; 10, f . ..
Sistemas antioxidantes Celulal".
Exceso de ROS 7J

Esta alteracion produce diversas respuestas segin la duracion, severidad y
velocidad del estrés al que estan sometidas las plantas, pudiendo ocasionar una reduccion
en las tasas de crecimiento y productividad como consecuencia de las alteraciones del
metabolismo celular y la expresion génica (Sandalio y col., 2013). También producen
dafios en la estructura y la funcién de las células, como en membranas, proteinas, dcidos
nucleicos y otros componentes celulares pudiendo llevar finalmente a la muerte celular o
a la aparicion de lesiones necroticas (Simontacchi y col.; Doke, 1997; Foyer y Noctor,
2005). Como marcadores de estrés oxidativo se utiliza la medida de grupos carbonilo de
proteinas, que puede conducir a la inactivacidon de proteinas y enzimas; el analisis del
contenido de malondialdehido (MDA), un producto de la fragmentacion de lipidos (dafios
a membranas); y dafios oxidativos de bases del DNA, que pueden conducir a mutaciones
e interferir en los sistemas de reparacion de dafios en el DNA (Halliwell y Gutteridge,

2007).
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1.5.4 Toxicidad de los metales pesados y estrés oxidativo

En gran medida la toxicidad por metales pesados se debe al estrés oxidativo
producido por las especies de oxigeno reactivo (ROS) que se producen a través de
distintos mecanismos, dependiendo del metal pesado de que se trate y a un desequilibrio
en la capacidad antioxidante de la planta (Romero-Puertas y col., 2004; Rodriguez-

Serrano y col., 2009; Gupta y Sandalio, 2012; Luo y col., 2016)

El estrés oxidativo inducido por los metales pesados en el interior de la célula de
un organismo viene determinado en gran medida por las reacciones de tipo Fenton y tipo
Haber-Weiss, en las que intervienen O, "y H>O,, y requieren la presencia de metales que
puedan experimentar cambios redox como el Cu o el Fe. Como resultado se forman

radicales hidroxilo que son los oxidantes més potentes que se conocen (Halliwell y

Gutteridge, 2015; Figura 1.16).
Reduccion del cation férrico a cation ferroso:
Fe3*+ O —Fe?*+0,
Reaccion de Fenton:
Fe?* + HyO, — Fe®* + OH™ + HO®
Reaccion de Haber-Weiss:
03+ Hy05 — HO+ OH + O,

Figura 1.16. Reacciones tipo Fenton y tipo Haber-Weiss, Halliwell y Gutteridge, (2015).

El Cd*" y el Pb*" no experimentan cambios redox y por tanto, a diferencia del Fe**
o Cu?*, no acttian directamente en la generacion de ROS a través de estas dos reacciones.
Sin embargo, pueden actuar como prooxidantes a través de la disminucion del glutation
reducido (GSH), necesario para la sintesis de fitoquelatinas (PCs) disminuyendo asi su
disponibilidad para la defensa antioxidante (Rodriguez-Serrano y col., 2009; Pinto y col.,
2003). Estos metales pueden afectar la funcionalidad de algunos antioxidantes como la
catalasa y favorecer la formacion de los ROS mediante el desvio de e” en cadenas de

transporte electronico, fundamentalmente en mitocondrias y cloroplastos, como
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consecuencia de procesos de competencia con otros metales, lo que se traduce en la

deficiencia de metales como el Cu o Fe (Romero-Puertas y col., 2007).

El estrés oxidativo inducido por el cadmio se manifiesta por dafos oxidativos en
las membranas, tales como la peroxidacion lipidica (Lozano-Rodriguez y col, 1997;
Sandalio y col., 2001; Wua y Zhang, 2003; Balestrasse, 2004) y por dafios oxidativos a
proteinas debido a la formacién de grupos carbonilo (Romero-Puertas y col., 2002; Pérez-
Chaca y col., 2014). Las actividades de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa
(SOD), glutation reductasa (GR), ascorbato peroxidasa (APX), peroxidasas (POD) y la
catalasa (CAT), encargadas de la defensa celular frente a las ROS, pueden experimentar
reducciones o incremento de su actividad dependiendo de la concentracion de cadmio
afiadida en el medio de crecimiento, la duracion del tratamiento, el tipo de tejido y la
especie vegetal de que se trate (Sandalio y col., 2013; Benavides y col., 2005; Figura
1.17).

Metales pesados

- S
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Antioxidantes

Fitoquelatinas (PCs) Expresion génica:

Proteinas choque térmico (HSPs) Reparacién

Cascada sefializacién (MAPK) Muerte calular

Figura 1.17. Respuesta diferencial en la planta dependiendo del tiempo de exposicion a metales pesados.
Modificado de (Sandalio y col., 2012).

Distintos estudios llevados a cabo en diferentes especies vegetales confirman que
el estrés oxidativo es un componente importante en la toxicidad del Cd y otros metales,
que se caracteriza por la reduccién del crecimiento, dafios oxidativos a distintas

macromoléculas, alteracion de la defensa antioxidante y desequilibrios redox,
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fundamentalmente asociados a la tasa GSH/ GSSG (Romero-Puertas y col., 2002;
Cuypers y col., 2011; Gupta y Sandalio, 2012).

Existen datos que indican que el metabolismo de ROS puede estar implicado en
la toxicidad de As causando un estrés oxidativo (Zhao y col., 2009b; Dwivedi y col.,
2010; Gupta y col, 2013). En plantas de Arabidopsis thaliana se ha descrito una
alteracion de las enzimas antioxidantes catalasa y glutation reductasa (Fayiga y Saha,
2016; Kumar y col., 2015; Souri y col., 2017; Thao y col., 2015). Varios estudios han
demostrado una correlacion positiva entre una mayor capacidad antioxidante y la
tolerancia al As en plantas hiperacumuladoras (Visioli y Marmiroli, 2013; Kumar y col.,
2015; Souri y col., 2017; Fayiga y Saha, 2016). En P. vittata, el GSH ayuda a minimizar
el estrés oxidativo inducido por As, aumentando la tolerancia (Singh y col., 2006). La
NADPH oxidasa probablemente sea una de las primeras fuentes de ROS en respuesta a
metales pesados (Cuypers y col; 2011; Rodriguez-Serrano y col., 2009; Romero-Puertas
y col., 2002). Otros autores observaron que células de tabaco BY-2 sufrieron una rapida
acumulacion de H,O, después de sélo 15 min (Olmos y col; 2003) o después de 24 h
(Garnier y col., 2006) de exposicion a concentraciones extremas de Cd (1 a 5 mM). En
plantas de guisante, la exposicion a Cd generd una respuesta caracterizada por una
acumulacion de ROS dependiente en parte de NADPH oxidasas (Romero-Puertas y col.,
2004). Heyno y col., (2008), en cambio, estudiaron la produccion de ROS dependiente de
Cd*" y han propuesto que la produccion de H,O, se origina desde el interior de las células
de las raices, principalmente en la cadena de transporte de electrones mitocondrial
concluyendo que las NADPH oxidasas no tienen un papel esencial como fuente de H,0O,
en estrés con Cd (Heyno y col., 2008). También se ha descrito que las ROS producidas
por la NADPH oxidasa C en plantas de Arabidopsis, pueden regular la absorcion y
translocacion de As y Cd, ademés de diversos nutrientes, aunque el mecanismo
involucrado no se conoce completamente (Gupta y col., 2013, 2017). Por otra parte, la
produccion de ROS intracelular aumentd constantemente en plantulas de alfalfa expuestas
a Cd, con un incremento menor de H,O, extracelular (Ortega-Villasante y col., 2007). Sin
embargo, la exposicion breve de células epidérmicas de las raices de alfalfa a Hg 30 uM
causo un estallido oxidativo, proceso que estuvo ligeramente desfasado con la generacion
de H,O, extracelular, el cual aument6 constantemente en raices tratadas con Hg, mientras
que las ROS intracelulares se acumularon de forma transitoria (Ortega-Villasante y col.,

2007). Esto sugiere que Hg y Cd disparan diferentes mecanismos de toxicidad, y que el
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Hg causa la liberacion de grandes cantidades de ROS apoplastico que era inhibido por la
adicion de DPI (Ortega-Villasante y col., 2007). Varios estudios han demostrado que la
exposicion a Cr (III, VI) también produce un estrés en las plantas que provoca la
generacion de ROS, lo que resulta en la peroxidacion lipidica y dafos oxidativos (Montes-
Holguin y col., 2006), lo que conlleva a una inhibicion del crecimiento (Kota$ y Stasicka,
2000). La generacion de ROS y la peroxidacion lipidica eran més pronunciadas con Cr
(VI) que con Cr (III) (Shanker y Pathmanabhan, 2004; Scoccianti y col., 2016). Por
ejemplo, la exposicion a > 50 uM Cr (III, VI) aumentd la peroxidacion lipidica en raices
y hojas de S. bicolor (Shanker y Pathmanabhan, 2004). Pandey y col, (2005) también
observaron que en estrés por Cr (VI), la acumulaciéon de MDA era mayor en las raices
que en hojas de B. juncea. El estrés de Cr (I1I, VI) también induce la generacion de grupos
carbonilo, radicales superoxido (O27) y peroxido de hidrogeno (Shanker y
Pathmanabhan, 2004; Panda y Choudhury, 2005; Gangwar y Singh, 2011). La actividad
de las enzimas antioxidantes se altera debido a la toxicidad del Cr, asi, en V. radiata, la
exposicion a 50 uM de Cr (VI) causé un aumento significativo en glutation reductasa
(GR), deshidroascorbato reductasa (DHAR) y monodehidroascorbato (MDHAR) y la
actividad catalasa (CAT) (Shanker y col, 2004). Sin embargo, Gangwar y Singh, (2011)
observaron una disminucion en CAT, GR, Y DHAR en las raices y hojas de P. sativum

después 11 dias de tratamiento con 50-250 uM Cr (VI).

15,5 Papel de las ROS en la sefializacion celular

Las especies de oxigeno reactivo (ROS) pueden causar graves dafios a la
integridad celular a altas concentraciones, mientras que a bajas concentraciones actiian
como moléculas sefial en numerosos procesos de gran importancia a nivel subcelular y
fisiologico (Romero-Puertas y col., 2002; Rodriguez-Serrano y col ,2012, 2015; Zhu y
col., 2013; Sewelan y col, 2016). Asi, las ROS desempenan un papel como segundos
mensajeros en respuesta a distintas situaciones de estrés bidtico y abiotico (Figura 1.18;
Grun y col., 2006), controlando procesos tales como el crecimiento, el desarrollo, la
respuesta a estimulos medioambientales y la muerte celular programada (Apel y Hirt,
2004; Bailey-Serres y Mittler, 2006; Gill y Tuteja, 2010). Debido a esa doble funcion de
las ROS, las plantas necesitan mecanismos diferentes para regular su concentracion

intracelular: uno con finalidad de sefalizacion que permita controlar niveles bajos de ROS
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y otro que permita la eliminacion de un exceso de ROS, especialmente en condiciones de

estrés (Mittler y col., 2011).

El papel sefializador de estas moléculas se ha demostrado en los ultimos afos
gracias al desarrollo de las técnicas de analisis transcriptdomico mediante microarrays que
han permitido identificar los genes que se expresan diferencialmente en respuesta a los

diferentes tipos de estrés.

H,0,

Moléculas
oxigeno

reactivo Figura 1.18. Papel sefializador de las ROS
activando la respuesta antioxidante y de
defensa en la planta.

o 'Ag0,

l D

Expresion Génica

I

T ANTIOXIDANTES

La produccion a nivel subcelular de ROS y la localizacion subcelular de
modificaciones dependientes de ROS (oxidacion) pueden actuar como sefales especificas
y activar determinadas redes redox celulares (Rosenwasser y col., 2013). Entre las ROS,
el H,O, es la especie mas apropiada para funcionar como molécula sefal por su
estabilidad y su capacidad para difundir a otras células. El H,O, actia modificando la
regulacion de la expresion génica bien activando sensores de ROS, mediante la oxidacion
de otras moléculas sefial, o bien modificando la actividad de factores de trascripcion
(Mittler y col., 2011; Sewelam y col., 2016). El H,O, también es un componente de la via
de senalizacion dependiente del acido abscisico (ABA), el acido salicilico, el 4cido
jasmonico, y el etileno (Sewelam y col., 2016). En la Figura 1.19 se muestra un esquema
de la produccion de ROS en la respuesta de la planta ante cualquier estrés y que lleva a la
misma a un proceso de aclimatacién o no (Choudhury y col., 2013; Van Breusegem y

Dat; 2006).
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Figura 1.19. Papel de sefializacion de los ROS en respuesta a diferentes tipos de estrés. Modificado de Van
Breusegem, (2006).

En cuanto al papel de sefializacion de los ROS en respuesta a metales pesados,
varios estudios han demostrado que un incremento de H,O, inducido por Hg, Cd, Zn y
Cu, atribuido a un efecto de los metales sobre la NADPH oxidasa, inicia una cascada de
sefalizacion donde estan involucradas las proteinas quinasas (MAPK) (Maksymiec y col,
2007; Jonak y col., 2002; Islam y col., 2015). Los niveles de acido jasmonico, acido
salicilico y etileno aumentan después de la exposicion a los metales pesados (Canovas y
col., 2004; Metwally y col., 2004; Maksymiec y col., 2005; Opdenakker y col., 2012).
Estas hormonas juegan un doble papel en la tolerancia a metales pesados, ya que tienen
efectos beneficiosos como la neutralizacion de la toxicidad de Mn y Cd por la activacion
de antioxidantes (Metwally y col., 2004; Shi, 2008); y efectos negativos, tales como el
aumento de produccion de H>O, (Zawoznik y col., 2007). El Cd y el Cu desencadenan
diferentes mecanismos de toxicidad en alfalfa, y aunque los mecanismos de tolerancia de
ambos, estan ligados a una concentracion de glutation limitada, el Cd promovia la sintesis
de fitoquelatinas mientras que el Cu daba lugar a una disminucion del glutation (Flores-

Céceres y col., 2015).
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Objetivos

La sefializacion y la respuesta celular en condiciones de estrés abiotico, en células
vegetales, especialmente debido a la toxicidad de metales pesados, constituye una de las
lineas principales de investigacion de nuestro grupo “Sefializacion por Especies de
Oxigeno y Nitrégeno Reactivo en Situaciones de Estrés en Plantas”, del Departamento de
Bioquimica, Biologia Celular y Molecular de Plantas, de la Estacion Experimental del
Zaidin (CSIC) de Granada. En los ultimos afos, el interés de nuestro grupo de
investigacion se ha centrado en el estudio de los mecanismos implicados en la toxicidad
de metales pesados, mas concretamente en el Cd y la implicacion de las especies de

oxigeno y nitrogeno reactivo en la respuesta de la planta frente a este metal.

A pesar de los avances producidos en los ultimos afios en nuestro conocimiento
de los sintomas de toxicidad por metales y mecanismos de entrada y translocacion de los
mismos, es escasa la informacion sobre los mecanismos de sefializacion, las dianas
primarias de la toxicidad de metales pesados, el grado de especificidad y la regulacion
génica de la planta en respuesta a metales. Son especialmente escasos los estudios de la
respuesta de la planta a una mezcla de metales compleja, como sucede en zonas mineras.
Esta informacion es esencial para el desarrollo de protocolos de fitorremediacion de

utilidad para la recuperacion de estos suelos altamente contaminados.

Por ello, se han establecido los siguientes objetivos especificos:

1. La seleccion e identificacion de genes esenciales implicados en la
tolerancia simultanea a distintos metales pesados de suelos contaminados,
a partir de una coleccion de mutantes de Arabidospsis thaliana L. de 6867

lineas mutantes homocigotas, con una insercion de T-DNA.

2. Caracterizacion fenotipica, bioquimica y nutricional de algunos de los
mutantes seleccionados, asi como la localizacion a nivel tisular y celular
de las proteinas correspondientes y la especificidad de la respuesta a los

diferentes metales.

3. Validacion de la seleccion y del uso de enmiendas para la recuperacion de

suelos con alta concentracion de metales pesados.
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Materiales y métodos

3.1 Material vegetal

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado semillas de A. thaliana L.
Heynh, ecotipo Columbia (Col-0) y Wassilewskija (Ws) que tiene su origen en las estirpes
silvestres de A.thaliana recolectadas por F. Laibach, estando depositadas y distribuidas
por el NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre, U.K). Ademas se ha utilizado la
coleccion de 6867 lineas transgénicas de T-DNA homocigotas del instituto SALK,
distribuidas asi mismo por el NASC (NASC ID: N27941). Estas lineas han sido generadas
a partir de una transformacién desde el genotipo silvestre Col-0 y cada linea representa
una insercion de T-DNA en un tnico gen. Las lineas mutantes y transgénicas empleadas

en este trabajo se presentan en la Tabla 3.1.

3.1.1 Comprobacion de la homocigosis de las lineas mutantes

Las lineas de interés se genotiparon y se comprobd la homocigosis para la
insercion de T-DNA. Para ello, se empled el DNA genomico y los oligonucledtidos
especificos localizados antes y después de la insercion de T-DNA (LP, RP) descritos mas
adelante en la Tabla 3.10 y se utiliz6 también un oligo especifico para el T-DNA como

se describe en la Figura 3.1.

LB

T-DNA

LP

Secuencia flanqueante

Gen Atlgl7500

RP

Figura 3.1. Esquema general de la insercion del T-DNA en el gen Atlgl7500. Modificado de la web.
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html.

La PCR se llevé a cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler Nexus. La
enzima empleada fue la i-TaqgTM DNA Polymerase de “iNtRON Biotecnology” incluida
en la 2x “PCR Master Mix Solution” que incluye también los desoxirribonucledtidos
trifosfato (ANTPs), el tampon de reaccion y el tampon de carga. Para llevar a cabo la PCR
se siguieron las especificaciones de la casa comercial (iINtRON Taq DNA Polimerasa).
En un volumen final de 15 pL se emplearon: 1ul de DNA gendémico, 1ul de cada oligo,

7,5 pl de Master Mix y 4,5 pl de agua ultra pura hasta completar el volumen.
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Para cada par de oligonucledtidos se establecié un programa de PCR especifico.
La amplificacion de los productos de PCR se evaluaron mediante electroforesis horizontal
en gel de agarosa al 1 % (p/v) en tampon Tris-HC1 45 mM (pH 8,0), 4cido acético glacial
45 mM y EDTA 1 mM (TAE) y una posterior tincion con bromuro de etidio 1.26 uM. Se
visualizaron los productos de la PCR en el equipo ChemiDoc MPTM de Biorad.

Tabla 3.1. Lineas mutantes y transgénicas empleadas.

Linea Fondo Caracteristicas Utilizacion Referencia
Coleccion de lineas
transgénicas de Col-0 Mutantes con insercion Seleccion de mutantes con diferente NASC
T-DNA de T-DNA tolerancia a metales pesados
NASC ID: N27941
Atalad (N656653) Mutante con insercion de L, X .
Col-0 T-DNA en ALA4 Validacion del método de seleccion NASC
Mutante con insercion de S i L.
Athpp9 (N655720) Col-0 T-DNA en HPP9 Validacion del método de seleccion NASC
Mutante con insercién de Estudios de caracterizacion,
Atnramp5 (N655822) Col-0 T-DNA en NRAMP5 expresion y estrés oxidativo por NASC
metales pesados
Mutante con insercién de Estudios de caracterizacion,
Atkupl (N662453) Col-0 T-DNA en KUP1 expresion y estrés oxidativo por NASC
metales pesados
Mutante con insercién de Estudios de caracterizacion,
Atkup8 (N655047) Col-0 T-DNA en KUP8 expresion y estrés oxidativo por NASC
metales pesados
Mutante con inserciones
Col-0 de T-DNA en KUP8 y Estudios de caracterizacion, expresion Obtenido en el
Atkup1Atkup8 en KUP1 y estrés oxidativo por metales pesados laboratorio
Gen NRAMPS con Cedidas por el prof. S
NRAMP5::NRAMPS5:GFP W marcador de Localizacién de la expresion de Thomif"e } CNpRS )
lineas 3.2y 8.3 fluorescencia GFP y bajo NRAMPS
su propio promotor
. Promotor del gen L, ., Cedidas por el prof. S
N’RAMPS. :GUS Ws NRAMPS con marcador Localizacion de la expresion de Thomine (CNRS )
lineas 1.1y 2.1 NRAMPS
GUS
Mutante con insercion de
AtrbohC Col-0 T—DNAA en NADPH Estudio de expresion en respuesta a NASC
oxidasa C Cadmio
AtrbohD Mutante con insercion de Estudio de expresion en respuesta a Ced}%isnzgr(;ilzrof
Col-0 T-DNA en NADPH Cadmio .
idasa D Sainsbury Laboratory,
oxidasa Norwich, UK)
Mutante con insercion de Estudio de expresion en respuesta a Cedidas por el prof.
AtrbohF T-DNA en NADPH presior P J Jones (The
Col-0 . Cadmio .
oxidasa F Sainsbury Laboratory,
Norwich, UK)
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3.1.2 Polinizacion dirigida y seleccion de dobles homocigotos

Para la obtencion de dobles mutantes se realizaron fecundaciones dirigidas entre
individuos homocigotos crecidos previamente en maceta de tierra. Los cruces entre las
distintas lineas de Arabidopsis thaliana, se llevaron a cabo inmediatamente antes del
estadio de antesis. En los individuos receptores de los gametos masculinos, se seleccion6
una inflorescencia que tuviera como minimo un boton floral cerrado, que nos indica la
ausencia de autopolinizacion. Del boton floral cerrado se aislo el gineceo retirando
ademas los sépalos, pétalos y estambres con ayuda de pinzas de cirugia y una lupa de
aumentos. Posteriormente, se pusieron en contacto las anteras maduras del donante de
polen (parental masculino) al gineceo seleccionado favoreciendo asi la fecundacion

cruzada como se muestra en la Figura 3.2.

Q

O“\

Flor donadora
de polen

Flor donadora
de ovulos

- nzas
\
Eliminacion de los
organos masculinos
Polinizacién cruzada

Madurez de la semilla

Desarrollo de la silicua

Figura 3.2. Esquema de polinizacion dirigida.

La seleccion de las lineas se realizd6 mediante PCR como se ha indicado en el
apartado anterior y empleando los oligonucleotidos de la Tabla 3.10. El proceso hasta
obtener el doble homocigoto y el nimero de plantas analizadas hasta conseguir las lineas

deseadas se describe en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Esquema de los cruces realizados para generar dobles mutantes homocigotos.

3.2 Condiciones de cultivo y medios de crecimiento
3.2.1 Crecimiento en tierra

Para la obtencion de semillas y la caracterizacion fenotipica de las diferentes
lineas empleadas en este estudio se sembraron semillas en tierra con una composicion de
sustrato  universal Compo-Sana® y vermiculita en wuna proporcion 2:1
(sustrato:vermiculita). Posteriormente, las macetas se trasladaron a una camara de
crecimiento a 22°C con fotoperiodo de 16 h dia y 8 h noche con una intensidad luminica
de 120-150 pE y una humedad relativa de 50-60%. Tras terminar el ciclo de vida de la
planta, las semillas fueron recolectadas en sobres de papel y almacenadas a temperatura
ambiente hasta su utilizacion. Para tiempos mas largos de almacenamiento las semillas se

mantuvieron a 4°C.
3.2.2 Crecimiento en placa

Las semillas se desinfectaron superficialmente mediante inmersion consecutiva
en etanol al 70% durante 1 min y en hipoclorito sddico comercial al 50% durante 10 min
en condiciones de esterilidad, finalmente se realizaron tres lavados en agua destilada
estéril. Las semillas se sometieron a un proceso de estratificacion, se embebieron en agua

destilada estéril durante dos dias a 4°C y en oscuridad con objeto de favorecer y
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sincronizar su germinacion. Tras la desinfeccion, se realizo la siembra de las semillas con

ayuda de una micropipeta en una cabina de flujo laminar horizontal.

Las plantas de Arabidopsis se cultivaron para determinados ensayos verticalmente
en placas cuadradas de 10 cm? u horizontalmente en placas Petri circulares de 9 cm de
diametro, conteniendo medio MS o Hoagland (ver Tabla 3.5) y se crecieron en una
camara SANYO en condiciones controladas de temperatura 20/22°C y condiciones de dia
largo, 16 h de fotoperiodo, con una intensidad luminica de 100 pE y 60-65% de humedad

relativa.
3.2.3 Crecimiento en hidroponia

El sistema hidropdnico empleado es una modificacion del ya descrito por otros
autores (Heeg y col., 2008). El cultivo en hidroponia se realiz6 en cubetas de pléstico
rigido y opacas (para evitar el crecimiento de algas) con 4L de capacidad. En su tapadera
se hicieron agujeros donde se colocaron tubos eppendorf (0,5 ml) cortados en bisel por la
mitad y en los cuales se coloco lana de roca autoclavada (121°C, 20 min) sin apelmazar,
de modo que estuviera en contacto con la solucion siendo un soporte para la semilla pero
no un obstaculo para el paso de la raiz (Figura 3.4). Estas cubetas se rellenaron con medio
Hoagland (Hoagland y Arnon, 1953) liquido de composicion ya descrita anteriormente

con la modificacion para hidroponia que se especifica en la Tabla 3.5.

La solucion nutritiva de las cubetas se renovo una vez cada dos semanas. A partir
de la segunda semana de crecimiento se instald un sistema de aireacion para evitar el
gradiente de nutrientes y la falta de oxigeno en el medio, esta aireacion debia ser constante
y en forma de burbujas finas. Las condiciones de crecimiento fueron de dia largo (16 h

luz) con temperatura 22°C, humedad relativa 50-60% e intensidad luminica de 120 pE.

Para el tratamiento de las plantas con Cd se afiadieron 4 ml de CdCl, 50 mM en
cada cubeta con 4L quedando en una concentracion final de 50 uM en la solucion
nutritiva. Para el tratamiento con la mezcla de metales se afiadieron los volimenes
necesarios de soluciones stock de CrClz; CdCl, y Cu(NOs),, hasta alcanzar las
concentraciones finales de 100 uM, 50 uM y 50 uM respectivamente, en el medio de

cultivo.
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Figura 3.4. Sistema de cultivo hidroponico.

3.2.4 Crecimiento en extractos de suelo original y suelos enmendados

3.2.4.1 Preparacion de los extractos del suelo original de Riotinto v el suelo enmendado

El suelo se recogio en una escombrera del distrito minero de Riotinto (provincia
de Huelva, SW Espafia) y una vez en el laboratorio, el suelo se disemin6 (3 y 5 cm de
altura) en bandejas de plastico y se seco durante una semana en condiciones ambientales.
El compost de lodos de depuradora y restos vegetales (SVC) fue suministrado por una
empresa local. Este fue producido por el compostaje de un lodo de aguas residuales
urbanas y subproductos agricolas (50:50, w:w), particularmente ramas y ramas podadas
de olivos. La mezcla se mantuvo en pilas de aproximadamente 3 y 4 m de alto durante 6
y 10 meses de maduracion (Sevilla-Perea y col; 2016). Las cenizas (BA) fueron
suministradas por una central eléctrica de biomasa local que utiliza como combustible
una mezcla de residuos de molinos de aceite de oliva (alperujo) y cultivos energéticos
(40:60, w:w; Rodriguez-Liébana y col., 2014; Sevilla-Perea y Mingorance, 2015; Sevilla-
Perea y col., 2016).

Los tres materiales se homogeneizaron, se secaron al aire, se tamizaron (2 mm) y
se caracterizaron. Se determinaron las propiedades fisicoquimicas, tales como la
capacidad de campo, el pH en suspension acuosa 1:2,5 (p:v), la conductividad eléctrica
(CE), el carbono orgénico (CO), la capacidad de intercambio cationico (CEC), los 6xidos

de Fe y Mn, y el PO4> y NO; extraible.
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El suelo y las enmiendas fueron finamente trituradas (50 mm) y digeridas en un
microondas (MLS-1200 Milestone) con agua regia (3051A, USEPA, 1998) y las

concentraciones totales de los elementos fueron analizadas por ICP-OES.

Las mezclas (100 g) del suelo con las enmiendas se prepararon en proporcion
(90% suelo, 7% compost (SVC), 3% cenizas (BA)). Se humedecieron con agua Milli-Q
para obtener el 50% de la capacidad de retencion de agua y se mantuvieron en macetas
de pléstico. Los contenedores estuvieron cubiertos por una lamina de plastico con un
pequefio orificio para permitir el intercambio de gases y minimizar la pérdida de
humedad. La incubacioén se realizo a temperaturas de 30°C dia / 15°C noche. La humedad
del suelo se ajustd cada 3 dias. Después de 30 d de incubacion, las mezclas se secaron al

aire y se trituraron.

Se prepararon los extractos de suelo no modificado y modificado en agua Milli-Q
(1:10 w:v) agitando durante 8 horas y centrifugando a 3500 rpm durante 10 min para
eliminar la materia particulada (Sevilla-Perea y col, 2016). Se utilizaron extractos acuosos

de suelo no modificado y modificado con las enmiendas para preparar los medios.

3.2.4.2 Cultivo en medios preparados a partir del suelo original vy los suelos enmendados

Para el estudio de los diferentes pardmetros fenotipicos de las lineas mutantes en
el suelo original y los suelos enmendados, se prepararon los medios liquidos a partir de
los extractos del suelo original y los suelos enmendados segiin se especifica en el
siguiente apartado 3.2.5. Las plantas crecieron en placa en la cdmara de cultivo SANYO
en condiciones de crecimiento de dia largo, 16 h de fotoperiodo, temperatura controlada

22/20°C (dia/noche), una intensidad luminica de 100 pE y 60-65% de humedad relativa.

Para los ensayos de peroxidacion lipidica las plantas se cultivaron durante 21 dias
en medio Hoagland para hidroponia (Tabla 3.5) en camara de cultivo con condiciones de
dialargo (16 h luz) con temperatura 22°C, humedad relativa 50-60% e intensidad luminica
de 120 uE y se sometieron a un posterior tratamiento durante 2 y 5 dias con los medios

liquidos preparados a partir de los extractos del suelo original y los suelos enmendados.
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3.2.5 Medios empleados

Se emplearon diferentes medios de cultivo segtin las necesidades del experimento.
Los medios utilizados para la siembra de semillas en placa o cultivo liquido fueron
preparados a partir de medio Hoagland (Hoagland y Aron, 1953) o medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) a concentracion 0.5x 6 0.25x en los tratamientos con
diferentes concentracion de Fe y ajustando su pH. Se afiadi6 fitoagar (8g/1) y sacarosa (30
g/1) para los medios s6lidos. Todos los medios se autoclavaron durante 20 mina 121°C y
1 atmoésfera de presion y se conservaron a temperatura ambiente. La composicion del
medio Hoagland se especifica en la Tabla 3.2 y la composicién del medio MS en la Tabla

3.4. También se especifican los iones totales en la solucion del medio Hoagland en la

Tabla 3.3.

Tabla 3.2. Composicion del medio nutritivo Hoagland modificado para Arabidopsis sp.

MACRONUTRIENTES | Concentracion MICRONUTRIENTES ComBiEEe

(mM) (UM)
Ca(NO5),.4H,0 0.75 KCl 25
KNO, 0.625 MnSO,.H,0 5

Mg(SO)s. 7 H,0 0.375 CuS0,.5H,0 0.75
KH,PO, 0.25 ZnS0,4.7H,0 1
H3BO; 25

(NH,)eMo;054 4 H,0 0.0375

EDTA: 1,07 mM

FCSO4.7H2 O: 2,05 mM
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Tabla 3.3. Concentracion de iones del medio Hoagland

lones totales de la

Medio Hoagland

Concentraciéon (mM)

solucion
1X 0,5X
NO* 4,247 2,1235
NH4* 0,00045 0,000225
K* 1,798 0,899
ca* 1,499 0,7495
cl 0,05 0,025
S04* 0,806 0,403
PO.* 0,5 0,25
Mg? 0,75 0,375
Concentracion (UM)
Na* 3,358 1,679
BOs* 50,008 25,004
Mn?* 9,999 4,9995
Fe? 2,248 1,124
zZn?* 2 1
I —_— _—
MoO4s* 0,451 0,2255
Co*
cu* 1,502 0,751
Mo* 0,075 0,0375

Tabla 3.4. Composicion del medio nutritivo MS

MACRONUTRIENTES | Concentracion (mM) | MICRONUTRIENTES | Concentracion (uM)
NH4NOs3 20,61 H3;BO3 100,27
KNO:s 18,79 MnSOs4-4H0 140,4
MgSO4-7H20 1,5 ZnS04- 7TH0 30
KH2PO4 1,25 KI 5
NaEDTA 0,1 Na:MoO4-2H20 1
CuSO4-5H20 0,1
FeSO4-7H20 0,1
CoCl2: 6H20 0,1
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La mayoria de los experimentos realizados en este trabajo se llevaron a cabo
empleando los medios anteriormente descritos, Hoagland (Tabla 3.2) o MS (Tabla 3.4)

con diferentes modificaciones, que se especifican en la siguiente Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Modificacion de medios empleados

MEDIO MODIFICACION UTILIZACION
Seleccion de lineas mutantes de
la coleccion con diferente
+ .
Hoagland+Mezcla de Cr 100uM + Cd 50 uM + Cu 50 uM.| tolerancia a metales pesados y
metales (Cd+Cr+Cu) . .
estudio del fenotipo de las
lineas frente a WT
Estudio de fenotipo de las
Hoagland+Cd CdCl, 50 uM lineas mutantes frente a WT
Estudio de fenotipo de las
Hoagland+Cr CrCls 50 M lineas mutantes frente a WT
Estudio de fenotipo de las
Hoagland+As NazAs0, 30 uM lineas mutantes frente a WT
Estudio de fenotipo de las
Hoagland+Cu Cu (NOs), 25 M lineas mutantes frente a WT
Hoagland+Exceso de Fe 4X Fe-EDTA Estudio de la respuesta al
exceso de hierro
Hoagland+Exceso de Fe 10X Fe-EDTA Estudio de la respuesta al
exceso de hierro
Hoagland+Ausencia de Fe Sin Fe-EDTA Estudio de la respuesta al
defecto de hierro
MS+ Exceso de Mn MnSO, 2001M Estudio de la respuesta al
exceso de manganeso
MS+Exceso de Mn MnSO, 400pM Estudio de la respuesta al
exceso de manganeso
MS+Ausencia de Mn Sin MnSO, Estudio de la respuesta al
defecto de manganeso
. , Sin sacarosa, sin Fe- EDTA, con . . L.
Hoagland para Hidroponia Sequestrene 10 ml/l, pH 8 Para cultivo hidroponico
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Para realizar los estudios de las lineas mutantes en el suelo original y en el suelo
enmendado, se elaboraron tres tipos de medios: 1) Medio preparado a partir del extracto
original del suelo de Riotinto, 2) Medio preparado a partir del extracto de suelo de
Riotinto con la enmienda 1 (SVC) y 3) Medio preparado a partir del extracto de suelo de

Riotinto con la enmienda 2 (BA).

Los extractos del suelo original y de los suelos enmendados se prepararon en
colaboracion con las Doctoras Mingorance y Sevilla-Perea del IACT-CSIC (Sevilla-
Perea y col., 2016). Los medios se prepararon utilizando los extractos (Apartado 3.2.4.1)
y solidificandolos con fitoagar para los ensayos de fenotipo en placa y para los ensayos

de peroxidacion lipidica se emplearon los medios liquidos.

3.3 Recoleccion y preparacion de las muestras vegetales

Una vez finalizado el tratamiento aplicado, se procedi6 a la recogida del material,
separando la parte aérea de la raiz. Las raices se lavaron por sucesivas inmersiones en
agua destilada, hasta eliminar los restos de solucion de cultivo. Las muestras vegetales
recolectadas se pesaron para determinar el peso fresco, se midieron los diferentes
parametros fenotipicos y parte del material se destind a realizar estudios bioquimicos,
celulares y moleculares, segiin se describe més adelante. El tejido no utilizado en el
momento de recogida se congeld con nitrogeno liquido y se conservd a -80°C hasta su

posterior uso.

3.4 Analisis fenotipico
3.4.1 Germinacion

El porcentaje de germinacion de las diferentes lineas se llevo a cabo en placas
Petri circulares en las que se dispusieron de forma ordenada un nimero determinado de
semillas de los genotipos, silvestre y mutante, y se monitorizd su germinacion en el
tiempo mediante el conteo diario de las semillas germinadas en los diferentes medios a
los que se les habia afiadido o no los diferentes metales pesados a las concentraciones
indicadas. Posteriormente, una vez recogidos los datos, se obtuvieron los porcentajes de
germinacion en los dias posteriores a la siembra teniendo en cuenta las semillas

sembradas el primer dia.
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3.4.2 Medida de peso fresco y seco

Como parametro de crecimiento se evalud el peso de las plantulas al final de su
periodo de crecimiento de 7 o 21 dias en placa o cultivo hidropénico, respectivamente.
Para el peso fresco, se extrajeron las plantas de sus medios, se lavaron las raices con agua
destilada para eliminar restos del medio, se secaron y se pesaron en una balanza de
precision Sartorius (CPA225D). Para el peso seco las muestras pasaron un periodo de 4

dias en una estufa a 60°C, y posteriormente se pesaron.

3.4.3 Medida de longitud de raiz

La longitud de la raiz principal se determin6 creciendo las plantulas en posicion
vertical en placas Petri cuadradas de 10 cm de lado durante 7 dias. Se tomaron imagenes
de cada placa mediante un escaner Epson 3200. Posteriormente, se midieron las
longitudes de las raices principales utilizando el programa Image Tools 3.0 y se determin6

el valor promedio de 15 plantulas por réplica.
3.4.4 Numero de hojas verdaderas.

Como parametro de resistencia, desarrollo y crecimiento se evalud la aparicion de
hojas verdaderas en las plantulas de los diferentes genotipos estudiados y crecidas en los
distintos medios. Para ello, las plantas crecieron en placa y a partir del séptimo dia,
momento en el que comienzan a aparecer las hojas verdaderas, se monitorizo su aparicion
durante los siguientes tres dias. Los datos obtenidos fueron expresados como porcentajes

de plantas con hojas verdaderas con respecto a las plantas germinadas.
3.4.5 Nuumero de hojas de roseta y de silicuas

Para evaluar el crecimiento y el desarrollo de las plantas se contaron las hojas que
forman la roseta caracteristica de Arabidopsis thaliana. Esto nos permitié comparar,
segun su genotipo, el desarrollo de plantas adultas (21 dias) crecidas bien en hidropénico
o bien en tierra. Ademas se analizd el nimero de silicuas producidas por cada planta

crecida en tierra durante 4 semanas.

3.5 Determinacion de actividades enzimaticas

Para llevar a cabo las medidas de actividades enzimaticas se realizaron extractos

de hoja. Asi, se homogeneiz6 el material en un mortero con pistilo en tampon Tris-HCI
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50mM pH 7,0 conteniendo Triton X-100 al 0,2% (v/v), EDTA 0,ImM y una mezcla de
inhibidores de proteasas 1x (Sigma). Se centrifugd a 5.000 g durante 30 minutos y se

recogio el sobrenadante para llevar a cabo las diferentes medidas.

3.5.1 Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)

La actividad catalasa (CAT) se midi6 espectrofotométricamente segun el método
descrito por Aebi (1984) basado en la medida de la disminucion de la absorbancia a 240
nm, debido a la desaparicion del H>O». La determinacion se efectud durante 2 minutos a
25°C en una mezcla de reaccion que contenia 10,6 mM de H>O» en tampodn fosfato-K 50
mM a pH 7,0 y en un volumen de 1 ml. La actividad enzimatica, expresada en umoles de
H>O2 x min™ x mg™ proteina, se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccion y de

un coeficiente de extincion molar para el H2 Oz de 39,58 M x cm™.
3.5.2 Glicolato Oxidasa (GOX; EC 1.1.3.1)

Se midi6 espectrofotométricamente segin el método de Kerr y Groves (1975). La
mezcla de reaccion, en un volumen final de 1 ml, contenia tampén fosfato-K 50 mM, pH
8,3, fenilhidracina 10 mM y glicolato 5 mM. La reaccién se inicid por adicion de la
muestra, midiéndose la formacion del complejo glioxilato-fenilhidrazona a 324 nm
durante 2 min. La actividad enzimatica se calcul6 a partir de la velocidad inicial de
reaccion y de un coeficiente de extincion molar para el complejo de 1,7x10* M™ x cm™

(Kerr y Groves, 1975).

3.6 Determinacion de proteinas totales

La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford (1976)
empleando albumina de suero bovino (ASB) como patrén de calibracion. Las muestras
se prepararon en un volumen de 0,8 ml al que se le adicionaron 0,2 ml de una solucion de
Bio-Rad (Bio-Rad Protein Assay Reagent). Transcurridos 5 minutos a temperatura
ambiente, se procedid a la lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 595
nm frente a un blanco con agua destilada. La concentracion de proteinas se calculo a partir

de una recta patrén de albumina de suero bovino.
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3.7 Peroxidacion lipidica

Uno de los parametros que se utiliza para medir el estrés oxidativo celular es la
determinacion de malondialdehido (MDA), un subproducto de la degradacion de acidos
grasos insaturados. La tasa de peroxidacion lipidica se determind midiendo la
concentracion de malondialdehido (MDA) con acido tiobarbiturico segun el método de
Buege y Aust (1978). Todos los reactivos de este ensayo se prepararon en agua Milli-Q.
Para el ensayo se afiadieron 200 pl de muestra a 1 ml de la siguiente mezcla de reaccion:
acido tricloroacético al 15 % (p/v), acido tiobarbitirico al 0,375 % (p/v) y
butilhidroxitolueno al 0,01 % (p/v) preparado en HCI1 0,25 N. Posteriormente, la mezcla
se calentd durante 15 min a 95°C, se dejo enfriar y se centrifugdé a 2.000 g durante 5
minutos, efectuandose la lectura de la densidad Optica a 535 nm. La concentracion de
MDA en las muestras se calculd a partir de una recta de calibraciéon con distintas

concentraciones de MDA conocidas (0,1-10 uM).
3.8 Analisis de peroxido de hidrégeno

Se emplearon dos métodos para analizar el H>O>, uno mediante fluorimetria y otro

mediante tincion histoquimica.

3.8.1 Método fluorimétrico

La concentraciéon de peroxido de hidrogeno en extractos crudos se determinéd
segun el método fluorimétrico descrito por Creissen y col., (1999) con modificaciones de
Romero-Puertas y col., (2004). Los extractos crudos de hojas se prepararon en HCI 25
mM (1/3, p/v) usando un mortero y se le anadié carbon activo para eliminar pigmentos
que pudieran interferir en la reaccion. El carbon activo y los pigmentos se eliminaron por
centrifugacion a 5.000 g durante 5 min. El sobrenadante resultante se neutralizd con
NaOH vy se utilizé para medir la concentracion de H>O>. La mezcla de reaccion, en un
volumen final de 3 ml, contenia tampon Hepes 50 mM, pH 7,6, acido homovanilinico
(HVA) 5 mM y 20-100 pl de muestra. La reaccion se inicid por adicion de peroxidasa 40
uM. La concentracion de H2O: se determind midiendo la fluorescencia en un
espectrofluorimetro con excitacion a 315 nm y emision a 425 nm, frente a una curva
patron de peroxido de hidrogeno (1-80 uM), prepada en HCl 25 Mm previamente

neutralizada con NaOH.
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3.8.2 Meétodo histoquimico

Otro método que se utilizd para visualizar la produccion de H>O» fue la tincion
histoquimica con diaminobencidina (DAB) (Thordal-Christensen y col., 1997). Las hojas
se sumergieron en 1 mg/ml de DAB (3,3 diaminobenzidina, Sigma) pH 3,8 durante 12
horas y en oscuridad a 25°C. Pasado el periodo de incubacion las hojas se enjuagaron y
se hirvieron en etanol al 95% (v/v) durante 5 min. La producciéon de H>O; se visualizo
mediante precipitados de color marrén oscuro. Estos precipitados se cuantificaron a partir

de imagenes calculando la intensidad del color mediante el programa Image J 1.45.

3.9 Analisis del contenido de metales.

Las muestras obtenidas del cultivo hidropoénico fueron clasificadas segun su
tratamiento y genotipo, se dividieron en raices y parte aérea. Las raices se lavaron dos
veces con agua destilada para eliminar los metales adheridos en el exterior de la muestra

y después se secaron en una estufa a 60°C durante 4 dias.

Posteriormente, se siguio el protocolo de Gupta y col., (2013) para llevar a cabo
la digestion de las muestras empleando un digestor Milestone Start D. En una campana
de extraccion se depositaron 50 mg de cada muestra en los vasos del digestor afiadiéndose
también el volumen de la mezcla digestora 4HNO;:1H202 en el interior. Todos los
reactivos empleados son ultrapuros para evitar la contaminacion de las muestras. Los
vasos se cerraron con sus respectivas tapaderas de forma hermética empleando una llave
dinamométrica. Se colocaron los vasos en el interior del digestor y se disefio el programa
para que el proceso alcanzara una temperatura de 190°C y se mantuvieron durante 15
minutos con una posterior bajada de la temperatura durante 60 minutos hasta llegar a
temperatura ambiente. Una vez terminado el proceso de digestion las muestras se

conservaron en tubos a 4°C hasta su posterior analisis.

Para el analisis de la concentracion de los metales acumulados (Cd, Cu, Cr), asi
como de los macro y micronutrientes, tanto en raiz como en la parte aérea, se empled un
espectrometro de Masas con fuente de Plasma de Acoplamiento inductivo (ICP-MS) del

servicio técnico del CEBAS-CSIC.
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El factor de translocacion (% de Translocacion) se calculdé como el ratio del
contenido de metales en hoja en relacion con el contenido en raiz (H/R)*100, similar al

descrito por Zhang; (2006).
3.10 Desarrollos electroforéticos y Western-blot

3.10.1 Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (EGPA-SDS)

Se siguid la técnica descrita por Laemmli (1970), utilizando un equipo “Mini-
Protean III” de Bio-Rad. Se prepararon geles de poliacrilamida al 12 % (p/v) de 7,5x 8
cm y 1,5 mm de grosor, con un gel concentrador de poliacrilamida al 4 % (p/v). Las
muestras para la electroforesis se prepararon en tampén Tris-HC1 0,063 M, pH 6,8,
conteniendo SDS al 2 % (p/v), glicerol al 10 % (v/v), azul de bromofenol al 0,006 %
(p/v), y DTT 10 mM, y se calentaron a 95°C durante 5 minutos. Seguidamente, las
muestras se cargaron en los geles y se aplicd un voltaje de 100 V durante 15 min y después
200 V durante 45 min utilizando como tampoén de electrodos Tris-HCI 0,025 M, pH 8,3,
con glicina 0,192 M y SDS al 0,1 % (p/v). Se utilizaron marcadores de masas moleculares

entre 14,4 y 97,4 kDa (Bio-Rad).

3.10.2 Transferencia de Proteinas (Western-blot) e Inmunodeteccion

Los geles obtenidos por EGPA-SDS se transfirieron a una membrana de
difluoruro de polivinilo (PVDF) de Millipore, utilizando un sistema de transferencia
semi-seco de Bio-Rad. En la transferencia se utiliz6 un tampén de acido 3-
(ciclohexilamino)-1-propanosulfénico (CAPS) 10 mM, pH 11, conteniendo metanol al

10 % (v/v) y se llevo a cabo aplicando una corriente de 1,5 mA por cm? durante 1 h.

Para la deteccion de la reaccidon antigeno-anticuerpo y tras la transferencia de las
proteinas, las membranas se permeabilizaron con metanol 100 % (v/v), tras lo cual se
lavaron con agua destilada. Con objeto de bloquear los lugares inespecificos de union de
las IgGs, las membranas se incubaron de 1 a 3 h a temperatura ambiente, o durante toda
la noche a 4°C en tampodn Tris-HC1 20 mM, pH 7,8, y NaCl 0,18 M (TBS), al que se le
adiciono leche en polvo desnatada al 3 % (p/v). Posteriormente, las membranas se
incubaron durante 1 h con el anticuerpo primario diluido en la concentraciéon que se
especifica en la Tabla 3.6, durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se lavaron las

membranas con TBS y se incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario anti-IgG de
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congjo unido a la peroxidasa de rabano (HRP) en la dilucién correspondiente. Los

anticuerpos empleados proceden de Agrisera™ (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Relacion de anticuerpos empleados y sus condiciones de uso.

Anticuerpo Primario Secundario
Catalasa 1:5000 1:25000
GFP 1:10000 1:10000

Para el revelado, las membranas se incubaron en una solucion de revelado “ECL
Plus Western Blotting detection system” (Amersham™) siguiendo las instrucciones de la
casa comercial. La fluorescencia se detectd con un equipo QuemiDoc de BioRad. El
tiempo de exposicion variaba desde segundos hasta varios minutos, dependiendo de la

intensidad de la sefial obtenida.
3.11 Anadlisis de acidos nucleicos

3.11.1 Extracciony purificacion de RNA total

El aislamiento de RNA total se llevo a cabo utilizando el reactivo comercial Trizol
(GIBCOBRL, Life Technologies), compuesto por una soluciéon monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987). El material vegetal se
homogeneizd en un mortero con nitrogeno liquido. Se peso el polvo obtenido y se afiadio
1 ml del reactivo comercial por cada 100 mg de tejido. Tras una incubacion de 5 min a
temperatura ambiente, se afiadieron 0,2 ml de cloroformo por cada ml de Trizol y se agitd
por inversion durante 15 s y se incubaron nuevamente 5 min a temperatura ambiente. Tras
centrifugar a 12.000 g durante 15 min a 4°C, al sobrenadante inicial que contenia el RNA,
se le afiadieron 0,5 ml de isopropanol por ml de Trizol inicial y se incubd a temperatura
ambiente durante 10 min. Posteriormente, se centrifug6 a 12.000 g durante 10 min a 4°C
y el precipitado, conteniendo el RNA, se lavo con 1 ml de etanol al 75% (v/v), se
centrifug6 de nuevo a 12.000 g durante 5 min y el precipitado se seco al aire. Por tlltimo,
el RNA precipitado se resuspendio en agua DEPC 1% (dietilpirocarbonato) libre de

ribonucleasas y se conservé a -80°C hasta su posterior uso.

La cuantificacion del RNA se realizo espectrofotométricamente midiendo la
absorbancia a 260 nm en un equipo NanoDrop (ND-1000), asumiendo que una unidad de

absorbancia a 260 nm equivale a 40 pg/ml de RNA.
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3.11.2 Electroforesis de acidos nucleicos

El andlisis de los fragmentos de DNA y RNA obtenidos, ya sea para comprobar
la integridad de los fragmentos de RNA como para cuantificar la expresion a partir de
cDNA se llevo a cabo mediante electroforesis. Las muestras se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1 % (p/v) en tampon Tris-HC1 45 mM (pH 8,0), 4cido
acético glacial 45 mM y EDTA 1 mM (TAE). Los geles se prepararon disolviendo la
agarosa en tampon TAE por calentamiento y posteriormente se solidificaron en el molde
para geles a temperatura ambiente. La electroforesis se desarroll6 en 10 minutos a 100 V.
Las muestras se cargaron en tampon de carga conteniendo glicerol al 4%. Las bandas se
tiferon con bromuro de etidio y se visualizaron utilizando un sistema Chemidoc (Bio-
Rad) acoplado con una camara CCD de alta sensibilidad. La intensidad de banda se
cuantificod con el programa Quantity One y expres6 como unidades de absorbancia

relativa respecto del control.
3.11.3 Transcripcion inversa

La obtencion de los cDNAs se realizo a partir del RNA total aislado de hojas y
raices segun el protocolo descrito en el apartado anterior. Se partié de 1 pg de RNA como
molde para llevar a cabo la reaccion de transcripcion inversa siguiendo las instrucciones
de la casa comercial de la enzima iScriptTM cDNA Synthesis (Bio-Rad), con las
condiciones de reaccion: 25°C, 5 min; 42°C, 30 min, 85°C, 5 min empleando un

termociclador Mastercycler (Eppendorf).
3.11.4 Extraccion de DNA gendmico

Se realizo la extraccion de DNA gendmico mediante el método descrito por
Edwards y col., (1991). Se recogieron muestras de tejido foliar y se recortaron en discos
para asegurar un tamafio de muestra uniforme, se realizaron los extractos macerando el
tejido a temperatura ambiente con tampdn de extraccion (200 mM Tris HCI pH 7,5, 250
mM de NaCl, 25 mM de EDTA, 0,5% de SDS). Los extractos se centrifugaron a 13.000
rpm durante 5 minutos y el sobrenadante recogido se mezcld con el mismo volumen de
isopropanol manteniéndose a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se centrifugaron
a 13.000 rpm durante 5 minutos y se dejo secar el precipitado. Finalmente se disolvieron

en 100ul de tampon Tris-EDTA (TE). Este DNA es estable a 4 °C.
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3.11.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la realizacion de la PCR se utilizo un termociclador Eppendorf Mastercycler.
Se utilizaron distintos programas de PCR, cambiando la temperatura y los tiempos de
extension y alineamiento en funcion de los requerimientos de los oligonucledtidos (Tabla
3.10) y de la longitud del fragmento amplificado. La temperatura de alineamiento (Ta) se
calculd dependiendo de la longitud y composicion de los oligonucledtidos utilizados,
siguiendo la formula: Ta =2 (A+T) + 4 (G+C) y tiempo de extension teniendo en cuenta

que, tedricamente, se requiere un minuto de alineamiento por Kb de DNA amplificado.
¢ PCR semicuantitativa

El método utilizado para la PCR semicuantitativa fue el descrito por Marone y
col., (2001). Esta técnica permite comparar la cantidad de mRNA entre muestras distintas,
ya que la reaccion se detiene en la fase exponencial de amplificacion, donde la cantidad
de DNA amplificado es directamente proporcional a la cantidad de ¢cDNA inicial de la
muestra. En este estudio se utilizo la TUB-4 de Arabidopsis sp. como gen control. Una
vez obtenido el cDNA de las distintas muestras, se realizaron distintas diluciones de los
mismos para asegurar que se partia de la misma concentracion de cDNA en cada una de
las mismas. Mediante una PCR normal preparando mezclas comunes de reaccion para
minimizar el error de experimentacion, se selecciond el numero de ciclos
correspondientes para cada uno de los genes ensayados asi como para el control,
realizando amplificaciones de los mismos a 25, 28, 30 y 33 ciclos, con el fin de
seleccionar un ciclo de amplificacion correspondiente a la fase exponencial de la misma.
Una vez ajustadas las concentraciones de cDNA inicial y los ciclos de amplificacion
(entre 25-30 en todos los casos), se realizaron las PCRs segtin el protocolo descrito en la
Tabla 3.7. La enzima utilizada fue la Hot Master taq polimerasa de Eppendorf'y la mezcla
de reaccion contenia de 20-50 ng de cDNA, dNTPs 0,25 mM, 0,10 pM de
oligonucledtidos, 1x de tampodn de la enzima, MgCl, 1,5 mM y 0,125 U/ pl de enzima.
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Tabla 3.7. Programa de temperatura para RT-PCR-semicuantitativa

Etapas Temperatura Tiempo Ne° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 4 min 1
Desnaturalizacion 94°C 30s
. . (Ta) Segun
Alineamiento 30s 25-28
Tabla 3.9
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 5 min 1

Para la cuantificaciéon se midi6 la intensidad de las bandas con el programa
“Quantity One” y para la normalizacion de los valores de las densidades de cada banda
de cDNA se dividi6 primero por el valor de densidad de la banda de TUB-4 en el mismo
carril para compensar las variaciones en la carga de cDNA sobre el gel. El aumento o
disminucion relativa en la expresion génica se calculd dividiendo la densidad de banda
normalizada del gen de las plantas con tratamiento por la del mismo gen de las plantas

control siguiendo la férmula matematica de Marone y col., (2001).

Ref Control * Muestra problema

Expresion relativa =
P Ref problema * Muestra control

e Ref Control: Intensidad de banda calculada para el gen
de referencia en el control, TUB-4

e Muestra problema: Intensidad de banda calculada para
el gen problema en el tratamiento.

e Ref problema: Intensidad de banda calculada para el
gen de referencia en el tratamiento, TUB-4

e Muestra control: Intensidad de banda calculada para el

gen problema en el control.

Figura 3.5. Formula para el célculo de expresion relativa.

e PCR cuantitativa

En este trabajo, se ha utilizado como método de deteccion la molécula de SYBR
Green I que emite fluorescencia al unirse a moléculas de cDNA de doble cadena durante

la amplificacion. Al final del proceso de amplificacion, se obtendra la grafica
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correspondiente que representard la intensidad de fluorescencia con respecto al nimero
de ciclos que han tenido lugar. Esta grafica nos permitira extrapolar los resultados
referentes a las cantidades iniciales de cDNA con las que contdbamos en nuestra muestra,
que tendra su reflejo en la cantidad del transcrito, que es lo que realmente nos indica los

niveles de expresion de un gen.

Para el analisis mediante PCR cuantitativa se siguieron las especificaciones de la
casa comercial Takara para “iQ SYBR Green Supermix”. Para realizar la reaccion de
PCR se mezclaron 10,5ul de SYBR Green, 0,5ul de cada oligo 10 uM y 1ul de cDNA
como molécula molde en 8,5ul de agua Mili-Q. Se aplico el siguiente programa descrito

en la Tabla 3.8 en un termociclador iCycler iQ5 (BioRad).

Tabla 3.8. Programa de temperatura para iQ-RT-PCR

Etapas Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min 1
Desnaturalizacion 95°C 10's
. . (Ta) Segun
Alineamiento 30s 35
Tabla 3.11
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 10 min 1

Anélisis y calculo de resultados para RT-PCR

Para calcular la eficiencia de los oligonucledtidos se prepararon diluciones
seriadas del cDNA. Los calculos se realizaron a partir de las pendientes de la curva
estandar obtenida mediante el programa iQ5 utilizando la férmula E =[10 (1 /a)'] x 100,
donde “a” es la pendiente. Las eficiencias y las temperaturas de trabajo de cada pareja de
oligonucledtidos empleados para los estudios de expresion mediante RT-PCR se

presentan en la Tabla 3.9.
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Tabla 3.9. Eficiencia y temperatura empleadas por cada pareja de oligonucleétidos para la RT-PCR

Gen Tempe(r_?tat)]ra ) %Eficiencia
NRAMP1 45 98
NRAMP2 55 101,3
NRAMP3 55 108
NRAMP4 55 106
NRAMP5 50 102,5
NRAMP6 50 100,4

ALA-4 48 100,3
HPP9 55 96,8
KUP8 60 99

CAT 55 95,5

La expresion relativa de cada gen se normaliz6 con la de la TUB-4, y los
resultados se calcularon utilizando la relaciéon de expresion relativa de acuerdo con el
método de Pfaffl (Pfaffl, 2001) que emplea un modelo matematico para la cuantificacion

relativa de un gen problema en comparacion con uno de referencia (Figura 3.6).

ACP Control—Muestra
(EProblema) Problemal( )

ACP Control—Muestra
(Ege) ¢Pres )

Expresion Relativa =

=  Eproblema: €s la eficacia de PCR en tiempo real de la
transcripcion del gen problema.

* Egef: es la eficacia en tiempo real de la PCR de una
transcripcion de genes de referencia; en este caso
TUB-4.

= ACP problema: €s la desviacion CP del control - muestra
problema.

= ACP Ref: desviacion CP del control - muestra de

referencia.

Figura 3.6. Formula matematica para el calculo de la expresion relativa. Pfaffl, (2001).
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La relacion de expresion relativa de un gen problema se calcula sobre la base de
la eficiencia (E) y el punto en el que la fluorescencia sube apreciablemente por encima de
la fluorescencia de fondo (CP) de una muestra desconocida frente a un control, y se

expresa en comparacion con un gen de referencia.

3.11.6 Oligonucleottidos utilizados

Los oligonucleotidos empleados para verificar la condicion de homocigosis de las
lineas seleccionadas son especificos de la inserciéon de T-DNA y se disefiaron con el

programa ““input3” (http://primer3.ut.ee/) y el programa “T-DNA Primer Design”

(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) y se encuentran detallados en la Tabla 3.10.

Los oligonucleotidos utilizados para los estudios de expresion mediante PCR
cuantitativa y semicuantitativa se presentan en la Tabla 3.11. Se disefiaron empleando la

aplicacion bioinformatica “Beacon Designer” (http://www.premierbiosoft.com/qOligo/).

Estos oligonucledtidos amplifican un segmento de ¢cDNA entre 50-150 pb, con un

contenido G-C entre el 50-60% y las temperaturas utilizadas estan entre 55-60°C.

Tabla 3.10. Oligonucledtidos utilizados para comprobar la homocigosis de las lineas mutantes.

Gen AGI Code Salk Oligonucledtido T (*C)

Oligo-s 5'-TCTTCCCTTGTTGGTACAACG-3' 58

ALA4 | Atlgl7500 [SALK 075228C
Oligo-as |5'-TGTGGTGAACTCAGAAGGAGC-3'| 58

Oligo-s |5'-CTTCTCACCAAGGTTCAGTGC-3'| 60

HPP9 | At5g52710 [SALK_091636C
Oligo-as | 5'-CTGGATGTTTCCAGGTACACC-3' 60

Oligo-s |5-CATTAAACATCCAAGCGAACG-3' 60

NRAMPS [ At4g18790 |SALK 109028C
Oligo-as |5-TTTGGTCTGATTCTGTACCGG -3'| 60

Oligo-s | 5'-ACTACCTGATGCAGCAAATCC-3' 55

KUP8 | At5g14880 [SALK 041357C
Oligo-as | 5-TCTTGATTTTGTTGGCCAAAC-3' 55

Oligo-s | 5'-AGGCCAGTGTTTGTGGATAAC-3' 58

KUP1 | At2g30070 | SALK 148762
Oligo-as |5-AACATGAAAAGCGTTCACGTC-3' 58

Oligo-s | 5'-GGCTTTCGAGACACAACTTTG-3' 58

KUP3 | At3g02050 [SALK 002622C
Oligo-as | 5'-GACGAGGATTTCCTCGATTTC-3' 58

LB.b1.3 T-DNA 5'-ATTTTGCCGATTTCGGAAC-3'
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Tabla 3.11. Oligonucledtidos empleados para PCR cuantitativa y semicuantitativa.

Gen Oligonucleétido 'I;eg_p;r(?ct:l;r

Oligo-s 5'-TCTTCCCTTGTTGGTACAACG -3' 48
ALA4 Oligo-as 5'- GCCAATGTGATTTTCCCGGT-3' 48
Oligo-s 5' -CTTCTCACCAAGGTTCAGTGC -3' 55
HPP9 Oligo-as 5'- AGCGCATGGACCTTTTAACC-3' 55
Oligo-s 5’-GTAGCCACTTCTCTTCTTATTTCAAG-3’ 45

NRAMP1
Oligo-as 5"-CAACATCGGAGGTAGATA-3’ 45
Oligo-s 5"-TGCTATTGCTATTCAGATTCTT-3" 55

NRAMP2
Oligo-as 5"-TAACTTCCTCACACCGTAA-3" 55
NRAMP3 Oligo-s 5"-ATGGTTTTGTGGGTTATGGC-3" 55
Oligo-as 5"-CTCGAGCTTCCTTATTCCGT-3" 55
Oligo-s 5'-CCAGGACTATCAAACAAGCTGT-3" 55

NRAMP4
Oligo-as 5"-CAATGGAGTAGTACTTGAGAGCTTC-3" 55
NRAMPS Oligo-s 5'-GGGCTCGCTCGATGTTTTAA-3" 50
Oligo-as 5-ATCATCCAAACACCGCCAC-3’ 50
NRAMPG Oligo-s 5'-GTCAGAGTTCAACCATAA-3" 50
Oligo-as 5'-GATTATAGCCAAGCATCT-3" 50
Oligo-s 5'-GGAAGCGAAAGAAGCTGGAGTAGC-3' 58
KUPL Oligo-as 5'-TCTGTTCCTCTGCAATTCGTGCTC-3' 58
Oligo-s 5'-CTCCAACCAGAGAGTGTCTCCATCG-3' 58
KuP2 Oligo-as 5'-TCAGTTCCGCATCTGCTTCTGC-3' 58
Oligo-s 5'-ATGATGGGAGAATGGCCGTTCT-3' 58
KUPs Oligo-as 5'- CCTCGTACACTGAACGCAAACTCTG-3' 58
Oligo-s 5'-TGGGACAAGGCTGTCTCGGTCTATA-3' 58
KUPa Oligo-as 5'- GCCTCGGAAGCTCTTGCTCATAC-3' 58
Oligo-s 5'-GGAGGCGATGGGTCTGAGATTG-3' 58
KUPS Oligo-as 5'-CGGAATCCATTTCCGGGTGAT-3' 58
Oligo-s 5'-GCAGAGACCAACGGAGAGGATGA-3' 58
KUPS Oligo-as 5'-CCGGGACAACAAACCTCACTCTC-3' 58
Oligo-s 5'-TGGCGGAGGAAAGCAGTATGG-3' 58
KOPT Oligo-as 5'-AGTCCAGTACCGTCGAATCCATCA-3' 58
Oligo-s 5'- ATGAGAGGCTAACTGTCGTCGCG-3' 60
KUPS Oligo-as 5'-TCGATCCTCGCACTTTCTGGTAAC-3' 60
Oligo-s 5'- GATGGAGCCAACTTCAAACTCAAGC-3' 58
KUP9 Oligo-as 5'-CCATGTTGTTGTTGTGGTTGTGGT-3' 58
Oligo-s 5'-AGAGGGGATTTAGGGTTCTGGGTT-3' 58
KUPL0 Oligo-as 5'-GGCGACCAGCTTCTTCATCCATAG-3' 58
Oligo-s 5'-AGTCAAAACGCAGCTCTCTCTTGC-3' 58
KoPiL Oligo-as 5'-CACCCATCGTTGCTGCTTCTACTC-3' 58
Oligo-s 5'-TGGATCTCTTACTGGTCTCAGGC-3' 55
AT Oligo-as 5'-CGAGAGACACAACAACACACAAGG-3' 55
Oligo-s 5'- GAGGGAGCCATTGACAACATCTT-3" 65
TuBd Oligo-as 5'- GCGAACAGTTCACAGCTATGTTC-3" 65

86



Materiales y métodos

3.12 Microscopia

3.12.1 Preparacion de muestras
Preparacion de muestras para inmunohistoquimica

Se realizaron dos tipos de preparaciones, una en cortes preparados a partir de

bloques de acrilamida y otra en resina LR White (LRW).

Para la localizacion de la expresion de NRAMPS5 mediante inmunohistoquimica
las plantas crecieron en hidroponia y posteriormente se aplico el tratamiento con Cd 50
uM durante 72 h. Se cortaron las raices evitando la parte apical y se incubaron durante 1
h 30 min a 4°C en solucion de fijacion PIPES-KOH (pH 7,4) con glutaraldehido 0.2%
(v/v) y paraformaldehido al 4% (p/v), se infiltraron a vacio durante 4-10 min en el caso
de las hojas y posteriormente se realizaron tres lavados de 10 min cada uno en tampdn

PIPES.
e Bloques de acrilamida

Para preparar los bloques de las muestras se eliminé el tampén PIPES y se incubd
en oscuridad durante 3 h en una solucién de infiltracion compuesta por
acrilamida/bisacrilamida 30% (15%, p/v), PBS (fosfato-K 20 mM, pH 7,5, NaCl 150
mM) y TEMED 10% (v/v). Posteriormente se obtuvieron los bloques (Figura 3.7)
conteniendo el tejido mediante la polimerizacion de la solucion de infiltracion con
persulfato al 2% (p/v) en moldes de 1,5 x 0,9 x 0,5 mm (Sorvall). Finalmente se sacaron
los bloques cubriéndolos con PBS1x: Glicerol al 50% (1:1) y posteriormente se cortaron
con un vibratomo Leica VT 1200 S con una vibracion con amplitud de 0,4 y velocidad

de corte de 0,4 m/s, en secciones de 60 um.

>
W

\
&
A}

R 5 >4 L

Figura 3.7. Material vegetal incluido en los bloques de acrilamida, hoja (A) y raiz (B).

Se colocaron los cortes en eppendorfs para las incubaciones posteriores.
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e Bloques en resina LR White

Los cortes de hoja y raiz (1-2 mm?) se fijaron en una solucion de glutaraldehido al
0,2% (v/v) y peformaldehido al 4% (p/v) en tampdn Pipes-KOH 50 mM, pH 7,4, durante 1
hora a 4°C. Los cortes se lavaron tres veces con el mismo tampon y se deshidrataron en series
escalonadas de etanol (30-100%; v/v) con intervalos de 20 min. A partir del 70 % de etanol,
las muestras se mantuvieron a -20°C. Después de la deshidratacion, los cortes fueron
infiltrados en series graduales de resina LR White (LRW) en etanol (25-100%; v/v) con
intervalos de 4 horas e infiltracion final de 12 horas. La polimerizacion se realizé a -20°C en
luz ultravioleta (Sandalio y col., 1997). Los tltimos pasos se llevaron a cabo en el Centro de

Instrumentacion Cientifica de Granada (CIC).
3.12.2 Tinciones histoldgicas
e Deteccion de nucleos (DAPI)

La tincion de los nucleos se llevo a cabo utilizando el colorante fluorescente 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) segtin las indicaciones del fabricante (Roche, Alemania).
Para ello se lavaron las muestras tres veces con PBS y se incubaron con DAPI 3,6 uM
durante 5 min para marcar los nticleos. A continuacion, se colocaron las muestras en el
portaobjetos y se observaron directamente en el microscopio de fluorescencia, registrando

su emision a 480 nm (Vergne y col., 1987).
e Deteccidn de contornos celulares (loduro de propidio)

El yoduro de propidio, C27H34I2N4 (PI), es un agente que se intercala en las
moléculas de DNA y RNA y una molécula fluorescente que se puede utilizar para tefiir
las células, ya que es impermeable a membranas biologicas. Los cortes se incubaron con
PI 10 pg/ml durante 5 min y posteriormente se lavd con agua destilada. Se observo
directamente en un microscopio invertido de epifluorescencia Leica DMI600B y
microscopio confocal utilizando un laser Helio-Nedn con excitacion: 543 nm y emision:

620 nm. El contorno celular se observé en color rojo.
e Deteccidn de acumulos de hierro (Perls)

Se empleo la tincion Perls o azul de Prusia para localizar acimulos de Fe en los
tejidos. Para ello se utilizo tejido tanto de hoja como de raiz de plantas crecidas en

hidroponia o en placa y posterior tratamiento de 1 semana en presencia o ausencia de
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hierro. En primer lugar los tejidos se incubaron en una solucion de fijacion compuesta
por (metanol/cloroformo/acido acético) en proporcion (6:3:1) durante 1h a temperatura
ambiente, posteriormente se realizaron tres lavados en agua destilada y se aplico el
reactivo Perls (potassium ferrocyanide) preparado al 4% HCI y 4% K-ferrocyanide en
proporcion (1:1) y se incub6 durante 8 o 24 horas a temperatura ambiente y en agitacion.
Durante la reaccion, las zonas de los tejidos que presentan acumulacion de hierro oxidan
la ferrocianida a ferricianida produciendo precipitados de color azul. Para detener la
reaccion se lavo el tejido tres veces con agua destilada y se conservo en etanol absoluto.

Las imagenes fueron escaneadas y cuantificadas con el programa ImageJ 1.45.
e Deteccion y localizacion de acamulos de cadmio

El Cd se localiz6 en los tejidos de las plantulas de A. thaliana mediante el método
de tincion con ditizona (Difeniltiocarbazona) (Seregin y Ivanov, 1997; Clabeaux y col,
2011). Las plantulas se cultivaron en el medio Hoagland durante 10 dias, como se ha
descrito anteriormente y posteriormente se sometieron a un tratamiento con cadmio 50
uM durante 24 horas. A continuacion, las plantulas se lavaron minuciosamente con agua
MilliQ y se tifieron con solucién de ditizona (4,5 mg de ditizona disuelta en 9 ml de
acetona con adicion de 15 ml de 4cido acético glacial y 3 ml de agua MilliQ) durante 1 h.
Después de un lavado cuidadoso para la eliminacion del exceso de ditizona de la

superficie, las plantulas se examinaron con un estereomicroscopio Leica M165FC.
e Deteccion de la Actividad p-glucuronidasa (GUS)

Las plantas de las lineas transgénicas crecidas en cultivo hidropdnico con o sin
tratamiento con Cd 50 uM durante 24 y 48 horas se colocaron en tubos eppendorf y se
enjuagaron en tampoén fosfato sodico 50 mM 0.05% Triton X-100, pH 7,2.
Posteriormente, se prefijaron por infiltraciéon a vacio durante 45 min en buffer fosfato
sodico pH 7,2 con 4% de formaldehido, se lavaron las muestras tres veces en buffer
fosfato sodico y se embebieron en la disolucion de reaccion KsFe (CN)es 0.5 mM,
K4Fe(CN) 0.5 mM, Triton X-100 0.0.5 % (v/v), 5-Bromo-4-chloro-3-indolil-B-D-
glucurénido ciclohexilamonio (X-gluc; Applichem) 1 mM, NaPO, 50 mM pH 7,2
(Jefferson, 1987) mediante infiltracion con una bomba de vacio durante 5 min. A
continuacion, las muestras se incubaron en oscuridad a 37°C hasta observar la aparicion

de la tincion azul (16 horas) y posteriormente se lavaron con tampén fosfato sédico para
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detener la reaccion y eliminar la solucion de GUS. Se lavo con etanol a concentraciones
crecientes para eliminar los pigmentos de las clorofilas, 30% 1h, 50% 1h, y finalmente
70% (30-70%). La sefial GUS se observo directamente en un estereomicroscopio Leica

MI165FC.

3.12.3 Localizacion de proteinas mediante andlisis de GFP (green fluorescence

protein)

Para la deteccion de la sefial GFP (del inglés “green fluorescence protein”) se
crecieron las lineas mutantes pPNRAMP5::NRAMP5: GFP, en cultivo hidropdnico y se
sometieron a un tratamiento con Cd 50 uM durante 24 y 48 h. Las muestras de raices y
hojas se colocaron en portas con cubreobjetos para su observacion in vivo. Para la
deteccion de la sefial GFP, se utiliz6 un microscopio laser confocal (CLSM) Leica
DMI6000 (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Heidelberg, Alemania). La GFP se
excito con un laser de 480 nm, y su emision se recogi6 entre 500 nm y 520 nm (maximo
de emision: 509 nm). Las imagenes finales se obtuvieron como la proyecciéon méaxima de

8 planos en el eje Z.
3.12.4 Técnicas inmunohistoquimicas

Para aumentar la sefial GFP previamente identificada y confirmar los resultados

se utilizaron técnicas de inmunohistoquimica, de GFP.
e Inmunohistoquimica y revelado con DAB

Para realizar este ensayo se emplearon los cortes de 60 pm de seccion previamente
preparados. Las muestras se incubaron en una solucién de PBS 1% + H202 1% durante
30 min a temperatura ambiente, se lavaron con PBS 1x y se bloquearon durante 1 hora a
temperatura ambiente en solucioén de bloqueo PBS pH 7,3 con 5% BSA y 0,1% Tween20.
Posteriormente, los cortes se colocaron en los portaobjetos tratados con adhesivo TESPA
para una mejor adhesion y se incubaron durante 6 h a temperatura ambiente con el
anticuerpo primario anti-GFP (Agrisera™) diluido 1:50 en la solucién PBS (1 ul anti-
GFP con 0,5% BSA y 0,01% Tween20). Tras tres lavados con PBS 1x de 10 min cada
uno se incubod con el anticuerpo secundario anti-IgG unido a la peroxidasa de rabano
(HRP) diluido 1:50 (1 pl a-IgG-HRP con 0.5% BSA y 0.01% Tween20) durante toda la
noche a 4°C. Tras tres lavados de PBS 1x de 10 min cada uno se procedio al revelado con

DAB utilizando una soluciéon de 100 pl Tris-HCI 50 mM pH 7,6 conteniendo 25 ul de
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DAB al 2% (0,02g/1ml agua miliQ). Se dejé secar y posteriormente se lavd con agua
MiliQ y se anadi6 una gota de gelatina o glicerol 50% sobre las muestras, sellando
finalmente con los cubreobjetos. Se observaron al microscopio optico los precipitados

marrones debidos al DAB.

e Inmunohistoquimica de GFP

Para llevar a cabo esta técnica se emplearon los cortes de 60 um preparados como se
ha descrito anteriormente. Primero se realizo el bloqueo con la solucidon descrita en el
apartado anterior PBS1x con 5%BSA y 0,1 % Tween 20 durante 1 h y tras tres lavados de
15 min con PBS 1x se incubo durante toda la noche en cdmara himeda a 4°C y en oscuridad
con el anticuerpo primario anti-GFP preparado en dilucion 1:50 en PBS 1x con 0.5% BSA
y 0,01% Tween 20. Posteriormente, se lavaron las muestras tres veces durante 15 minutos
cada una con PBS 1x para eliminar el exceso de anticuerpo primario. Las muestras se
incubaron con el anticuerpo secundario IgG Dylight 680 obtenido en cabra (Agrisera),
preparado a 1:100 en PBS1x durante toda la noche en camara htimeda a 4°C y en oscuridad.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 15 min con PBS 1x y otros 3 lavados de 15 min
con agua esteril y se dejo secar durante toda la noche en oscuridad. Finalmente se anadio
una gota en cada portaobjetos de glicerol conteniendo “antifading” a 46,23 mM (5ml PBS
1X pH 12 y 25 mg de p-fenilendiamina) para evitar el desvanecimiento de la fluorescencia
y se sellaron las preparaciones.

Se observo la fluorescencia debida al fluor6foro Dylight 680 (682 exc; 715 em) en el

microscopio invertido de epifluorescencia Leica DMI600B.
3.13 Analisis bioinformatico

Para determinar el gen responsable del fenotipo de los mutantes seleccionados de
la coleccion de semillas con insercion de T-DNA, se han utillizado las bases de datos

disponibles en la pagina web del “SALK-Institute” (http://signal.salk.edu/cgi-

bin/homozygotes.cgi). Se disefiaron oligonucledtidos para verificar la condicion de
homocigosis de las lineas seleccionadas y estudiar la posible disrupcion o sobre-expresion
del gen de interés. Para ello se empled la aplicacion bioinformética “input3”

(http://primer3.ut.ee/), el programa “T-DNA Primer Design”

(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) y la aplicacion bioinformatica “Beacon

Designer” (http://www.premierbiosoft.com/qOligo/).
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La clasificacion de los genes responsables del fenotipo observado en diferentes
categorias segun su funcién se realizd6 mediante el programa MapMan

(http://mapman.gabipd.org/). Ademas, se emplearon las bases de datos “BAR ePlant”

(http://bar.utoronto.ca/eplant/ ) y “TAIR”( https://www.arabidopsis.org), para buscar los

patrones de expresion de los genes identificados. También se emplearon los programas

“GENEVESTIGATOR” (https://genevestigator.com/) y “GeneMANIA”

(http://genemania.org/) para ampliar informacion sobre la funcion y la expresion génica.

Las secuencias correspondientes a los genes estudiados fueron obtenidas a partir
de la base de secuencias del European Molecular Biology Laboratory (EMBL;
www.embl.de/), de la base de datos de secuencias GeneBank del National Center for
Biotechnology Information (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) y las aplicaciones

disponibles en las bases de datos “TAIR BLAST 2.2.8”

(http://www.arabidopsis.org/Blast/). Para la construccion del arbol de homologias entre

los miembros de las diferentes familias génicas se utilizo el programa “Vector NTI®”
que permitio el alineamiento de las secuencias proteicas, previamente obtenidas de la base

de datos “UniProt.” (http://www.uniprot.org/ )

Las imagenes se han cuantificado con los programas “Adobe Photoshop” y el
programa “ImageJ”. Las medidas de longitud de raices se han efectuado utilizando como

herramienta el programa “ImageTool”.
3.14 Analisis estadistico

Todos los resultados de este trabajo fueron tratados estadisticamente mediante el
programa Microsoft Excel 2010 y el programa “IBM SPSS Statistics 20”. Se realizé una
estadistica descriptiva obteniendo los promedios, errores estandar, y comprobando las
diferencias entre grupos de datos mediante la aplicacion de pruebas de significancia por
el Test de Student, asumiendo una distribucion normal de los datos. De este modo cada

resultado es el promedio de los datos obtenidos y lleva asociado un error estandar.

El analisis matematico de los resultados experimentales se llevd a cabo mediante
el analisis de la varianza, considerando como fuentes de variacion los tratamientos y las
repeticiones, con objeto de calcular el nivel de probabilidad del efecto estudiado. La

estimacion multiple de medias se efectué mediante la prueba de Duncan.
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Materiales y métodos

La significancia en las diferencias entre grupos de datos se encuentra representada
en las graficas en forma de asteriscos o letras y siempre hacen referencia a las diferencias
entre genotipos mutantes y WT. La forma de indicar el grado de significancia (p valor)
se establece por el numero de asteriscos que acompaiien al dato en forma de barra o punto
(p < 0,001 = ***; p < 0,01 = **; p <0,05 = *) para el test de Student y la letra que

acompafa al dato para el test de Duncan.
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4.1 Seleccion del medio de cultivo y mezcla de metales pesados para la
seleccion de mutantes

4.1.1 Concentracion de metales en los suelos de estudio

Para llevar a cabo la seleccion de mutantes fue necesario determinar previamente
las condiciones Optimas de los ensayos de tolerancia fijando en los medios de cultivo las
concentraciones de metales mas adecuadas. Para ello se utiliz6 el medio Hoagland
(Hoagland y Arnon, 1953) en placas Petri, al que se afiadi6 diferentes concentraciones de
metales basadas en los datos conocidos del contenido en metales pesados de los suelos
mineros de Riotinto y Alquife, ambos caracterizados por la Doctora Mingorance del
Instituto Andaluz de Ciencias de la Tierra (CSIC, IACT, Granada; Pena y col., 2015;
Sevilla-Perea y Mingorance, 2015). Los metales pesados principales y sus
concentraciones en los suelos de las minas de Alquife y Riotinto se presentan en la Tabla

4.1.

Tabla 4.1. pH y concentraciones de metales presentes en los suelos de Alquife y Riotinto.

Suelo pH Cadmio (uM) | Cobre (uM) | Plomo (uM) | Niquel (uM) | Cromo (UM)
Riotinto 5 50 100 160 - -
Alquife 8 50 100 - 75 75

4.1.2 Busqueda del medio de cultivo de trabajo

Para establecer las condiciones adecuadas para obtener un crecimiento de las
plantas de Arabidopsis silvestres que nos permitiera realizar estudios fisiologicos en las
mismas, se utilizaron distintas mezclas de metales y pH, lo mas parecido a las condiciones
originales del suelo. Para ello utilizamos un medio Hoagland 0,5x (Hoagland y Arnon,
1953; Tabla 3.2) modificado con una mezcla de un maximo de tres metales para permitir
el crecimiento de la planta. Sobre la base de las concentraciones de metales pesados
existentes en los suelos se utilizaron tres mezclas de metales diferentes, uno basado en
los suelos de Riotinto (RT1) y otros dos basados en los suelos de Alquife (AL1 y AL2)

como se especifica en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Concentracion de metales en los distintos medios utilizados.

Medio pH Cadmio (uM) | Cobre (uM) | Plomo (uM) | Niquel (uM) | Cromo (UM)
RT1 5 50 50 160 - -

AL1 8 50 100 - - 150
AL2 8 50 100 - 75 -
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En primer lugar se ensay6 un medio conteniendo el 100% de las concentraciones

de los metales y no se observd germinacion en ninguno de los casos (Figura 4.1):

- Medio RT1: 100% Cd (50uM), 100% Cu (100uM), 100% Pb (160 uM) pH 5.0
- Medio ALI: 100% Cd (50uM), 100% Cu (100pM), 100% Cr (150 pM) pH 8.0
- Medio AL2: 100% Cd (50uM), 100% Cu (100pM), 100% Ni (75 uM) pH 8.0

Figura 4.1. Efecto de las distintas
mezclas de metales sobre la
germinacion  de  semillas  de
Arabidopsis WT tras 11 dias después
de su siembra.

Debido a la ausencia de germinacion en las concentraciones de metales presentes
en los suelos estudiados (100%), se utiliz6 un medio que contenia un 10 % respecto a la
concentracion original. En la Tabla 4.3 se muestran las diferentes concentraciones de
metales utilizadas. En este caso se observo germinacion, y desarrollo de la raiz y parte

aérea de las plantulas en todos los medios (Figura 4.2).

Tabla 4.3. Concentracion final de metales en el medio conteniendo el 10 % de la concentracion original en
los suelos.

Medio pH Cadmio Cobre Plomo Cromo Niquel
(M) (M) (LM) (LM) (M)
RT1/10 5 5 10 16 - -
AL1/10 8 5 10 - 15 -
AL2/10 8 5 10 - - 7,5
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(:ongrol
pH'5

f

Figura 4.2. Crecimiento de las plantulas tras 11 dias de la siembra en los medios al 10 % de la concentracién
de metales.

Posteriormente, se aumentaron progresivamente las concentraciones de metales
como se muestra en la Tabla 4.4, hasta obtener las mas proximas a las condiciones reales

del suelo que permitian la germinacién y el crecimiento de las plantulas (Figura 4.3).

Tabla 4.4. Concentracion de metales en los distintos medios analizados.

. Cadmio Cobre Plomo Niquel Cromo
Medio | PH | “wm)y | vy | v | @M | um)
RTla 5 25 50 52,8 - -
RT1b 5 25 25 52,8 - -
RT1c 5 50 25 52,8 - -
AlLla 8 25 50 24,75
AL1b 8 25 25 24,75
ALlc 8 50 25 24,75
AlL2a 8 25 50 50
AL2b 8 25 25 50
AL2c 8 50 25 50
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Control
pH S

Figura 4.3. Germinacion y crecimiento de plantulas de Arabidopsis a los 11 dias en los medios con los
metales de la Tabla 4.4.

Los resultados obtenidos para cada medio en cuanto a germinacion, longitud de
raiz y tamafio de las hojas, se describen en la Tabla 4.5. Se observé que las plantas que
mejor se adaptaban a las condiciones del medio fueron las crecidas en el medio AL1 (a,
b y ¢), mientras que las que peor respondieron fueron las crecidas en RT1, donde el pH

acido o el Pb pudieron actuar como factores limitantes.
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Tabla 4.5. Germinacion y crecimiento de las plantulas en los diferentes medios de la. Tabla 4.4. Se expresan
con “+” la respuesta positiva y con “-” la negativa.

Medio Germinacion Crecimiento
Raiz Hoja
Control 4+ +++ o+
RTla - - -
RT1b ++ - +
RT1c + - -
AlLla +++ + ++
AL1lb +++ ++ ++
ALlc +++ ++ ++
AL2a ++ + +
AL2b -+ + +
AL2c -+ - -

4.1.3 Ajuste en la concentracidon de metales del medio

Como la combinacion de metales a la que mejor respondieron las semillas fue la
de Cd, Cu, Cr a pH 8 (el medio AL1), se continud trabajando inicamente con este medio.
Se ajustaron nuevamente las concentraciones de metales para que se aproximaran a las
condiciones del suelo original. En la Tabla 4.6 se muestra la composicion de los diferentes
medios a partir de AL1 que fueron ensayadas. Se utilizd también el crecimiento en
vertical, lo que favoreceria el desarrollo y medida de la raiz, asi e observo la germinacion

y el crecimiento de la raiz en los diferentes medios (Figura 4.4).

Tabla 4.6. Concentraciones de metales utilizados para los distintos medios de ALI1.

Medio pH Cadmio (uM) Cobre (UM) Cromo (uM)
AlLla 8 25 50 50
ALlc 8 50 25 50
AL1d 8 50 50 75
AlLle 8 50 75 75
AL1f 8 50 50 100
ALlg 8 50 25 100
AL1lh 8 50 100 75
ALLli 8 50 100 50
AL1j 8 40 80 120
AL1k 8 50 25 75
AL1l 8 50 50 50
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Figura 4.4. Germinacion y desarrollo de la raiz de plantulas de Arabidopsis a los 7 dias en los diferentes
medios utilizados respecto del control.

Como se puede observar en la Figura 4.4, las semillas que se sembraron en los
medios con una concentraciéon de Cu superior a 50 uM no germinaron, por lo que se

decidio realizar la seleccion con una concentracion maxima de Cu de 50 uM.

En la Figura 4.5 se muestra la longitud de la raiz a los 7 y 11 dias de la siembra

con los medios de la Tabla 4.6.
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Figura 4.5. Longitud de la raiz de plantas crecidas en cada una de las concentraciones de metales de la
Tabla 4.6 alos 7 y 11 dias de cultivo.

Los resultados obtenidos en cuanto a germinacion, longitud de raiz y tamafio de

las hojas, se describen en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Germinacion y crecimiento a los 11 dias de plantulas cultivadas con los medios de la Tabla 4.6.
Se expresan con “+” la respuesta positiva y con “-” la negativa.

. L, Crecimiento
Medio Germinacion
Raiz Hoja

Control +++ +++ +++

Alla +++ ++ ++

AlLlc +++ ++ +

AL1d +++ ++ ++

AL1f +++ ++ ++

ALlg +++

AL1k +++

AL1l +++ ++ ++

ALle - - -

AL1h - - -

ALl - - -

AL1j - - -

Comprobamos de nuevo la germinacion y el crecimiento de las semillas en los

medios anteriormente seleccionados (ALla, ALIc, AL1d, AL1f, AL1g, AL1k, AL1l)y

se tomaron imagenes a los 7 dias (Figura 4.6), ya que a partir de ese dia el crecimiento

practicamente se detiene (Figura 4.5).
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Figura 4.6. Germinacion y crecimiento de plantas a los 7 dias.

Como se muestra en los resultados de la Tabla 4.7, las semillas que mejor
crecieron fueron las sembradas en los medios ALla, AL1d, ALIf y ALL Con este
resultado y basandonos en la Tabla 4.6 de los medios probados a partir de AL1, la mezcla
de metales que mas se asemeja a las concentraciones originales en los suelos de Alquife
es AL1f. Es por ello, que se eligio este medio para realizar la seleccion de mutantes con
diferente sensibilidad a los metales con respecto al WT, siendo la concentracion de
metales Cd, Cuy Cr de 50, 50 y 100 uM, respectivamente; o lo que es lo mismo, 100, 50

y 66 % respectivamente de la concentracion de metales sobre el suelo original y a pH 8.0.

4.2 Seleccion de mutantes con diferente tolerancia a metales pesados

4.2.1 Coleccion de semillas de Arbidopsis thaliana L. y criterio de seleccion.

Para la busqueda de mutantes con tolerancia diferencial a metales pesados se llevo
a cabo una seleccion utilizando una coleccion de mutantes de Arabidospsis thaliana L. de
6867 lineas mutantes homocigotas con una insercion de T-DNA disponibles en nuestro
laboratorio. Todas las lineas de esta coleccion se han generado utilizando como fondo

genético Col-0.

Se realiz6 una seleccion de las lineas mutantes en relacion a la respuesta a los
metales pesados presentes en el medio de trabajo seleccionado con respecto al fenotipo

silvestre (WT), adoptando como criterio la longitud de la raiz principal a los 7 dias de
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crecimiento (como parametro indicador de tolerancia); selecciondndose como sensibles
las lineas con una reduccién en la longitud de la raiz respecto del fenotipo silvestre y

resistentes las que muestran mayor longitud que el fenotipo silvestre (WT) (Figura 4.7).

Figura 4.7. Seleccion de lineas resistentes y sensibles.
Resistente (verde) y sensible (amarillo) respecto del fenotipo silvestre segun la longitud de la raiz principal.

La siembra y seleccion se realizé en placas Petri cuadradas de 10 x10 c¢cm con el
medio seleccionado y adicionando 8 g/l de fitoagar. En cada placa se dispusieron 64
semillas, 16 lineas diferentes con cuatro semillas por linea manteniendo entre ellas una
distancia apropiada para evitar el solapamiento de las raices. En la parte izquierda de cada

linea se sembro el WT como control (Figura 4.8).

Aangie & 2 e

Figura 4.8. Imagen representativa de una placa de la seleccion con 16 lineas mutantes después de 7 dias de
cultivo.

En esta primera seleccion se obtuvieron 164 lineas mas resistentes y 85 mas
sensibles, respecto a las plantas WT. Estas primeras lineas seleccionadas se propagaron
y se recogieron semillas frescas para confirmar el fenotipo con un mayor niumero de
semillas por linea. Asi, se sembraron 10 semillas de cada linea y se repitio la seleccion.
Confirmamos en esta segunda seleccion 74 lineas que presentaron fenotipo resistente y
56 lineas mas sensibles respecto del fenotipo silvestre. De las 56 lineas sensibles
seleccionadas solo 46 lineas no presentaban diferencias en el crecimiento respeto de las

plantas WT en condiciones normales (sin metales) (Figura 4.9).
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Seleccion 6867 lineas
(4 semillas/linea)

[ |
85 Sensibles

Validacion ‘
(30 semillas/linea)
56 Sensibles

‘ Crecimiento similar a WT
46 Sensibles en condiciones control

Figura 4.9. Esquema de las selecciones realizadas en la coleccion de mutantes (Ln). Confirmacion de la 1°
seleccion y la verificacion de las lineas identificadas como resistentes (R1) y como sensibles (S1).

4.2.2 Comprobacién de los resultados de la seleccion

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos, se sembraron un nimero mayor
de semillas por linea (30) y se midi6 la longitud de la raiz principal de las lineas
seleccionadas como resistentes respecto del WT utilizando el programa Image Tools
(Figura 4.10). Se realizo el andlisis estadistico con las medidas de las raices, en el caso
de las lineas resistentes ya que en el caso de las lineas sensibles la mayor parte de ellas

practicamente no presentaban raiz.
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Figura 4.10. Longitud de la raiz de las lineas resistentes seleccionadas. El grado de significancia (p valor)
se establece por el nimero de asteriscos que acompaiien al dato (p < 0,001 = ***; p < 0,01 = **; p < 0,05
= *), con respecto al WT.

4.3 ldentificacion y clasificacion de los genes responsables de la diferente
tolerancia a metales pesados

Una vez realizada la seleccion y conocida la respuesta frente a los metales en
comparacion al WT de cada una de las lineas de mutantes seleccionadas, se procedio a la
identificacion del gen afectado por el inserto de T-DNA, disponible en la base de datos
del SALK-Institute y la funcién molecular asignada seglin las bases de datos disponibles

en la pagina web del SALK-Institute (http://signal.salk.edu/cgi-bin/homozygotes.cgi) y

“TAIR” (https://www.arabidopsis.org/). Las lineas que presentaron resistencia a metales

con respecto al WT se presentan en la Tabla 4.8 y las lineas de mutantes que presentaron

mayor sensibilidad frente a los metales se muestran en la Tabla 4.9.
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Posteriormente, los genes responsables del fenotipo fueron clasificados mediante

el programa MapMan (http://mapman.gabipd.org/; Thimm y col., 2004), lo que ha

permitido distribuir los genes en diferentes categorias como metabolismo de proteinas,

metabolismo de DNA, RNA, sefializacion, transporte, etc (Figura 4.11).

A me?bollispd'lgs de ";;:::"‘m e
isacari bolismo
e 1% transformacion ATC “"“4’ ;z""' 5% me:.mdo:e
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3%
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3% sefalizacion
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Figura 4.11. Clasificacion de los genes seleccionados. Graficos de clasificaciéon de MapMan en diferentes
categorias, y sus porcentajes, segun las funciones de los genes afectados por la insercion de T-DNA en los
mutantes resistentes (A) y sensibles (B) seleccionados.

4.3.1 Clasificacion de los genes responsables del fenotipo diferencial en respuesta
a los metales

Las principales categorias para los genes correspondientes a mutantes resistentes

que hemos encontrado pertenecen al metabolismo del RNA (12%), el metabolismo de
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proteinas (9%), de DNA (9%) y la sefializacion y transporte (4% y 7% respectivamente).
También existe un gran numero de genes para los que no se ha descrito ain ninguna

funcion.

La principal categoria en los mutantes sensibles fue la relacionada con el
metabolismo de las proteinas con un porcentaje de alrededor del 25%, siendo el segundo,
el relacionado con el metabolismo del RNA (11%). En una clasificaciéon mas especifica
empleando el programa MapMan, encontramos 16 genes asociados al metabolismo
general, de los cuales 13 pertenecen a los seleccionados como resistentes y 3 a los
sensibles. Dentro de la categoria relacionada con la respuesta celular se encuentran 13
genes, de los cuales, 7 son resistentes y se engloban dentro de la respuesta al estrés bidtico,
el sistema de homeostasis redox (ciclo ascorbato-glutation) y el desarrollo, en cambio,
los 6 genes asociados a la sensibilidad estan relacionados con la respuesta al estrés

abidtico, el sistema redox (glutarredoxina) y el desarrollo (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Analisis MapMan de los genes seleccionados y caracterizados en las funciones celulares. Los

genes seleccionados como asociados a resistencia se muestran en cuadros azules y los asociados a
sensibilidad en rojo.
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En la clasificacion segtn la funcidn celular encontramos 101 genes, de los cuales
60 se corresponden con los seleccionados como resistentes y 41 genes sensibles.
Asociados a funciones relacionadas con el estrés biotico encontramos genes relacionados
con resistencia, que pertenecen a factores de transcripcion MYB y hormonas que actian

en respuesta al estrés bidtico como los brasinoesteroides (Figura 4.13); por el contrario,
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en los sensibles no se encuentra esta categoria, s6lo encontramos 3 genes relacionados

con estrés abiotico (relacionadas con choque térmico).
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Figura 4.13. Analisis MapMan de los genes seleccionados y caracterizados en la respuesta frente a
patdgenos. Los genes seleccionados como asociados a resistencia se muestran en cuadros azules y los
asociados a sensibilidad en rojo.

En cuanto a la regulacion post-traducional, se han encontrado 35 genes
implicados, 14 sensibles y 21 resistentes. Solo los resistentes se corresponden con
hormonas (brasinoesteroides), proteinas G y con el sistema redox del ciclo ascorbato-
glutation. En cuanto a los sensibles, destacan los genes implicados en la degradacion de
proteinas dependiente de ubitiquina, donde encontramos genes que codifican enzimas

como la ubitiquin proteasa y la E2 ligasa (Figura 4.14).
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Ubiquitin and Autophagy dependent degradation

T—
)

mRmamoman o,

N = O 6,5 R

RING/U-Box HECT

BTB DCX APC SCF a .

Figura 4.14. Analisis MapMan de los genes seleccionados y relacionados con la regulacion post-
traducional implicados en la degradacion de proteinas dependiente de ubitiquina. Los genes seleccionados
como asociados a resistencia se muestran en cuadros azules y los asociados a sensibilidad en rojo.

4.4 Caracterizacion de los mutantes Athpp9 y Atala-4 en la respuesta a
metales pesados

441 Estudio “in silico”

Para verificar la seleccion realizada y estudiar el posible uso de estos mutantes
con fines de fitorremediacion se selecciond una linea resistente (Athpp9) y otra sensible
(Atalad), ambas relacionadas con el transporte y se analizaron en mayor profundidad. Con
el fin de conocer la informacion disponible sobre los genes relacionados con el fenotipo,
se realizo un estudio de expresion “in silico” mediante la busqueda de informacién en

bases de datos, eFP-Browser (http://bar.utoronto.ca/; Winter y col.,, 2007) vy

Genevestigator (https://genevestigator.com/gv/; Figura 4.15).

La linea resistente seleccionada fue Athpp9 con la insercion de T-DNA en el gen
HPP9, una proteina que contiene un dominio de uniéon a metales pesados (HMA) (de
Abreu-Neto y col., 2013). La linea sensible fue el Atala4, con la insercion de T-DNA en
el gen ALA4, perteneciente a la familia de bombas de iones ATPasa tipo P de la subfamilia

P4 (Axelsen and Palmgren, 2001).
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Winter et al., 2007. PLoS One 2(8): e718

)]
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min:
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| TS
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Figura 4.15. Datos de expresion de HPP9 (A) y ALA4 (B) y localizacion subcelular de las proteinas
correspondientes (C y D), disponibles en http://bar.utoronto.ca.

Segun la informacion disponible en estas bases de datos, HPP9 se expresaria en

raices y la proteina se localizaria en el nucleo (Figura 4.15B y D), mientras que ALA4 se
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expresaria en toda la planta y la proteina podria estar localizada en la mitocondria (Figura

4.15Ay C).

4.4.2 Comprobacion de la homocigosis de las lineas y el fenotipo frente a la

mezcla de metales

La linea mutante Athpp9 presenta una insercion de T-DNA (SALK 091636C) en
el locus At5g52710 (HPP9). La linea Atala4 presenta una insercion de T-DNA (SALK
075228C) en el Atlgl7500 (ALA4). Las plantas fueron genotipadas mediante PCR
teniendo en cuenta la posicion y orientacion del inserto, empleando los oligonucledtidos
especificos de los genes HPP9 y ALA4 (LP y RP) y el oligonucledtido LBb1.3. Sus
secuencias se describen en la Tabla 3.10 de esta memoria. Se comprobd que se
amplificaba la region LP/LBb1.3 y no la region LP/RP confirmando asi la homocigosis

de las lineas mutantes (Figura 4.16).

WT  Athpp9 bp WT  Atalad
10.000 — 10.000 —
3000 — 3000 —
2500 — 2500 —
2000 — 2000 —
1500 — 1500 —
1000 — 1000 —
750 — 750 —
300 o 300 —
250 — 250 —

Figura 4.16. Genotipado mediante PCR de las plantas mutantes Athpp9 Y Atalad y el genotipo silvestre.
Los amplicones tefiidos con bromuro de etidio se muestran usando los cebadores LP, RP y LBb1.3 descritos
en la Tabla 3.10.

Se verificd de nuevo el fenotipo ya observado en el proceso de seleccion de estas
lineas en respuesta a la mezcla de metales, mediante analisis del crecimiento de la raiz y
ademas, se analizaron otros parametros como el porcentaje de germinacion, hojas
verdaderas, etc, después de 7 dias de crecimiento. Para ello, se cultivaron las plantulas en
placa con el medio conteniendo la mezcla de metales. La linea Athpp9 anteriormente
mencionada mostrd una longitud de raiz mayor y Atala4 una longitud de raiz menor con

respecto a las plantulas WT, confirmando de nuevo el fenotipo (Figura 4.17A y B).
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Figura 4.17. Fenotipo (A) y longitud de la raiz después de 7 dias de crecimiento en el medio con la mezcla
de metales (B) de los mutantes Athpp9 y Atala4 respecto a las plantas WT. Los datos representan la media
+ error estandar de, al menos, tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los
asteriscos indican diferencias significativas con respecto al WT (p <0,05: *; p <0,01: **; p <0,001: ***) de
acuerdo con la prueba T de Student.

Respecto a la tasa de germinacidon en placa, no se encontraron diferencias
significativas en Athpp9 respecto al WT, s6lo Atalad tenia una tasa inferior en las

condiciones control y con la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Tasas de germinacion de Athpp9 y Atalad respecto de WT en el medio con la mezcla de
metales y en condiciones control. Los datos representan la media + error estandar de al menos tres
experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias
significativas (p <0,05: *) de acuerdo con la prueba T de Student.
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Ademas, se observo que el gen ALA4 se inducia en las plantulas WT después de
7 dias de crecimiento en la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu), respecto al medio control,
mientras que no se encontraron diferencias significativas para el gen HPP9 en estas

condiciones (Figura 4.19).
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Figura 4.19. Expresion relativa mediante qRT-PCR de HPP9 y ALA4 en el genotipo WT, en plantulas de
7 dias crecidas en placa con la mezcla de metales pesados. Los datos representan la media + error estandar
de al menos tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican
diferencias significativas (p <0,05: *) de acuerdo con la prueba T de Student.

4.4.3 Andlisis del metabolismo oxidativo

Una de las respuestas provocadas en plantas frente a la exposicion a metales
pesados consiste en la generacion de estrés oxidativo con dafios a membranas y
macromoléculas (Rodriguez-Serrano y col., 2009). Para determinar si la insercién en
Athpp9 y Atala4 interfiere en la respuesta oxidativa de la planta frente a los metales, se
determind el contenido de H,O, mediante histoquimica con DAB en hojas completas. Las
plantas se crecieron en hidroponia durante 21 dias y posteriormente se adicion6 la mezcla
de metales durante 24 y 48 horas. Curiosamente en ambos mutantes la produccion de
H,O fue inferior que en las plantas WT después de 24 y 48 horas del tratamiento (Figura
4.20 A y B). Asi mismo, la actividad de la catalasa fue superior en ambos mutantes
después de 24 h de tratamiento, aunque disminuy6 después de 48 h, frente a las plantas

WT (Figura 4.20 C).
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Figura 4.20. Metabolismo oxidativo de los mutantes Athpp9 y Atala4 en respuesta a metales pesados.
Tincion con DAB para visualizar la produccion de H,O, después de 24 y 48 h de crecimiento con la mezcla
de metales (Cd+Cr+Cu) en condiciones hidroponicas (A). Densidad relativa de la tincion con DAB medida
con Image J (B) y actividad catalasa (C). Los datos representan la media + error estandar de al menos tres
experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al WT (P <0,05: *; P <0,01: **; P <0,001: ***) de acuerdo con la prueba T de
Student.

4.4.4 Captaciony translocacion de metales pesados en los mutantes Athpp9 y

Atala4d

Para determinar la capacidad de los mutantes Athpp9 y Atala4 de captacion y
translocacion de metales, se procedid al andlisis de los mismos mediante ICP. Para
obtener suficiente material para el andlisis, se cultivaron plantas WT y de los mutantes
Athpp9 y Atala4 en condiciones de hidroponia durante tres semanas y después se afiadio
la mezcla de metales durante 24 h. Se observo que la captacion y translocacion de metales
pesados se encuentra alterada en ambos mutantes con respecto al WT. Asi, se obtuvo una
mayor acumulacion de metales pesados (Cd, Cr y Cu) en las raices de ambos mutantes
(Figura 4.21). En relacion a la translocacion de metales, en Atalad fue superior que en

WT: 2,1, 2,0y 1,4 veces para Cd, Cr y Cu, respectivamente, como se observa en la Tabla
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4.10. Mientras que en Athpp9 la translocacion fue inferior que en el WT, 2,5, 2,1 y 3,6
veces para Cd, Cu y Cr, respectivamente (Tabla 4.10). Este factor podria ser importante

para explicar el fenotipo previamente observado en estos mutantes.
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Figura 4.21. Analisis mediante ICP del contenido de Cd, Cry Cu en raices y hojas de los mutantes Athpp9
y Atalad y en WT. Las plantas se cultivaron en condiciones de hidroponia durante tres semanas y después
se afiadio la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) durante 24 h. Los datos representan la media =+ error estandar
de dos experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al WT (P <0,05: *; P <0,01: **; P <0,001: ***) de acuerdo con la prueba T de
Student.
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Tabla 4.10. Porcentaje de translocacion de cadmio (Cd), cobre (Cu) y cromo (Cr) de raices a la parte area
en plantas Athpp9 y Atalad y WT de 21 dias expuestas durante 1 dia a Cd 50 uM, Cu 50 uM y Cr 100 pM.
Los datos son media de dos repeticiones independientes + SD. Los valores seguidos por la misma letra no
son significativamente diferentes (P <0,05) segin lo determinado por la prueba de rango multiple de
Duncan.

Cd+Cr+Cu
Metales | WT Athpp9 Atalad
%Translocacion | Cd I 1,61£0,20a 0,63+0,09b 3,32+0,23¢
I o | 1,63+0,28a 0,77+0,10b 3,08+0,31¢
co 1 2445032 0,68£0,11b  3,47%0,12¢

Es importante destacar que la translocacion de Fe en Athpp9 fue 10,9 veces
superior que en plantas WT en condiciones control; sin embargo, fue 23 veces inferior
que en WT en condiciones de tratamiento con metales, como se indica en la Tabla 4.11.
La translocacién de Mn y Zn de ambos mutantes fue inferior a la del WT en condiciones

control y la del Fe en la mezcla de metales (Tabla 4.11).

Tabla 4.11. Efecto del tratamiento con la mezcla de metales pesados durante 1 dia sobre el contenido de
Fe, Mn y Zn (mg/Kg) de hojas y raices y el % de translocacion en WT, Athpp9 y Atala4. Los datos son
media de dos repeticiones independientes £ SD. Los valores seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes (P <0,05) segtin lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

Control ! Cd+Cr+Cu
MICRONUTRIENTES | WT Athpp9 Atalad | WT Athpp9 Atalad |
Hoja I Fo(mwKg) | 300.0£32.1a 13529+564b  137.0£23.1c 127206:200.1d 939:242c  517.3290.lc
I MomgKg) | 453424320 518.8+203a 34722156 | 32235836  286.1460.5c  290.846.6¢
: Zn (mg/Kg) : 240841940 2189+21.9a  192.0+189ac | 1589+63b 17614223 204.8+5.6ac
| | |
Raiz | Fe(mgKg)  117096.8+101.5a 6882.7489.9b 22028.6+:980.7cl 8947.94950.2d 7128.4+860.1bd 10122.7+1000.2¢
: Mn (mg/Kg) :3532.31148.3?1 10548.1£521.2b 4890.05150.4c | 1282.827.4d  1584.54839d  1428.5+578d
| Zn(mgKg) | 436.5£521a  1501.2567.9b  892.6:47.9c | 405.55664a  7682+1492¢  519.119.7d
| | |
Hoja+Raiz | Fe (mg/g) | 1741£0,02a  824+0,79a  22,17+195b | 11,67£192a 72245622  10,64+4,98a
: Mn (mg/g) : 398£001a  11,074275c  524%310b | 106:052a  0,87+130a 1,721,13a
| Zn(mg/g) | 0.68£00la  1,728020c  1,08£028b | 0,56:0,10d  0940,09  0,72:0,05a
| | |
9% Translocacion! Fe I 173:0,05a  19.830,10b  0,64:0,01a | 3495:14,55c  1424020a  4,95:0,28a
: Mn : 12,84£0,004a  494:001c  7,16:0,04b | 251442704  20,874.82d  23,1626,17d
I Zn | 578451542 1453:0,03b  212040,12c | 39732904  23,13£093c  39.48+1,05d

Ademas, el mutante Athpp9 acumulaba los macronutrientes en las raices en
condiciones control, especialmente con un aumento en el contenido de Ca, K, S y P de
aproximadamente 1,5, 2,5, 2,7 y 4,0 veces respecto al contenido en WT (Tabla 4.12). Sin
embargo, el Mg es una excepcion, y la acumulacion en el mutante Athpp9 es casi un tercio
inferior que la observada en las plantas WT. En presencia de la mezcla de metales pesados

se acumulaba mas K, S y P en las raices de Athpp9 (Tabla 4.12), por ¢l contrario, no se
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encontraron diferencias en las raices del mutante Atala4, salvo un aumento en el
contenido de P en condiciones control y la translocacion a las hojas fue casi tres veces
superior que en las plantas WT (Tabla 4.12). La translocacion del Mg en condiciones de

estrés también se vio alterada en ambos mutantes (Tabla 4.12).

Tabla 4.12. Efecto del tratamiento con la mezcla de metales pesados durante 1 dia sobre el contenido de
macronutrientes (g/100g) en hojas y raices y el % de translocacion de plantas WT, Athpp9 y Atalad. Los
datos son media de dos repeticiones independientes = SD. Los valores seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes (P <0,05) seglin lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

Cd+Cr+Cu
WT Athpp9 Atalad

Control
WT Athpp9 Atalad

MACRONUTRIENTES

!
L) T
1 1
Hoja I Ca(g/100g) | 3.68:0.07a 34450052 320:0.04a | 27140085  3.3940.05a  3.49+0.5a
: K (g/100g) : 333£0.03a  3.0440.04b  3.12::0.06b : 2.63£0.04c  2.96£0.03d  3.05+£0.44b
| Mg(g100g) | 0.68:0.05a 0.74:0.04a 049:0.04b | 1.03+0.2¢ 0.5340.02b  0.64=0.1a
I S (¢/100g) | 1.07:0.082 0.99:0.03a 0.99+0.09a | 0.8040.06b  0.96£0.0la  1.10£0.18a
: P (¢/100g) : 0.73£0.01a  0.62+0.02b  0.55+0.01c : 047+0.02d  0.53£0.02c  0.62+0.09bc
Rafz : Ca (¢/100g) : 234+021a  3.64+022b  2.41+0.18a : 1.5140.2¢ 1.3120.19c  0.96+0.16d
I K (2/100g) | 1.32£0.16a 326+£0.18b 1.27+0.12a | 1.77+0.3a 247£045¢  2.04+0.16¢
I Mg(g100g) | 35120092 1.1720.12b  3.71202a |  1.65:0.4b 11820436  2.07+1.01lc
: S (/100g) : 037+0.02a  1.00£0.02b  0.43+0.02ac : 0.54+0.1¢ 0.79+0.05d  0.53+0.05¢
I P (/100g) | 0.60£0.01a 2.41£0.06b 1.29:0.03¢ | 0.71%0.1a 131£02¢  0.89+0.06d
I I I
Hoja+Raiz | Ca (g/100g) I 6,02+0,14a  7,08£0,14b  570+0,11c | 4,225+0,13d  4,702+0,11d  4,449+0,30d
: K (g/100g) : 4,65+0,10a  6,3040,11c  4,39+0,09a : 44080302 543+024b  5,09+0,13ab
| Mg(g/100g) | 41840072 191£0,08b 420£003a | 2,674£025b  1,712022b  2,707+0,06b
I S (¢/100g) | 14440052  1,99+40,03d 1,41£0,06ab | 1342+0,06a  1,7550,03cd 1,624+0,07bc
: P (g/100g) : 1,33£0,01a  3,03£0,04d  1,84+0,02b : 1,18+0,05c  1,844+0,12b  1,515£0,04a
%Translocacién: Ca :157,26i1,68a 94,72+1,69a 136,51i3,52a:179,80i17,87ab 258,9318,09b 364,89+68,01c
I K 1252,3142,51a 9325+0,77b 245,67+4,11al 148,75429,62d 119,84=12,53bc 149,51%5,59¢d
I Mg 192740472 63,75+2,14d 132240,03a | 62,1651,99d  44,43+£12.45cd  30,89+8,08bc
: S I285,7310,72a 98,7342,87b 230,4915,31d: 149,44+8,63¢  121,5943,83bc 208,74+30,96d
I P 1120,75+10,43a 25,63+1,58b 42,456£1,63b] 65,73+3,36c  40,55+327b  70,0348,85¢

4.45 Anélisis de la expresion de HPP9 y ALA4 en respuesta a metales

En plantas crecidas en condiciones de hidroponia y tratadas con la mezcla de
metales (Cd+Cr+Cu) y solo con cadmio 50 uM, se analiz6 la expresion de HPP9 y ALA4
mediante qRT-PCR en WT. En ambas condiciones de estrés, se observod una induccion
de HPP9 muy temprana en las raices (Figura 4.22A), aunque no se observé expresion en
las hojas. En el tratamiento con la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu), el HPP9 se inducia
significativamente después de 30 min de tratamiento, mientras que se reprimia después
de 24 y 48h (Figura 4.22A). La inducciéon de HPP9 por Cd fue superior a las 3h de
tratamiento y después se redujo hasta alcanzar valores similares a las condiciones control
(Figura 4.22A). ALA4 se inducia sin embargo después de un largo periodo de tiempo de
tratamiento con la mezcla de metales (24 y 48h) y el tratamiento con Cd (24h y 5d) en
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hojas (Figura 4.22C). No se encontraron diferencias significativas en la expresion de

ALA4 en las raices (Figura 4.22B).
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Figura 4.22. Expresion de HPP9 y ALA4 en respuesta a metales. Expresion relativa vs no tratado (0 h)
mediante qRT-PCR de los genes HPP9 en raiz (A) y ALA4 en raices y hojas (B y C) de WT crecidas en
hidroponia en condiciones de estrés debido a la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) y Cd durante 30 min, 3,
24,48y 120 h de tratamiento. Los datos representan la media + error estandar de al menos tres experimentos
independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas con
respecto al WT 0 h (P <0,05: *; P <0,01: **; P <0,001: ***) de acuerdo con la prueba T de Student.

4.4.6 Respuesta de Athpp9 y Atala4 a extractos de suelos enmendados

En los suelos de las zonas mineras la supervivencia y el crecimiento de las plantas
estan limitados en gran medida por el pH extremo, la alta conductividad eléctrica y la
toxicidad debida a los elementos toxicos que contienen esos suelos. Asi, con el fin de
validar los resultados obtenidos, se analizaron los pardmetros de crecimiento y estrés de
los mutantes Athpp9 y Atala4 en una solucion procedente del suelo de la mina de Riotinto
con dos enmiendas diferentes, segun se ha indicado en materiales y métodos (Apartado
3.2.4), utilizando: 1) compost y 2) cenizas. La germinacion se adelantaba en ambos
mutantes respecto al WT y las diferencias fueron significativas para Athpp9 en las dos
enmiendas empleadas (Figura 4. 23A y B). La longitud de la raiz fue también superior
para los mutantes Athpp9 y la diferencia fue significativa para la enmienda 1, mientras

que la longitud de la raiz para el mutante Atala4 fue significativamente inferior para
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ambas enmiendas (Figura 4. 23). Se podria decir por tanto que ambos mutantes conservan

el fenotipo observado en la seleccion, fundamentalmente en la enmienda 1 (Figura 4.23).
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Figura 4.23. Estudio de fenotipo de Athpp9 y Atalad en extractos de suelos enmendados. Analisis de
germinacion, longitud de la raiz de los mutantes Athpp9 y Atala4d y el WT crecidos en el extracto de suelo
de la mina de Riotinto modificados con compost (A) y cenizas (B). Fenotipo observado para los mutantes
Athpp9 y Atalad y el WT crecidos en el medio con la enmienda 1 durante 7 dias. Los datos representan la
media + error estandar de al menos tres experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto al WT (p <0,05: *; p <0,01: **; p <0,001: ***) de acuerdo con la prueba T de
Student.

Ademas se analiz0 la peroxidacion lipidica después de 5 dias creciendo en el suelo
con la enmienda 1. Ambos mutantes mostraban una reduccion de la peroxidacion lipidica
(Figura 4.24) en consonancia con la menor produccion de H>O, observada en respuesta

al tratamiento con la mezcla de metales respecto del WT (Figura 4.20).

Figura 4.24. Peroxidacion lipidica en Athpp9 y
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204 4 error estandar de al menos tres experimentos
independientes, cada uno con tres repeticiones.

02 - Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto al WT (P <0,05: *; P

00 ' ' ‘ <0,01: **; P <0,001: ***) de acuerdo con la

wT Athpp9 Atalad prueba T de Student.
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4.5 Estudio de los transportadores KUP

45.1 Estudio de expresion “in silico” de KUP8

La linea Atkup8 fue seleccionada como resistente en la seleccion a partir de la
coleccion de lineas mutantes empleada en este trabajo. Presenta una insercion de T-DNA
en el gen KUP8, que pertenece a la familia de transportadores KT/KUP/HAK, que esta
involucrada en el transporte y translocacion de iones K'/H" en la membrana plasmatica y
en la vacuola, por lo que estan relacionados en gran medida con la homeostasis y la
regulacion osmotica por K* (Senn y col., 2001). En plantas, los transportadores
KT/KUP/HAK desempefian un papel clave en la fisiologia vegetal como la adquisicion
de K*, la adaptacion al estrés abiotico y los procesos de desarrollo mediante la regulacion

de la distribucidon de auxinas.

Inicialmente se realiz6 un estudio de expresion “in silico” mediante la busqueda

de informacion en las bases de datos eFP-Browser (http://bar.utoronto.ca/; Winter y col.,

2007) y Genevestigator (https://genevestigator.com/gv/; Figura 4.25). Se observo que la
mayor expresion registrada en Arabidopsis thaliana para el gen KUP8 se daba en las
hojas caulinares, raiz y sépalos (Figura 4.25A), asi como en el periciclo, en el floema y
las células meristematicas (Figura 4.25B). También se ha descrito expresion en la
epidermis de la parte inferior del tallo (Figura 4.25E) y durante el desarrollo de la semilla,
concretamente en la chalaza, lo que podria estar relacionado con los primeros nutrientes
(Figura 4.25C). En cuanto a la respuesta a diferentes tipos de estrés, se ha descrito la
induccidn en toda la raiz en deficiencia de fosfato, a tiempos cortos (6 h) (Figura 4.25D).
En cuanto a su regulacion por estrés abidtico, se ha descrito una induccién en la planta

completa a partir del 2° y 3° dia de luz constante de 60 pE.

También se ha descrito una induccion del KUP8 durante la iniciacion del
crecimiento de raices laterales en ausencia de auxinas (Figura 4.26), lo que sugeriria una
implicacion en la regulacion de este gen durante la division de las celulas del periciclo

del xilema, involucradas en dar lugar a un nuevo primordio de la raiz lateral.
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Figura 4.25. Datos de expresion de KUP8 disponibles en http://bar.utoronto.ca. Expresion de KUP8 en las
distintas partes de la planta (A), en el xilema y floema (B), en el desarrollo de la semilla (C), en la epidermis
de la parte inferior del tallo (E) y en toda la raiz por falta de fosfato (D).
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Figura 4.26. Expresion de KUP8 en
experimentos con auxinas durante el
desarrollo de raices laterales. Datos

disponibles en http://bar.utoronto.ca.
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Ademés, se ha estudiado la induccion que se produce en KUP8 en tratamientos

con inhibidores de hormonas de crecimiento como la giberelina y las auxinas.

4.5.2 Homocigosis de Atkup8 y fenotipo frente a la mezcla de metales

La linea mutante Atkup8 (SALK 041357C) presenta una insercion de T-DNA en
el segundo exon del locus At5g14880 (KUPS8). Las plantas fueron genotipadas mediante
PCR teniendo en cuenta la posicion y orientacion del inserto, tal y como se indica en la
Figura 4.27(A y C). Se emplearon oligonucleo6tidos especificos del gen KUP8 (LP y RP)
y el oligonucledtido LBb1.3, especifico del T-DNA. Sus secuencias se describen en la
Tabla 3.10 de esta memoria. Se comprobo6 que se amplificaba la region LP/LBb1.3 y no

la region LP/RP confirmando asi la homocigosis de la linea mutante (Figura 4.27B).
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Figura 4.27. Localizacion de la insercion de T-DNA en el gen At5g14880 (KUP8) en la linea SALK
041357C y los oligonucledtidos empleados, RP en verde, LP en rosa y LBb 1.3 en rojo (A) y genotipado
mediante PCR de las plantas mutantes Atkup8 y el silvestre (WT) (B). Los amplicones tefiidos con bromuro
de etidio se muestran usando los oligos LP, RP y LBb1.3 descritos en la Tabla 3.10. Secuencia de
nucleotidos de KUPS8, en amarillo se presenta la region bloqueada por el inserto T-DNA SALK 041357C
y la posicion de ambos oligonucleotidos (C).
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Las plantulas crecieron en placa vertical conteniendo el medio con la mezcla de
metales (Cd+Cr+Cu). En estas condiciones, Atkup8 mostraba una longitud de raiz mayor
con respecto a las plantulas WT después de 7 dias de crecimiento (Figura 4.28 A y B). Se
confirmé asi el fenotipo ya observado en el proceso de seleccion de estas lineas en
respuesta a la mezcla de metales. Ademas, se realizo el estudio de expresion mediante
RT-PCR semicuantitativa en las plantulas WT después de 7 dias de crecimiento en placa
de cultivo conteniendo la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu), respecto al medio control,
observandose una induccion del gen KUP8 significativa en el WT mientras que en el

mutante Atkup8 no se observo expresion en ningtn caso (Figura 4.28C).
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Figura 4.28. Fenotipo (A) y longitud de la raiz (B) del mutante Atkup8 y del WT después de 7 dias de
crecimiento en el medio control y con la mezcla de metales. Expresion relativa mediante RT-PCR
semicuantitativa de KUP8 en plantulas de WT de 7 dias, en condiciones de estrés debido a la mezcla de los
metales (C). Los datos representan la media + error estandar de al menos tres experimentos independientes,
cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas (p <0,05: *; p <0,01: **; p
<0,001: ***) de acuerdo con la prueba T de Student.

4.5.3 Estudio de homologias entre proteinas KUP

Se construy6 un arbol comparando las secuencias aminoacidicas de las proteinas
KUP de Arabidopsis thaliana deducidas del cDNA de cada uno de ellas (Figura 4.29).
De este modo se pudieron obtener algunas conclusiones sobre la similitud funcional que

cabria esperar entre las proteinas KUP.

Segun este arbol de homologias, el primer grupo lo constituyen las proteinas

KUP1, KUP2, KUP6 y KUP8, estando mas proximos KUP1 y KUP2 y la proteina KUP8
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presentaba una secuencia de aminoacidos con mayor homologia a la del KUP6. Un

segundo grupo estaba compuesto por KUP3 y KUP4. El tercer grupo lo forman KUP9,

KUP10 y KUP11; y el cuarto grupo representaria las proteinas KUP12, KUP5 y KUP7.

Finalmente, en el quinto aparecia una sola proteina, HAKS (Figura 4.29).

KUP1 (At2g30070)

KUP2 (At2g40540)

KUP3 (At3g020050)

KUP4 (At2g23640)

—  KUP9 (At4g19960)

KUP12 (At1g60160)

HAKS (Atdg13420)

KUP6 (At1g70300)

KUPS (At5g14880)

KUP10 (At1g31120)

KUP11 (At2g35060)

KUPS (Atdg33530)

KUP7 (At5g09400)

4.5.4 Expresion de la familia KUP en plantulas

Figura 4.29. Arbol de
homologia entre las secuencias
aminoacidicas de las proteinas
KUP de Arabidopsis thaliana,
segun el programa ‘“Vector
NTI”.

Se realizé un estudio mediante RT-PCR semicuantitativa de la expresion de todos

los miembros de la familia KUP tanto en el genotipo WT como en Atkup8, en plantulas

crecidas durante 7 dias en placa de cultivo conteniendo la mezcla de metales. Este estudio

mostrd una induccion de los genes KUP5, KUP6, KUP8 'y KUP11 en WT (Figura 4.30A)

que no se observo en el mutante en condiciones de estrés por la mezcla de metales. En

cambio, en el genotipo Atkup8 se observd una induccion de KUP1, KUP9, KUP10 y

KUP11, detectandose la mayor induccion en KUP1. Este resultado podria sugerir que el

transportador KUP1 podria estar relacionado con el fenotipo observado en el mutante

Atkup8 (Figura 4.30B).
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Figura 4.30. Expresion de la familia de genes KUP mediante RT-PCR semicuantitativa en el WT (A) y el
mutante Atkup8 (B) en respuesta al tratamiento con la mezcla de metales. Los datos representan la media +
error estandar de al menos dos experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos
indican diferencias significativas con respecto al control (p <0,05: *; p <0,01: **; p <0,001: ***) de acuerdo
con la prueba T de Student.

455 Estudio de expresion “in silico” de KUP1

Segun los resultados anteriores, el transportador KUP1 podria estar relacionado con el
fenotipo observado en el mutante Atkup8 y por ello se estudi6é esta linea en mayor
profundidad. La linea Atkupl presenta una insercion de T-DNA en el gen KUP1. El
estudio de expresion “in silico” mediante la busqueda de informacion en las bases de

datos, eFP-Browser (http://bar.utoronto.ca/; Winter y col.,, 2007) y Genevestigator
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(https://genevestigator.com/gv/) reveld que la mayor expresion registrada en Arabidopsis
thaliana para el gen KUPL1 se daba en el desarrollo de la semilla (Figura 4.31A y C) asi
como en el periciclo, en el floema y las células meristematicas (Figura 4.31B). También
se observo expresion en la epidermis de la parte superior del tallo y en menor medida de

la parte inferior (Figura 4.31D).

A Winter et al., 2007. PLoS One 2(8): e718
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Figura 4.31. Datos de expresion de KUP1 disponibles en http://bar.utoronto.ca. Expresion de KUP1 en las
distintas partes de la planta (A), en el xilema y floema (B), en el desarrollo de la semilla (C), en la epidermis
de la parte superior e inferior del tallo (D).

Ademas, se observo una induccion del KUP1 durante la iniciacion del crecimiento

de raices laterales en ausencia de auxinas (Figura 4.32).
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Figura 4.32. Expresion de KUP1 en
experimentos con auxinas durante el

QE desarrollo de raices laterales. Disponible en
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4.5.6 Homocigosis de Atkupl y fenotipo frente a la mezcla de metales

La linea mutante Atkupl (SALK 051343C) presenta una insercion de T-DNA en
el primer exon del locus At2g30070 (KUP1). Las plantas fueron genotipadas mediante
PCR teniendo en cuenta la posicion y orientacion del inserto, tal y como se indica en la
Figura 4.33 (A y C). Se emplearon oligonucledtidos especificos del gen KUP1 (LP y RP)
y el oligonucledtido LBb1.3 especifico del T-DNA. Sus secuencias se describen en la
Tabla 3.10 de esta memoria. Se comprobo que se amplificaba la region LP/LBb1.3 y no

la region LP/RP confirmando asi la homocigosis de la linea mutante (Figura 4.33B).
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Figura 4.33. Localizacion de la insercion de T-DNA en el gen At2g30070 (KUP1) en la linea SALK
051343C y los oligonucle6tidos empleados, RP en verde, LP en rosa y LBb 1.3 en rojo (A) y genotipado
mediante PCR de las plantas mutantes Atkupl y el WT (B). Los amplicones teflidos con bromuro de etidio
se muestran usando los oligos LP, RP y LBb1.3 descritos en la Tabla 3.10. Secuencia de nucledtidos de
KUP1 identificando la region bloqueada por el inserto de T-DNA y la posicion de ambos oligonucle6tidos

(©.
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Las plantulas de Atkupl crecidas en placa conteniendo el medio con la mezcla de
metales (Cd+Cr+Cu) no mostraron un fenotipo resistente, respecto a las plantulas WT
después de 7 dias de crecimiento (Figura 4.34 A y B). Ademas, se realiz6 el estudio de
expresion mediante RT-PCR semicuantitativa en las plantulas WT después de 7 dias de

crecimiento en placa y no se observod induccion del gen KUPL (Figura 4.34C).
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Figura 4.34. Fenotipo (A) y longitud de la raiz (B) del mutante Atkupl respecto de WT después de 7 dias
de crecimiento en el medio control y con la mezcla de metales. Expresion relativa mediante RT-PCR
semicuantitativa de KUP1 en plantulas de 7 dias de WT, en condiciones de estrés debido a la mezcla de los
metales (C). Los datos representan la media =+ error estandar de al menos tres experimentos independientes,
cada uno con tres repeticiones.

4.5.7 Respuesta de Atkup8 y Atkupl frente a diferentes metales por separado

Para determinar si la resistencia a la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) mostrada por
los mutantes se establecia frente al conjunto de metales o especificamente frente a alguno
de ellos, se realiz6 el estudio en plantulas crecidas en placas de cultivo con los distintos

metales por separado.
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Germinacién

Los datos mostraron un incremento en el indice de germinacién de ambos
mutantes respecto al genotipo silvestre en todos los medios estudiados (Figura 4.35). En
todos los casos, el indice de germinacion en los primeros dias fue superior para ambos
mutantes, excepto para el Atkupl con Cu, aunque el genotipo silvestre llego a los mismos
valores de germinacion en el cuarto dia, donde el 100% de las semillas germinaron en

todos los casos estudiados (Figura 4.35).
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Figura 4.35. Porcentaje de germinacion de Atkup8, Atkupl y WT en medio Hoagland con las diferentes
concentraciones de metales: As 30 uM, Cr 100 uM, Cu 25 uM. Los datos representan la media + error
estandar de al menos tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto del WT (p <0,05: *) de acuerdo con la prueba T de Student.

Peso fresco y longitud de raices

Se analizo el peso fresco de ambos genotipos respecto del WT en los diferentes
medios de cultivo. Se observo que el peso de las plantulas era similar al de WT en
condiciones control. El peso fresco del Atkup8 fue superior de manera significativa en el
tratamiento con Cr; al igual que en el Atkupl (Figura 4.36). En cuanto al desarrollo
radicular, Atkup8 parecia desarrollarse mas que el WT en el medio con As pero
curiosamente no se registraron diferencias en el medio con Cr; mientras que Atkupl se

comportd de manera similar al WT.
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Figura 4.36. Imagen representativa del crecimiento de plantulas de Atkup8, Atkupl y WT (A), peso fresco
(B) y longitud de raiz (C) crecidas en placas durante 7 dias en medio Hoagland y los distintos metales: As
30 uM, Cr 100 uM, Cu 25 uM. Los datos representan la media + error estandar de al menos tres
experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto del WT (p <0,05: *), de acuerdo con la prueba T de Student.

Hojas verdaderas

La tasa de aparicion de hojas verdaderas demostrdé un comportamiento de
resistencia del Atkup8 en el medio con Cu en los primeros dias, pero para el Atkupl no se
encontraron diferencias significativas respecto del WT en ninguno de los casos estudiados

(Figura 4.37).
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Figura 4.37. Tasa de aparicion de hojas verdaderas en plantas Atkup8, Atkupl y WT crecidas en medio
Hoagland con los distintos metales; As 30 uM, Cr 100 uM, Cu 25 uM. Los datos representan la media +
error estandar de al menos tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto del WT (p <0,05: *) de acuerdo con la prueba T de Student.
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4.5.8 Respuesta de plantulas de Atkuplkup8 frente a la mezcla de metales y el
cadmio
A partir de Atkup8 y Atkupl se gener6 el doble mutante mediante fecundacion
dirigida como se indica en el apartado 3.1.2 de esta memoria, con el objetivo de estudiar
si este doble mutante revertia el fenotipo y el comportamiento observado en Atkup8; y de
esta manera comprobar el papel de estos transportadores en la respuesta de la planta al

estrés por metales y al cadmio.

Con el fin de caracterizar el doble mutante, se realizo el estudio en placa tanto en
medio Hoagland con la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) como con cadmio 50 uM. A partir
de esas condiciones de estrés se analiz6 la tolerancia de los mutantes midiendo su longitud
de raiz, el porcentaje de germinacidn y hojas verdaderas y el peso fresco por planta para

los distintos genotipos.
Germinacion y tasa de hojas verdaderas

El doble mutante Atkuplkup8 y la linea Atkup8, presentaron una tasa de
germinacion superior al WT en ambos tratamientos siendo significativo el caso de
Atkuplkup8 para el tratamiento con Cd. La linea Atkupl no presentd diferencias
significativas respecto del WT, como se habia observado anteriormente (Figura 4.38A).
En relacién a la aparicion de hojas verdaderas, se observo una aparicion anticipada de
¢éstas en el doble mutante Atkuplkup8 y en Atkup8 en condiciones control y también en
ambos tratamientos, aunque en el caso del cadmio, las hojas verdaderas no llegaban a
desarrollarse en todas las plantulas (Figura 4.38B), llegando a alcanzar tan solo el 40%
de desarrollo. La linea Atkupl en el tratamiento con la mezcla de metales present6 una
tasa de aparicion de hojas verdaderas significativamente inferior a la del WT (Figura

4.38B).
Longitud de raiz y peso fresco

Las plantas de Atkupl sembradas en Cd 50 uM presentaron una disminucion en la
longitud de raiz de un 95% aproximadamente, por ello, para poder observar mejor las
diferencias entre lineas también se sembraron en un medio preparado con la mitad de la
concentracion de cadmio (25 pM; Figura 4.39). Las lineas Atkuplkup8 y Atkup8
mostraron un patrén similar entre ellas y significativamente mayor al WT, tanto en el

tratamiento con la mezcla de metales como con el cadmio, pero no se observaron
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diferencias de Atkupl con respecto al WT en ninguno de los tratamientos. El doble
mutante es ademads significativamente mayor al WT también en condiciones control

(Figura 4.38D).
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Figura 4.38. Porcentaje de germinacion (A), tasa de aparicion de hojas verdaderas (B), peso fresco
(mg/planta) (C) y longitud de la raiz principal (D) en plantulas de Atkup8, Atkupl, Atkuplkup8 y de WT
cultivadas en medio Hoagland control, la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) y en Cd 25 uM. Los datos
representan la media + error estindar de al menos tres experimentos independientes, cada uno con tres
repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al WT (p <0,05: *; p <0,01: **; p
<0,001: ***)_de acuerdo con la prueba T de Student.

Las plantulas de A. thaliana desarrolladas en el medio conteniendo la mezcla de
metales presentaron una disminucion del peso fresco entre un 50 y un 70% y las plantulas
crecidas en Cd entorno a un 60 y un 80 % en comparacion al control. Las lineas
Atkuplkup8 y Atkup8 presentaron un peso fresco superior al WT, mientras que el mutante
Atkupl no mostraba diferencias significativas respecto al genotipo silvestre en ninguno

de los tratamientos (Figura 4.38C).
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En la Figura 4.39 se muestra el fenotipo de las distintas lineas mutantes en

condiciones control, el tratamiento con la mezcla de metales y el tratamiento con Cd.

WT Atkup8 Atkupl Atkup8kupl

Cd25um :

Figura 4.39. Imagen representativa del crecimiento de las plantulas de 7 dias en control y los tratamientos
con la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu), Cd 50 uM y Cd 25 uM.

4.5.9 Caracterizacion fenotipica en tierray en cultivo hidropoénico de Atkup8,
Atkupl y Atkuplkup8

Numero de hojas de roseta, nimero de silicuas y area foliar

La caracterizacion en tierra y en cultivo hidroponico permiti6 observar el fenotipo
de los mutantes en etapas de crecimiento mds tardias en condiciones control. Las semillas
se sembraron en tierra y se obtuvieron datos del nimero de hojas de roseta y el area foliar
de plantas de 21 dias de crecimiento y de 38 dias de desarrollo para la medida del nimero
de silicuas. Todos los mutantes presentaron un area foliar y un nimero de hojas de roseta
superior respecto al genotipo silvestre, siendo mas claras estas diferencias para los

mutantes Atkup8 y Atkuplkup8 (Figura 4.40A, B y C). En el nimero de silicuas se
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observé una mayor produccion para Atkup8 y Atkuplkup8 pero para Atkupl fue
significativamente inferior, en comparacion con el genotipo silvestre (Figura 4.40D). En
relacion a los resultados obtenidos parecia existir un crecimiento, desarrollo y
productividad mayor en los mutantes Atkup8 y Atkuplkup8 en la etapa adulta, pues en
condiciones de crecimiento 6ptimas y en ausencia de metales, presentaban un desarrollo

superior al genotipo silvestre (Figura 4.40E).
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Figura 4.40. Area foliar (A), hojas en roseta de plantas crecidas en hidroponia (B) y en tierra (C) durante
21 dias y produccion de silicuas (D), de plantas crecidas en tierra durante 38 dias. Fenotipo en tierra y en
cultivo hidroponico (E). Los datos representan la media + error estandar de al menos tres experimentos
independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto
del WT (p <0,05: *; p <0,01: **; p <0,001: ***) de acuerdo con la prueba T de Student.

4.5.10 Respuesta de plantas adultas frente a la mezcla de metales

4.5.10.1 Crecimiento de Atkup8 v Atkupl en cultivo hidropdnico

Se estudio el peso fresco como parametro de crecimiento de los mutantes respecto
del WT. Para ello, las plantas crecieron en cultivo hidropénico durante 21 dias y
posteriormente se adiciond la mezcla de metales durante 24 horas. El mutante Atkup8
mostré un comportamiento asociable a un fenotipo resistente en términos de peso fresco
de la parte aérea y raiz, si bien, ya era ligeramente mayor en la parte aérea en condiciones
control. Sin embargo, Atkupl no present6 diferencias respecto del WT en la parte aérea

pero si en la raiz (Figura 4.41).
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Figura 4.41. Peso fresco de plantas Atkup8,

400 . . . o
s owt Atkupl y WT crecidas en cultivo hidropénico y
s 300 - mAtkups 24 h de tratamiento posterior en la mezcla de
S b B Atkup1 metales. Los datos representan la media + error
] . .
€ ,00 - P estindar de al menos tres experimentos
S independientes, cada uno con tres repeticiones.
£ 100 1 Los valores seguidos por la misma letra no son
§ significativamente diferentes (P <0,05) segtin lo
a 0 1 determinado por la prueba de rango multiple de
Duncan.
Control | Cd+Cr+Cu | Control | Cd+Cr+Cu
HOJA RAIZ

4.5.10.2 Andlisis del contenido de metales de Atkup8 v Atkupl

Se analizo el contenido de los metales en las raices y en la parte aérea de las plantas
Atkup8, Atkupl y WT crecidas en cultivo hidroponico y posteriormente tratadas durante
24 horas con la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu). Ademas, se calcul6 el contenido total de
cada metal y los porcentajes de translocacion de la raiz a la parte aérea. En cuanto a los
resultados obtenidos de contenido total de Cd en hojas y raices, se observd una
disminucion significativa en el mutante Atkupl respecto del WT y Atkup8 presentd una
ligera disminucion en la translocacion de Cd (Figura 4.42, Tabla 4.13). Para el Cry el Cu

no se observaron diferencias ni en hoja ni en raiz.

Tabla 4.13. Porcentaje de translocacion de cadmio (Cd), cobre (Cu) y cromo (Cr) de raices a la parte area
de plantas Atkup8, Atkupl y WT de 21 dias expuestas durante 1 dia a Cd 50 uM, Cu 50 uM y Cr 100 pM.
Los datos son media de dos repeticiones independientes = SD. Los valores seguidos por la misma letra no
son significativamente diferentes (P <0,05) segiin lo determinado por la prueba de rango multiple de
Duncan.

Cd+Cr+Cu
METALES I WT Atkup8 Atkupl
HojatRaiz | Cd(mgKg) | 637,06+ 978 a 62584+ 694 a 5134+ 462b
I Cr (mg/Kg) 1 1703,10 = 171 a 169597 + 155 a 17808+ 65,1 a
: Cu (mg/Kg) : 102656 + 111 a  1090,80 = 102 a 11457+ 105a
| |
%Translocacion | cd I 2387+478 a 20,80 + 3,33 b 2526+ 2,68 a
I Cr I 5554047 a 470 + 0,86 a 543+ 0,59 a
I Cu I 897+ 1,52 a 7,64+ 0,51 a 760+ 1,11a
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Figura 4.42. Analisis mediante ICP del contenido de Cd, Cry Cu en hojas y raices de los mutantes Atkup8,
Atkupl y en plantas WT. Las plantas se cultivaron en condiciones de hidroponia durante tres semanas y
después se afiadi6 la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) durante 24 h. Los datos representan la media + error
estandar de dos experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los datos no presentan
diferencias significativas entre ellos.

Los resultados obtenidos del contenido de micronutrientes en condiciones
normales y de tratamiento con la mezcla de metales, sugieren que no hay diferencias en
la captacion de Fe por parte de la raiz en ambos mutantes respecto del WT en condiciones
normales, y tambien fue muy similar en el tratamiento con la mezcla de metales, aunque
se observo una disminucion en el contenido en hoja en Atkup8 y por tanto, en la

traslocacion de Fe de la raiz a la parte aérea (Tabla 4.14). La captacion de Mn de ambos
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mutantes en la mezcla de metales fue inferior, pero el contenido en hoja para Atkupl fue
superior al de WT, mientras que en Atkup8 fue inferior, por lo que la traslocacion de este

metal se vio alterada en ambos mutantes.

Tabla 4.14. Efecto del tratamiento con metales pesados durante 1 dia sobre el contenido de Fe, Mn y Zn
(mg/Kg) de hojas y raices y el % de translocacion en Atkup8, Atkupl y WT. Los datos son media de dos
repeticiones independientes £ SD. Los valores seguidos por la misma letra no son significativamente
diferentes (P <0,05) segtin lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

Control | Cd+Cr+Cu
MICRONUTRIENTES, WT Atkup8 Atkupl | WT Atkup8 Atkupl
Hoja 1 Fe(mgly) | 2966096 a  2,127= 069 a  204= 057a | 367= 153 a  266=122a 439732 1,034
I Mn(mgKe | 38492+ 415 a  37808=397 a 36222+ 249a | 40181+ 880 a 32086+497a 44575+ 66,7 b
I znemgke | 90504336 0 9356+ 159 @ 9305+ 2554 | 87694 193 b 8482:078b 89024+ 143 b
1 | |
Raiz | Fe(mge | 1224256 a 11,17+ 1,86 a 80698 =045 a | 3142 126 b 2048£223b 30,722+ 4,09 b
I MomgKe | 601,18+ 171 a 42980+ 713 b 34346+ 109b | 68685+ 179 a 43660£367b 563,56+ 117b
I Znmeke | 234335849 0 232142243 0 25246+ 043b | SESSE 417 ¢ S440%112c 43449+ 886c
I I I
HojarRaiz |  Fe(mgg) | 1414228 a 13302121 a 1071+ 021a | 3510+ 262 b 32,15%337b 35119+ 496b
I MnmgKe) | 91655190 o 50788+ 570 ab 71626+ 2015 1108866 103 b 766465330 10093 115ab
| Zn(mgKy | 32497+ 115 a 32569+ 251 ab 36756+ 109b | 14627+ 513 ¢ 13921£11,0c 13747+ 85l ¢
1 I I
%% Translocacién | Fe | 2887+ 11,8 a  2272+983 b 26007+ 868a | 1144=437 ¢  857%328c 14,033+ 246 ¢
! Mn D osssi=isl o 97955281 a 10285+ 974a | T8I9:402a 7731%155a  §7935% 270a
1 Zn | 3861£072 a 4124399 a 33952+ 107a | 151,09+ 102 b 16819%270b 19534+ 323 b

Respecto al contenido de macronutrientes, cabe destacar que el contenido de K en
raiz fue superior en ambos mutantes en condiciones control, aunque no de forma
significativa en Atkupl, pero en el tratamiento se vio disminuida, y en mayor medida en
Atkupl. La translocacion en ambos mutantes fue inferior en condiciones control aunque
no de forma significativa, pero superior en el tratamiento, especialmente en Atkupl (Tabla

4.15).

La captacion de Ca por parte de la raiz de ambos mutantes fue inferior a la del WT
en condiciones control y en el tratamiento, aunque no se observaron diferencias en el
contenido en hoja, salvo en Atkup8, donde el contenido fue inferior con el tratamiento.
Por tanto, la translocacion de Ca en ambos mutantes fue superior respecto del WT tanto

en condiciones control como en la mezcla de metales (Tabla 4.15).
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Tabla 4.15. Efecto del tratamiento con mezcla de metales pesados durante 1 dia sobre el contenido de
macronutrientes (g/100g) en hojas y raices y el % de translocacion en plantas WT, Atkup8, Atkupl. Los
datos son media de dos repeticiones independientes = SD. Los valores seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes (P <0,05) segtin lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

Control 1 Cd+Cr+Cu
MACRONUTRIENTES | WT Atkup8 Atkupl H WT Atkup8 Atkupl
Hoja | Ca (g/100g) | 466+ 024 a 455+ 0,14 a 444+ 013ab | 415+ 032 ab 380+0,17 b 455+ 042a
1 K (2/100g) I 252+005 a 2,71+ 0,06 a 262+ 003a | 314+016 b 335+0,10 b 3,11+ 0,09 b
: Mg (¢/100g) : 1,00+ 0,01 a  089=008 a 089+ 0,0d4a : 1,03 £ 0,16 ab 0,89 0,11 a LT 0,12a
| S (¢/100g) | 088=005 a 095+ 0,00 ab 092+ 002ab | 083+ 004 a 0,82 0,01 a 0,81+ 0,03 a
: P (¢/100g) : 0,84+ 0,04 a 0,84+ 0,02 a 085= 0,03a : 0,66+ 0,09 b 0,67 £0,03 b 0,65+ 0,06 b
Raiz : Ca (2/100g) : 295+ 080 a 2,18+ 036 a 1,59+ 0,08 b : 346+ 087 ¢ 228+0,19 a 297+ 0,57 a
| K (2/100g) | 441:043 a 623+ 0,67 b 524+ 0,14 a | 052000 ¢ 056£020ab 032+ 0,06c
1 Mg (¢/100g) 1 1L12+031 a 081+ 0,14 a 059003 b | 133%036 ¢ 0,82 40,07 a 1,05+ 022 a
| S (/100g) I 1,09+ 005 a 117+ 007 ab 126003 b | 035+003 ¢ 0,37 £0,04 ¢ 034+ 0,02 ¢
: P (2/100g) : 082+ 004 a 087+ 005 ab 093+ 001 ab : 093+ 0,10 ab 1004008 ab 1,06+ 007b
| | 1
Hoja+Raiz | Ca (2/100g) 1 724+092 a 6,74+ 025 a 608 0,01a | 761=056 a 6,08 £0,18 a 752+ 052a
| K (¢/100g) I 710+ 042 a 894+ 0,67 b 771+ 0152 b 366+ 016 ¢ 391020 ¢ 343+ 013 ¢
: Mg (2/100g) : 197 + 036 a 1,70 = 0,09 a 149 0,03b : 237+ 021 ¢ 1,71 0,11 a 2,16 = 025 b,c
| S (¢/100g) | 199+ 005 a 211007 ab  218% 003b | 117002 ¢ 1,19 0,03 ¢ 1,15+ 0,04 ¢
: P (2/100g) : 1,67 £ 0,03 a 1,71 £ 0,04 a 1,80+ 0,03 b : 1,59+ 0,05 a 1,66 £0,08 a 1,71 = 0,06 a
%Translocacién: Ca : 210,39 + 43,5 a 230,15+ 58,6 ab 271,60+ 192¢c : 144,79 + 58,6 b 170,10 +18,3 a,b 166,01 = 39,0 a,b
| K | 5623+ 657 a 4463+ 443 a 5156+ 147a | 607,19+ 443 b 74034 £185 b 1058,85+ 225¢
1 Mg 111871+ 245 a  12474+392 a 14921+ 135a | 101,64+ 392 a 11043 £203 a 114,66+ 29,1 a
: S : 100,84 + 8,56 a 9690 + 632 ab 89,99+ 393 abc : 7427+ 632 bed 6788657 cd 61,81+ 845d
| P | 80,18+ 738 a  81,87=513 a 73,62+ 3,16a | 24345+ 513 b 22749 £234b 238,08 = 8,66 b

4.5.10.3 Estudio de expresion de KUP8 en hoja v en raiz

Se determin6 mediante RT-PCR semicuantitativa el patron de expresion de KUPS,

tanto de la parte aérea como en la raiz de plantas WT de 21 dias de crecimiento en

hidroponia en plantas tratadas con la mezcla de metales, a diferentes tiempos.

3h

HOJA

RAIZ

—— s — e S G

Figura 4.43. Expresion mediante RT-
PCR semicuantitativa de KUP8 en hoja 'y
raiz a diferentes tiempos de tratamiento
con la mezcla de metales. Los datos
representan la media + error estandar de
al menos dos experimentos
independientes, cada uno con tres
repeticiones. Los asteriscos indican
diferencias significativas (p <0,05), de
acuerdo con la prueba T de Student.

La expresion del KUP8 mostrd un patron opuesto en hoja y raiz. En la parte aérea

se observd una reduccion a las 3h y una induccion a las 24 y 48 h; en cambio, en la raiz

se observo inhibicion a las 3, 24 y 48h con el tratamiento con la mezcla de metales (Figura

4.43).
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4.5.10.4 Estudio de parametros oxidativos

Para determinar si la insercion en Atkup8 interfiere en la respuesta antioxidante de
la planta frente a los metales, se determinaron las actividades catalasa y glicolato oxidasa,
asi como la peroxidacién de lipidos y la produccion de H>O». Las plantas crecieron
durante 21 dias en sistema hidroponico y posteriormente se aiadi6 la mezcla de metales.
Los resultados obtenidos de peroxidacion lipidica mostraron un menor dafio con respecto
al WT a las 48 h de tratamiento (Figura 4.44A). En cuanto a la produccion de H>O2 no
hay cambios significativos entre el mutante y el WT (Figura 4.44B), aunque la actividad
GOX alas 48 h fue ligeramente superior en el mutante e inferior a las 24 h (Figura 4.44C).
Por otro lado, la actividad catalasa no mostré cambios entre genotipos a tiempos largos

aunque a tiempos cortos se comportod de forma opuesta (Figura 4.44D).
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Figura 4.44. Metabolismo oxidativo en respuesta a metales en Atkup8 y WT. Peroxidacion lipidica (A),
producciéon de H>O» (B), actividades glicolato oxidasa (C) y catalasa (D) en plantas Atkup8 y WT crecidas
en cultivo hidroponico con el tratamiento con la mezcla de metales durante 30 min, 24 y 48 h. Los datos
son media de tres repeticiones independientes = SD. Los valores seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes (P <0,05) segtin lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

4.5.11 Respuesta de plantas adultas frente al cadmio

Se estudio el efecto del cadmio sobre la raiz y la parte aérea a nivel de crecimiento,
asi como a nivel bioquimico, mediante el analisis de parametros de estrés oxidativo.
Ademas, se analizo el efecto del Cd en la captacion, acumulacion y translocacion de

metales, macro y micronutrientes.
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4.5.11.1 Crecimiento de Atkup8 en cultivo hidropdnico

Las plantas crecieron en cultivo hidropdnico durante 21 dias y posteriormente se

adiciono el cadmio 50 uM durante 24 horas. El cadmio inducia una reduccion del peso

fresco tanto de la parte aérea como de la raiz en plantas WT, mientras que en el mutante

estas diferencias no eran significativas en la raiz (Figura 4.45).
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4.5.11.2 Andlisis del contenido de metales

Figura 4.45. Peso fresco de plantas Atkup8 y
WT crecidas en cultivo hidropénico y
posterior tratamiento con Cd 50 pM durante
24 h. Los datos son media de dos repeticiones
independientes + SD. Los valores seguidos
por la misma letra no son significativamente
diferentes (P <0,05) segun lo determinado
por la prueba de rango multiple de Duncan.

Se analizo el contenido de los metales en las raices y en la parte aérea de las plantas

de Atkup8 y WT crecidas en cultivo hidroponico y posteriormente tratadas durante 24

horas con Cd 50 uM. Ademas se calcul? el contenido total de cada metal y los porcentajes

de translocacion de la raiz a la parte aérea. En los datos obtenidos, no se encontraron

diferencias significativas en el contenido de cadmio ni en hoja ni en raiz (Figura 4.46) ni

tampoco en el porcentaje de translocacion (Tabla 4.16).
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Figura 4.46. Analisis mediante ICP del contenido de Cd en hojas y raices del mutante Atkup8 y del WT.
Las plantas se cultivaron en condiciones de hidroponia durante tres semanas y después se afiadié Cd 50 pM
durante 24 h. Los datos representan la media + error estandar de al menos dos experimentos independientes,
cada uno con tres repeticiones. Los datos no presentan diferencias significativas entre ellos.
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Tabla 4.16. Porcentaje de translocacion de cadmio (Cd) de raices a la parte area de plantas Atkup8 y WT
de 21 dias expuestas durante 1 dia a Cd 50 uM. Los datos son media de dos repeticiones independientes +
SD. Los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P <0,05) segun lo
determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

Ccd
METALES WT Atkup8
HojatRaiz |  Cd(mgKg) | 11761+ 783 a  11584,88 + 467 a
%Translocacion | cd I 433+04 a 4,44 = 0,46 a

En cuanto a los resultados obtenidos del contenido de micronutrientes en
condiciones normales y de tratamiento con Cd, no parecido haber diferencias en la
captacion de Fe y Mn por parte de la raiz respecto del WT en condiciones normales, y
tambien fue muy similar en el tratamiento con Cd, pero se observé una disminucion en el
contenido de ambos metales en hoja para Atkup8 en condiciones control y un incremento
en el tratamiento con Cd. Por tanto, la traslocacion de Fe y Mn de la raiz a la parte aérea
fue inferior en condiciones control pero superior en el tratamiento respecto del WT (Tabla

4.17).

Tabla 4.17. Efecto del tratamiento con Cd 50 pM durante 1 dia sobre el contenido de Fe, Mn y Zn (mg/Kg)
de hojas y raices y el % de translocacion de WT y Atkup8. Los datos son media de dos repeticiones
independientes = SD. Los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P
<0,05) segun lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan

Control ! Cd
MICRONUTRIENTEY WT Atkup8 1 WT Atkup8
Hoja 1 Fe(mg/g) 1 2,041+049a 1,09+ 0,06 b | 0,49 £ 0,07 ¢ 1,05 = 035 b
I Mn(mgKg) | 48811+347a 34991+177b | 29878+ 12,6 b 345,88 + 278 b
: Zn (mg/Kg) : 11635+ 523 2 9953+ 1,71 b : 85,91 + 5,01 b 91,32 + 3,40 b
Raiz : Fe (mg/g) : 12,72+ 2,90 a 10,59 + 1,05 ab : 7,12+ 0,68 b 7,52 + 0,39 a,b
I MnmgKg) | 91622+ 231 a 115199+ 161 a | 79518+ 253 a 824,20 + 45,7 a
: Zn (mg/Kg) : 387,87 £380a 369,78+ 10,4 a : 404,60 + 17,1 a 366,04 = 10,0 a
I I |
Hoja+Raiz [ Fe(mglg) | 1476+ 284a 11,69+ 1,00 abl 7,61 + 0,68 b 8,57 + 0,42 b
I Mn(mgKg) 140433+ 234 a 1501,90+ 145 a | 109396+ 151 a  1170,08 + 46,8 a
: Zn (mg/Kg) : 50422 + 37,6 a 469,32 + 9,01 a : 490,51 + 12,3 a 45736+ 11,4 a
I I |
%Translocacion | Fe I 16,04+ 0,06 a 10,63+ 1,440 | 6,99+ 12 ¢ 1423 + 4,74 a
1 Mn I s327+100a 31,92+56lb | 3774+ 263 b 4233 £ 4,44 b
I Zn I 30,58 £ 3,17a 26,98 + 1,20 a,bl 2141+ 2,06 b 24,97 £ 1,00 a,b

Respecto al contenido de macronutrientes, cabe destacar que la captacion de Ca
disminuia ligeramente con el tratamiento y ademas fue inferior para Atkup8 en
comparacion con el WT en condiciones control, aunque en el % de translocacion no se
observaron diferencias significativas (Tabla 4.18). El contenido en hoja y raiz de S,

también disminuyd con el tratamiento tanto para Atkup8 como para WT y el % de
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translocacion de Atkup8 fue significativamente superior respecto del WT en el

tratamiento con metales (Tabla 4.18).

Tabla 4.18. Efecto del tratamiento con Cd 50 uM durante 1 dia sobre el contenido de macronutrientes
(g/100g) en hojas y raices y el % de translocacion de plantas WT y Atkup8. Los datos son media de dos
repeticiones independientes = SD. Los valores seguidos por la misma letra no son significativamente
diferentes (P <0,05) segtin lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

Control ! Cd
MACRONUTRIENTES | WT Atkup8 H WT Atkup8 1
Hoja I Ca (g/100g) ] 498 + 0,10 a 442021 b | 3,79+ 0,12 ¢ 4,08 £ 0,05 b,c
| K (2/100g) | 3,05+ 0,03 a 307+008 a | 277+ 009 b 2,93 + 0,05 a,b
: Mg (/100g) : 093+ 006 a 082+ 0,04 ab : 0,65+ 0,02 ¢ 0,74 £ 0,03 bc
I S (/100g) I 112+ 0,02 a LI2+005 a | 1,04+ 003 b 1,16 + 0,01 ab
I P (¢/100g) I 0,81 + 0,02 a 080£003 a | 072+ 003 b 0,76 + 0,00 a,b
| | |
Raiz : Ca (g/100g) : 2,63+ 0,64 a 2,01 041 a : 1,66 + 0,08 a 1,77+ 0,13 a
1 K (g/100g) 1 6,01 £ 044 a 6,10+£038 a | 584+ 022 a 578+ 0,11 a
I Mg (2/100g) I 0,97 + 024 a 073+ 0,14 a | 055+ 003 a 0,58 + 0,04 a
: S (/100g) : 1,59 + 0,09 a 1,52+ 0,07 ab : 1,34 + 0,03 bye 1,27 + 0,02 ¢
I P (g/100g) I 0,94 + 0,06 a 101008 a | LI1£002 a 1,05 £ 0,02 a
| | |
Hoja+Raiz | Ca (g/100g) | 7,61+ 0,72 a 642+ 0,60 abl 546+ 0,12 b 5,86 + 0,09 b
: K (g/100g) : 9,06 + 0,43 a 9,17 + 045 a : 8,61 + 032 a 871+ 0,15 a
i Mg (2/100g) i 1,90 025 a 1554 0,17 ab 121+ 004 b 1,32 £ 0,03 b
I S (/100g) I 2,71+ 0,08 a 2,64+ 009 ab| 238+ 0,06 c 2,43 £ 0,04 be
: P (g/100g) : 1,75 + 0,05 a 1,80 + 0,07 a : 1,84+ 004 a 1,81 £ 0,02 a
%Translocacion : Ca : 216,07 £ 554 a 235,61 + 374 a : 229,18 + 14,7 a 23323+ 17,7 a
I K I 5127+381 a  5068+201 a | 47,50+ 0,40 a 50,70 + 0,59 a
| Mg I 10950+ 26,8 a 118,16+ 182 a | 11815+ 622 a 130,41 £ 13,0 a
: S : 7142+ 432 a 73,78+ 436 a : 7794+ 038 a 90,89+ 039 b
i P | 8791704 a 8030+ 771 abj 6471+ 2,03 b 72,13 1,53 ab

4.5.11.3 Estudio de expresion de KUP8 en hoja vy raiz

Se determinaron los patrones de expresion de KUP8 a diferentes tiempos de
tratamiento con cadmio 50 uM tanto en la parte aérea como en raiz mediante RT-PCR

semicuantitativa (Figura 4.47).

2 - KUP8 . * *

Expresion Relativa KUP8

HOJA RAIZ

Figura 4.47. Expresion relativa mediante RT-PCR semicuantitativa del gen KUP8 en hoja y raiz de plantas
WT crecidas en hidroponia y un posterior tratamiento con Cd 50 uM durante 30 min, 3,24 y 48 hy 5 dias.
Los datos representan la media + error estandar de al menos dos experimentos independientes, cada uno
con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto de las 0 h (p <0,05), de
acuerdo con la prueba T de Student.
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Se observo una induccidon del gen en hojas a partir de las 3h y hasta los 5 dias
analizados. En la raiz sin embargo, se observo el patrén contrario, produciéndose una
inhibicién de KUPS8 a lo largo del tratamiento, siendo significativa a partir de las 24 h de

tratamiento.

4.5.11.4 Estudio de parametros oxidativos

Como marcadores de estrés oxidativo se determinaron la tasa de peroxidacion
lipidica, la actividad catalasa y la produccion de H,O, en plantas crecidas en cultivo
hidropénico durante 21 dias y un posterior tratamiento con cadmio 50 uM durante 24 y
72 horas. En los resultados obtenidos se aprecio una reduccion en la peroxidacion lipidica
diferencias significativa en el mutante Atkuplkup8 a las 24 h y 72 h de exposicion con
Cd respecto al genotipo silvestre (Figura 4.48A). Ademas, se calculd la acumulacion de
perdxido de hidrogeno (H>0;) como consecuencia del tratamiento, mediante la tincion de
DAB, donde la precipitacion de esta molécula da como resultado una coloracién marron.
En la Figura 4.48 (C y D) se muestra el aumento de H,O, con el tratamiento a las 24
horas, y la acumulacion se localiza principalmente en la nerviacion de la hoja. Todas las
lincas mutantes parecian presentar una menor acumulacion de H,O,, aunque las

diferencias no eran significativas (Figura 4.48C).

Por ultimo, se midio la actividad catalasa (Figura 4.48B) y el genotipo silvestre
mostroé un aumento de la actividad catalasa en respuesta al Cd a las 72h de tratamiento,
mientras que para las lineas mutantes no se observo este incremento. La respuesta del
doble mutante al cadmio fue mas répida, ya que a las 24 horas de tratamiento la actividad

era mucho mayor que en los otros genotipos estudiados.
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Figura 4.48. Metabolismo oxidativo de los kup en respuesta a Cd. Peroxidacion lipidica (A), actividad
catalasa (B), produccion de H,O, (C) y densidad optica relativa de la tincion con DAB medida con Image
J (D), en plantas Atkup8, Atkupl, Atkuplkup8 y WT crecidas en cultivo hidroponico con el tratamiento con
Cd 50 puM durante 24 y 72 h. Los datos representan la media = error estandar de al menos tres experimentos
independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas con
respecto al WT alas 0 h (p <0,05: *; p <0,01: **; p <0,001: ***) de acuerdo con la prueba T de Student.

4.5.11.5 Expresién de KUPS8 en los mutantes Atrboh C, Atrboh D v Atrboh F

Para analizar si la regulacion del KUPS8 era dependiente de ROS, se determind el
patron de expresion del mismo a las 24 horas de tratamiento con cadmio mediante qRT-
PCR, tanto en genotipo WT como en los mutantes Atrboh C, Atrboh D y Atrboh F en raiz.
Como se ha descrito previamente, estas lineas son deficientes en NADPH oxidasaC, Dy

F, respectivamente.
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Los resultados mostraron una inhibicion significativa de la expresion del gen
KUPS8 en raiz a las 24 horas de tratamiento, como ya se habia observado anteriormente.
Todos los genotipos mostraron una inhibicion por el tratamiento con Cd, excepto el D,
por lo que la regulacion del KUP8 por ROS podria ser dependiente de esta isoforma
(Figura 4.49). Hay que destacar también la mayor reduccion de la expresion en RBOHC

en respuesta al Cd, con respecto al WT.

Figura 4.49. Expresion relativa de KUP8 en
raiz mediante qRT-PCR en los genotipos
Atrboh C, Atrboh D, Atrboh F y WT en
condiciones control y de estrés por el
tratamiento con cadmio 50 uM durante 24
horas. La media + error estandar de al menos
tres experimentos independientes cada uno
con tres repeticiones. Los valores seguidos
por la misma letra no son significativamente
diferentes (P <0,05) segin lo determinado
por la prueba de rango miultiple de Duncan.

Expresion Relativa KUP8

4.5.11.6 Resumen de la respuesta de Atkup8 en tratamiento con la mezcla de metales vs
Cd

Segun los resultados obtenidos, la respuesta de KUPS diferia dependiendo del tipo
de tratamiento, por ello, se elabor6 una tabla resumen (Tabla 4.19) con los pardmetros
estudiados y los resultados mas destacados para KUPS, tanto en el tratamiento con la

mezcla de metales como en el tratamiento con Cd.
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Tabla 4.19. Parametros estudiados en Atkup8 en los tratamientos con Cd y la mezcla de metales.

Parametro

Tratamiento

Cd+Cr+Cu Cd
Estudio en plantula
Fenotipo Resistencia Atkup8 > WT Resistencia Atkup8 > WT
Expresion KUP8 Induccion | e
Tasa de germinacion Atkup8 = WT Atkup8 = WT
Tasa de hojas verdaderas Atkup8 = WT Atkup8 = WT
Longitud raiz Atkup8 >WT Atkup8 >WT
Peso fresco Atkup8 >WT Atkup8 = WT
Estudio en planta adulta
Peso fresco raiz Atkup8 >WT Atkup8 >WT
Fenotipo
Peso fresco hoja Atkup8 > WT Atkup8 > WT
Cd,Cr, Cu Translocacion Cd: Atkup8 < WT Atkup8 = WT
Translocacion Fe Translocacion Fe
Control: Atkup8<WT Control: Atkup8<WT
Cd: Atkup8>WT
. Captacion Mn
C:Antteqldo Micronutrientes Control: Atkup8<wWT | = -
ctales Cd: Atkup8<WT
Translocacion Mn Translocacion Mn
Control: Atkup8>WT Control: Atkup8<WT
Cd: Atkup8>WT
Translocacion Ca
Macronutrientes Control: Atkup8>WT | = e
Cd: Atkup8>WT
Expresi()n Raiz Inhibicioén 3,24 y 48 h Inhibicion 48 h y 5d
KUP8 Hoja Induccién 24 y 48h Induccién 3 , 24 y 48h y 5d
Peroxidacion
lipidica Atkup8<WT (48h) Atkup8<WT (72 h)
H20: Atkup8 = WT Atkup8 = WT
Paradmetros
oxidativos . Atkup8>WT (48 h)
Actividad GOX Atkup8<WT (24 h) Atkup8 = WT
Actividad CAT Atkup8<WT (30") Atkup8<WT (72 h)
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4.5.12 Respuesta de Atkup8, Atkupl y Atkuplkup8 en condiciones alteradas de

manganeso

Los resultados del contenido de micro y macronutrientes obtenidos mediante ICP,
sugirieron que el transportador de Arabidopsis thaliana KUPS podria tener una funcioén
en el transporte de hierro y de manganeso y que, por lo tanto, podria estar implicado en
la translocacion de los mismos de la raiz a la parte aérea. Basaindonos en estos resultados
previos se estudio la respuesta de Atkup8, Atkupl y Atkuplkup8, a concentraciones
diferentes de Fe y Mn. Se estudi6 la tasa de germinacion, la aparicion de las hojas
verdaderas, el peso fresco de la planta completa asi como la longitud de las raices
desarrolladas. Para ello las plantulas se cultivaron durante 7 o 10 dias en placas Petri

conteniendo el medio MS con las diferentes concentraciones o la ausencia de manganeso.

Germinacion

En cuanto a los efectos del manganeso sobre la germinacion, se pudo observar que
el porcentaje de semillas germinadas el primer dia sin Mn, fue ligeramente superior en el
mutante Atkuplkup8, respecto del genotipo silvestre. La linea Atkupl fue la que mas
tiempo tardd en germinar, tanto para altas concentraciones como en ausencia de Mn,
aunque no de manera significativa. Tras 5 dias, este porcentaje fue practicamente igual
en todas las lineas y tratamientos estudiados, salvo cuando se aplicaron concentraciones
de 400 uM de Mn, en los que la linea Atkupl parecia tener su capacidad de germinacion

reducida (Figura 4.50).
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Figura 4.50. Porcentaje de germinaciéon de Atkup8, Atkupl, Atkuplkup8 respecto de WT en MS
conteniendo: 0, 200 y 400 uM de Mn. Los datos representan la media + error estandar de al menos tres
experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto al WT (p <0,05:*) de acuerdo con la prueba T de Student.

Hojas verdaderas

En el estudio de la tasa de aparicion de las hojas verdaderas, los porcentajes mas
altos correspondieron a los mutantes Atkuplkup8 y Atkup8, siendo significativos estos
valores en ausencia de Mn y los mas bajos a Atkupl tanto en ausencia como en exceso de
Mn, respecto del WT. A la concentraciéon mas elevada de Mn (400 uM) todas las lineas
presentaron un porcentaje de hojas verdaderas bastante reducido llegando escasamente a
un 20%, por lo que el manganeso afectd al desarrollo de la plantula, aun asi, la linea

Atkuplkup8 parecia menos afectada (Figura 4.51).
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Figura 4.51. Tasa de aparicion de hojas verdaderas en plantulas de Atkup8, Atkupl, Atkuplkup8 respecto
de WT cultivadas en MS conteniendo: 0, 200 y 400 uM de Mn. Los datos representan la media + error
estandar de al menos tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto del WT (p <0,05: *) de acuerdo con la prueba T de Student.

Peso fresco

La biomasa en condiciones control fue superior en el doble mutante. Este presento
un peso superior en todos los casos respecto del resto de lineas estudiadas excepto para
la concentracion mas elevada de Mn, donde se redujo considerablemente. Atkup8 no
presento diferencias significativas con respecto al WT en ninguno de los tratamientos,
excepto a 200 pM, donde fue significativamente mayor. La linea Atkupl fue

significativamente inferior en peso en ausencia de Mn. (Figura 4.52).
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Figura 4.52. Peso fresco de las plantulas Atkup8, Atkupl, Atkuplkup8 y WT tras 10 dias de crecimiento en
MS conteniendo: 0, 200 y 400 uM de Mn. Los datos representan la media + error estandar de al menos tres
experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto del WT (p <0,05: *) de acuerdo con la prueba T de Student.

Longitud de raices

En la Figura 4.53 se aprecia la toxicidad del Mn a la concentracion de 400 pM, ya
que la longitud de raices se vio significativamente disminuida. Se observo que las
plantulas del mutante Atkuplkup8 presentaban las raices mas largas que el resto de lineas
estudiadas en todos los tratamientos, excepto para 400 uM de Mn. En el mutante Atkupl
ocurria lo contrario, ya que sus raices presentaron una longitud significativamente inferior
al WT en todos los tratamientos. La linea Atkup8 no present6 diferencias significativas
en ninguno de los tratamientos respecto del WT. La falta de Mn produjo una disminucion
del nimero de raices secundarias y la raiz principal aparecia mas debilitada en todas las

plantulas (Figura 4.53).
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Figura 4.53. Efecto del manganeso en el desarrollo de
la raiz de plantas Atkup8, Atkupl, Atkuplkup8 y WT
tras 10 dias de crecimiento en placas de cultivo en MS
conteniendo: 0, 200 y 400 uM de Mn. Los datos
representan la media + error estandar de al menos tres
experimentos independientes, cada uno con tres
repeticiones. Los asteriscos indican diferencias
significativas (p <0,05: *; p <0,01: **; p <0,001: ***)
de acuerdo con la prueba T de Student.

4.5.13 Respuesta de Atkup8, Atkupl y Atkuplkup8 en condiciones alteradas de
hierro
En este estudio se compard la influencia del hierro en el genotipo silvestre y en
los mutantes Atkup8, Atkupl y Atkuplkup8, estudiando tanto la tasa de germinacion como
de aparicion de las hojas verdaderas, el peso fresco de la planta completa asi como la
longitud de las raices desarrolladas. Las plantulas se cultivaron durante 7 o 10 dias de
crecimiento en placas Petri conteniendo el medio Hoagland con exceso o ausencia de

hierro.

Germinacion y hojas verdaderas

La linea Atkupl se mostré mas sensible tanto en ausencia como en exceso de Fe,
ya que tanto el % de germinacién como la aparicion de hojas verdaderas fue menor a la
de las otras lineas estudiadas. No se observaron grandes diferencias entre las lineas

Atkup8 y Atkuplkup8 y el WT (Figura 4.54).
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Figura 4.54. Porcentaje de germinacion (A) y tasa de aparicion de hojas verdaderas (B) de Atkup8, Atkupl
y Atkuplkup8 respecto de WT en medio Hoagland control, exceso 4x y ausencia de hierro. Los datos
representan la media + error estindar de al menos tres experimentos independientes, cada uno con tres
repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas (p <0,05: *) de acuerdo con la prueba T de
Student.

Medida de peso fresco

Se observo que la biomasa estaba afectada en los mutantes segun los distintos
tratamientos. A concentraciones toxicas como es el caso 4x Fe, los mutantes Atkup8 y
Atkuplkup8 fueron superiores en peso respecto del WT, mientras que el mutante Atkupl

fue inferior tanto en ausencia como en exceso de Fe, e incluso en condiciones control

(Figura 4.55).

Longitud de raices

El comportamiento de las lineas en cuanto a la longitud de sus raices es muy
similar a los datos obtenidos de peso fresco, las raices de Atkuplkup8 fueron superiores
al WT en todos los casos, al contrario que para Atkupl. Para Atkup8 no se observaron

diferencias significativas en ninguno de los tratamientos (Figura 4.56).
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Figura 4.55. Peso fresco en las plantulas de Atkup8, Atkupl, Atkuplkup8 y WT de 10 dias de crecimiento
en placas de cultivo conteniendo Hoagland control, exceso 4x y ausencia de hierro. Los datos representan
la media + error estandar de al menos tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones.
Los asteriscos indican diferencias significativas respecto del WT (p <0,05: *; p <0,01: **; p <0,001: ***)
de acuerdo con la prueba T de Student.
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Figura 4.56. Efecto del hierro en el desarrollo de la raiz de plantas de Atkup8, Atkupl, Atkuplkup8 y WT.
Los datos representan la media + error estandar de al menos tres experimentos independientes, cada uno
con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto del WT (p <0,05: *) de
acuerdo con la prueba T de Student.
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4.6 Estudio del transportador NRAMP5

4.6.1 Estudio de expresion “in silico”

Se realizd un estudio mas detallado de la linea AtnrampS previamente
seleccionada como resistente frente a la mezcla de metales pesados. Esta linea Atnramp5
presenta una insercion de T-DNA en el gen NRAMPS. Pertenece a la familia de las
proteinas NRAMP, que como se ha descrito anteriormente, estan asociadas a la resistencia
natural de los macrofagos y a la homeostasis de metales. Con el fin de conocer la
informacion disponible sobre el gen NRAMPS5, se realiz6 un estudio de expresion “in
silico” mediante la busqueda de informacion en bases de datos, concretamente en eFP-

Browser (http://bar.utoronto.ca/; Winter y col., 2007) y Genevestigator

(https://genevestigator.com/gv/) se presenta en la Figura 4.57 y Figura 4.58.

Arabidopsis eFP Browser at bar utoronto.ca
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Figura 4.57. Datos de expresion de NRAMP5 en las distintas partes de la planta, disponibles en
http://bar.utoronto.ca y https://genevestigator.com/gv/.
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La mayor expresion del gen NRAMPS en Arabidopsis thaliana se daba en el polen,
en concreto en el polen maduro (Figura 4.58 A). Segun estas mismas bases de datos, el
NRAMPS se inhibe por 4cido abscisico (ABA) en las células guarda de los estomas y

también en células in vitro (Figura 4.58 B, C y D). Esta represion podria estar regulada
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por ROS puesto que al afiadir un secuestrador de ROS como la dimetil tiourea (DMTU),

se recupera la expresion de NRAMPS incluso en presencia de ABA (Figura 4.58 D).
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Figura 4.58. Expresion de NRAMPS en las diferentes fases de desarrollo del polen (A). Expresion de
NRAMPS5 en las células guarda y del mesofilo, en experimentos con ABA (B, C y D). Datos disponibles en
http://bar.utoronto.ca y https://genevestigator.com/gv/.

4.6.2 Estudio de homologias entre proteinas NRAMP

Tomando como referencia los arboles de homologia entre secuencias proteicas de
NRAMP, disponibles en la bibliografia, se construyé un arbol comparando estas proteinas
de Arabidopsis thaliana y Oryza sativa (Figura 4.59 A) y otro arbol comparando solo las
proteinas NRAMP de Arabidopsis thaliana entre si (Figura 4.59 B). De este modo se
pudieron obtener algunas conclusiones sobre la similitud funcional que cabria esperar

entre las proteinas de ambos organismos.
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Figura 4.59. Arbol de homologia entre las secuencias aminoacidicas de las proteinas NRAMP. (A) De
Arabidopsis thaliana (At) y Oryza sativa (Os) y (B) solo de Arabidopsis thaliana (At). Construido con el
programa “Vector NTI”.

Segun desveld este arbol de homologias, la proteina AINRAMPS presenta una
secuencia de aminodcidos proxima a la de AtNRAMP2 y a las de AtINRAMP4 y 3
vacuolares y en menos medida a NRAMP6 de arroz (Figura 4.59 A). En cambio, no
presentaba una homologia alta con OsSNRAMPS. Respecto a los NRAMP de Arabidopsis,
se observd una alta homologia entre AtNRAMP4 y AtNRAMP3, asi como entre
AtNRAMP1 y AtNRAMP6 (Figura 4.59 B), como ya se ha descrito anteriormente
(Lanquar y col., 2005; Cailliatte y col., 2009).

4.6.3 Caracterizacion fenotipica de Atnramp5

Numero de hojas de roseta, de silicuas y area foliar

Para la caracterizacion fenotipica, se cuantificd el nimero de hojas de roseta, el
numero de silicuas y la superficie foliar en plantas adultas de 21 dias crecidas en cultivo

hidropdnico y en tierra. Este experimento nos permitié observar, que en una etapa adulta,
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el mutante en condiciones de crecimiento dptimas, presentd un ligero aumento, aunque
significativo, del numero de hojas y silicuas respecto al silvestre (Figura 4.60 A, B, C y
E). Ademas, se ha observado una mayor area foliar en el mutante crecido en tierra, en

comparacion con el WT en las mismas condiciones (Figura 4.60 D).
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Figura 4.60. Estudio del niimero de hojas de roseta en plantas crecidas en hidroponia (A) y en tierra (B)
durante 21 dias, produccion de silicuas (C) y area foliar (D), de plantas crecidas en tierra durante 21 dias.
Fenotipo en tierra y en cultivo hidropénico (E). Los datos representan la mediat error estandar de tres
experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al WT (p < 0,001 = ***; p < 0,01 = **; p < 0,05 = *), de acuerdo con la prueba
T de Student.

4.6.4 Homocigosis de Atnramp5

La linea mutante Atnramp5 (SALK 109028C) presenta una insercion de T-DNA
en el primer exon del locus At4g18790 (NRAMPS) y fue seleccionada como linea
resistente de la coleccion de lineas de Arabidopsis (NASC ID: N27941) empleada en este
trabajo. Las plantas fueron genotipadas mediante PCR teniendo en cuenta la posicion y
orientacion del inserto tal y como se indica en la Figura 4.61(A y C). Se emplearon
oligonucledtidos especificos del gen NRAMPS (LP y RP) y el oligonucleétido LBb1.3
especifico para el T-DNA (Tabla 3.10). Se comprobd que se amplificaba la region
LP/LBbl1.3 y no la region LP/RP confirmando asi la homocigosis de la linea mutante

(Figura 4.61B). Con los protocolos al uso, no se detecto la expresion del gen (partiendo
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de 1 pl de RNA y 1ul de cDNA) ni en WT ni en el mutante en condiciones control,

coincidiendo con lo descrito en Geneinvestigator.
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Figura 4.61. Localizacion de la insercion de T-DNA en el gen At4g18790 (NRAMP5) en la linea SALK
109028C y los oligonucleotidos empleados, RP en verde, LP en rosa y LBb 1.3 en rojo (A) y genotipado
mediante PCR de las plantas mutantes Atnramp5 y el silvestre (B). Los amplicones tefiidos con bromuro
de etidio se muestran usando los oligos LP, RP y LBbl1.3 descritos en la Tabla 3.10. Secuencia de
nucleétidos del NRAMPS identificando la region bloqueada por el inserto de T-DNA en amarillo y la
posicion de ambos oligonucleétidos (LP y RP; C).

4.6.5 Respuesta de Atnramp5 frente a la mezcla de metales

Con el fin de profundizar en el estudio de las funciones de este transportador, se
realizé un andlisis més detallado del mutante Atnramp5 en respuesta a la mezcla de
metales pesados (Cd+Cr+Cu), estudiando diferentes parametros fisioldgicos, expresion

de NRAMPS, contenido de metales en sus tejidos y parametros oxidativos.

4.6.5.1 Fenotipo de plantulas de Athramp5 frente a la mezcla de metales vy anéalisis de
expresion de NRAMPS

Para confirmar el fenotipo ya observado en el proceso de seleccion de estas lineas
en respuesta a la mezcla de metales, se crecieron las plantulas en placa conteniendo el
medio con la mezcla de metales, mostrando Atnramp5 una longitud de raiz mayor con

respecto a las plantulas WT, después de 7 dias de crecimiento (Figura 4.62A y B).
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Ademas, se realizd el estudio de expresion del gen NRAMPS, mediante PCR
semicuantitativa y no se observo expresion ni en las plantulas del mutante Atnramp5 ni
en WT después de 7 dias de crecimiento en placa de cultivo en condiciones normales ni

conteniendo la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu).
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Figura 4.62. Fenotipo (A) y longitud de la raiz (B) del mutante Atnramp5 respecto al WT después de 7
dias de crecimiento en el medio control y con la mezcla de metales. Los datos representan la media+ error
estandar de dos experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto
al WT (p <0,05), de acuerdo con la prueba T de Student.

4.6.5.2 Expresion de la familia NRAMP en plantulas

Se realiz6 también un estudio mediante RT-PCR semicuantitativa de la expresion
de todos los miembros de la familia NRAMP tanto en el WT como en el Athramp5, en
plantulas crecidas durante 7 dias en placa de cultivo conteniendo la mezcla de metales.
Este estudio mostr6 una induccion en el NRAMP6 en el WT (Figura 4.63A) que no se
produjo en el mutante (Figura 4.63B). Sin embargo, se observd una induccion del

NRAMP1 y NRAMP4 en el mutante pero no en WT.
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Figura 4.63. Expresion de la familia NRAMP mediante RT-PCR semicuantitativa en las lineas silvestre
WT (A) y Atnramp5 (B) a los 7 dias de la germinacion en control (C) y la mezcla de metales (M). Los
graficos representan la expresion de los NRAMP en la mezcla de metales (M). Los datos representan la
mediaz error estandar de dos experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto de la expresion de cada gen en condiciones control, que se ha considerado = 1 (p < 0,05 = *), de
acuerdo con la prueba T de Student.

Curiosamente, en condiciones control apenas se expresaban los genes de la familia
NRAMP en el mutante Atnramp5 con respecto al WT (Figura 4.63), por ello, se realizd
un estudio mediante qRT-PCR de la expresion de todos los miembros de la familia
NRAMP en plantulas sin tratar de Atnramp5 respecto del WT, que se considera=1,
observandose una reduccion significativa de NRAMP3 y NRAMPA4 (Figura 4.64).

Figura 4.64. Expresion de la

2 - familia NRAMP mediante qRT-
PCR en el mutante Atnramp5

2 15 - respecto al WT, en condiciones
% . control. Los datos representan la
°=‘ 1 - media+ error estandar de dos
:é . experimentos independientes. Los
S o5 - asteriscos  indican  diferencias
W significativas respecto al WT (p <
0 - 0,05 = *), de acuerdo con la prueba

T de Student.
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4.6.5.3 Crecimiento de Atnramp5 en cultivo hidropdnico

Se analizo el peso fresco como parametro de crecimiento del mutante Atnramp5
respecto del WT. Para ello, las plantas crecieron en cultivo hidroponico durante 21 dias
y posteriormente se adiciond la mezcla de metales durante 24 horas. Se observo una
reduccion del peso fresco debida al tratamiento, siendo mas acusada en el caso de

Atnramp5 (Figura 4.65).

. ‘ Figura 4.65. Estudio de peso fresco de
250 1 O wr plantas crecidas en cultivo hidropénico y 24
- b @ h de tratamiento posterior en la mezcla de
£ 2007 BAtnramp5  metales. Los datos representan la media +
s 150 | . @ error estandar de al menos tres experimentos
= independientes, cada uno con tres
% 100 repeticiones. Para realizar la estadistica se
2 b b han comparado por un lado los datos de raiz
£ 50 1 y por otro lado los de hoja. Los valores
3 seguidos por la misma letra no presentan
diferencias significativas (P <0,05) segun lo
Control CdtCraCu Control Cd+Crecu determinado por la prueba de rango multiple

) de Duncan.

HOJA RAIZ

4.6.5.4 Analisis del contenido de metales

Se analiz6 el contenido de los metales, macro y micronutrientes en las raices y en
la parte aérea de las plantas crecidas en cultivo hidroponico y posteriormente tratadas
durante 24 horas con la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu). Ademas se calcul6 el contenido

total de cada metal y los porcentajes de translocacion de la raiz a la parte aérea.

En cuanto al contenido de los metales Cd, Cr y Cu, en la parte aérea y raices, no
se observaron diferencias significativas (Figura 4.66), aunque parece haber una ligera
disminucién en la translocacion de Cd y Cr a la parte aérea en el mutante, aunque no

significativa (Tabla 4.20).
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Figura 4.66. Analisis mediante ICP del contenido en Cd, Cr y Cu en hojas y raices del mutante Atnramp5
yen WT. Las plantas se cultivaron en condiciones de hidroponia durante tres semanas y después se afiadié
la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) durante 24 h. Los datos representan la media + error estandar de dos
experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. No se encontraron diferencias significativas.

Tabla 4.20. Contenido total y % de translocacion de Cd, Cry Cu en hojas y raices, en el mutante Atnramp5
y en plantas WT. Los mutantes se cultivaron en condiciones hidropoénicas durante tres semanas y después
se afiadi6 la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) durante 24 h. Los datos representan la media =+ error estandar
de dos experimentos independientes = SD, cada uno con tres repeticiones. Los valores seguidos por la
misma letra no presentan diferencias significativas (P <0,05) segun lo determinado por la prueba de rango
multiple de Duncan.

Cd+Cr+Cu
METALES | WT Atnramp5
Hojat+Raiz 1 Cd(mg/Kg) | 550,11+156,38a 520,96+47,44a
I CcrmgKg) | 1703,09£171,29a 1472,06£71,77a
: Cu (mg/Kg) : 1026,55+111,18a 906,91+57,58a
| |
%Translocacion | Cd | 28,61+0,97a 25,59+3,54a
I Cr I 554+1047a 4,75+0,29a
I Cu ' 596+1,5a 9,48+0,60a
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En cuanto a los resultados obtenidos del contenido de micronutrientes en
condiciones normales y de tratamiento con la mezcla de metales, se observd una
disminucion en la traslocacion de Fe y Mn de la raiz a la parte aérea en el mutante (Tabla
4.21). La captacion de Fe por parte de la raiz era ligeramente superior en el mutante
aunque no de manera significativa. En condiciones control, la captacion de Mn fue
significativamente superior en el mutante y ligeramente inferior en el tratamiento, pero

no de forma significativa.

Tabla 4.21. Anélisis mediante ICP de los micronutrientes (Fe, Mn y Zn) en parte aérea y raices, en el
mutante Atnramp5 y en WT. Las plantas se cultivaron en condiciones de hidroponia durante tres semanas
y después se afiadi6 la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) durante 24 h. Los datos representan la media + error
estandar de dos experimentos independientes + SD, cada uno con tres repeticiones. Los valores seguidos
por la misma letra no son significativamente diferentes (P <0,05) segun lo determinado por la prueba de
rango multiple de Duncan.

Control 1 Cd+Cr+Cu
MICRONUTRIENTES : WT Atnramp5 : WT Atnramp5
Hoja 1 Fe (mg/g) I 2,960,83a 1,714045b |  3,68:153¢ 2,14£0,41 b
| Mn (mg/Kg) I 384,9243595a 324,96+18,34b | 401,81+88,88a 306,01£21,77 ¢
: Zn (mg/Kg) : 90,50+2,91 a 90,07+2,04 a : 87,69+1,93 a 83,18+2,48 a
I I I
Raiz [ Fe (mg/g) | 11L,17+222a 12,851,032 1  31,42+1,26b 33,9443,60 b
1 Mn (mg/Kg) | 38554+29.48 a 541,81+4234b | 686,85£179.49¢  659,72+100,37 ¢
: Zn (mg/Kg) : 234,47+7,35 a 257,58422,43 a : 58,58+4,17 b 55,9943,08 b
| | |
Hoja+Raiz | Fe (mg/g) | 14,14+2,40 a 14,56+1,32a | 35,09+2,27b 36,08+3,10 b
1 Mn (mg/Kg) I 770,40+9.84 a 86,77+49.88a | 1088,6+89,52b  965,73+218,97b
: Zn (mg/Kg) : 324,97+9,90 a 347,65424,65 a : 146,27+4,44 b 139,1744,80 b
| | |
%Translocacion | Fe I 26,55£0,01a 13,31+£3,19b | 11,69+0,18 b 6,32+0,13 ¢
: Mn : 99,849,59 a 59,97+4,75 b : 58,50+3,39 b 46,38+2,56 b
i Zn | 38,59:0,62a 3497+228a ;| 149,69+1138b 148,55+8,59 b

Respecto al contenido de macronutrientes, cabe destacar que el contenido total de
K era significativamente superior en el mutante Atnramp5 respecto del WT, al igual que
la translocacion de K, en cambio, la traslocacion de Mg era significativamente inferior

respecto del WT durante el tratamiento (Tabla 4.22).
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Tabla 4.22. Analisis mediante ICP de los macronutrientes en hojas y raices del mutante Atnramp5 y en
WT. Las plantas se cultivaron en condiciones de hidroponia durante tres semanas y después se afiadio la
mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) durante 24 h. Los datos representan la media + error estdndar de dos
experimentos independientes + SD, cada uno con tres repeticiones. Los valores seguidos por la misma letra
no presentan diferencias significativas (P <0,05) segtin lo determinado por la prueba de rango multiple de
Duncan.

Control ! Cd+Cr+Cu
MACRONUTRIENTES WT Atnramp5 | WT Atnramp5 |
Hoja | Ca (g/100g) |l 4,66£0,21a 4,35£0,15a | 4,15+0,32a 3,81+0,15a
| K (/100g) I 25120042  3,9120,05b | 3,14+0,16 ab 4,7240,07 b
: Mg (g/100g) : 1,00+0,09 a 0,8140,05 b : 1,03+0,16 a 0,83+0,65 b
I S(g/100g) | 0,88+£0,05a 0,860,042 | 0,830,042 0,78+0,02 a
: P (/100g) : 0,84+0,03 a 0,81+0,04 a : 0,66+0,09 b 0,70£0,03 b
Raiz : Ca (g/100g) : 2,58+0,69 a 2,63+0,21 a : 3,46+0,87 b 3,91£0,59 b
I K (g/100g) | 4,59+037a 4,57+0,15a | 0,52+0,01b 0,49:£0,04 b
I Mg (g/100g) I 0,98+0,26 a 0,96+0,77a | 133+036b 1,4740,25 b
I S(2/100g) I 1,11£0,04a  1,13£0,04a I 0,35+0,03 b 0,3140,01 b
I P (g/100g) | 0.84£0.03a 0830022 | 093£0,1b 0,84+0,01 a
| | |
Hoja+Raiz | Ca (g/100g) | 7244079 a 6,98+0,22a | 7,61+0,48 a 7,72+£0,42 a
: K (/100g) : 7.10:036a  8,48+0,16b : 3,66+0,13 ¢ 5.20+0,07 d
I Mg (g/100g) | 1.98+031a 1,7740,11a | 2,360,182 2,2940,19 a
I S(g/100g) | 1,99+0,02 a 1,9840,08a | 1,17+0,02b 1,09+0,02 b
: P (2/100g) : 1,67+0,04 a 1,64+0,04 a : 1,59+0,02 b 1,54+0,03 b
%Translocacion : Ca : 210,38+37,6 a 169,23+15,83 a: 144,78+44,50 a 102,93+15,52 a
I K | 5623+568a  85,67+2,94b | 607,19+29,37¢c  985,07+75,5d
I Mg I 118,71421,25a 85,99+5,65a | 101,64+40,65a  60,76+10,88 b
: S : 100,84£640a  98.48+1.96a : 7426:2428b  8321:8,60 b
I P | 80,18£7,40a  7625+533a | 243,45+1340b  249,723,18 b

4.6.5.5 Estudio de parametros oxidativos

Para determinar si la insercion de T-DNA en AtnrampS interfiere en la respuesta
antioxidante de la planta frente a los metales, se determind la actividad catalasa y glicolato
oxidasa, asi como la peroxidacion de lipidos y la produccion de H>O». Las plantas
crecieron durante 21 dias en sistema hidropdnico y posteriormente se adicion6 la mezcla

de metales.

Los resultados obtenidos de peroxidacion lipidica para el tratamiento con la
mezcla de metales solo mostraron una reduccion significativa de los dafios a lipidos entre
el mutante y el WT a las 48 horas (Figura 4.67A). Sin embargo, el mutante present6 una
mayor producciéon de H>O; respecto del WT de forma significativa a las 48 h (Figura
4.67B). La actividad GOX (Figura 4.67C) coincidia con los datos de peréxido observados
en el mutante, lo que sugiere que la GOX podria ser una fuente importante de ROS,

especialmente en el mutante Atnramp5 (Figura 4.67B). Respecto a la actividad CAT, se
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encontraba en niveles muy inferiores a los registrados en WT en todos los tiempos de
tratamiento (Figura 4.67D) y se reducia considerablemente en el mutante a los 30 min y
en un 50% a las 48 h, lo que podria contribuir al incremento de H>O> observado en
Atnramp5, especialmente a las 48h de tratamiento (Figura 4.67B). Este dato contrasta con
la reduccién de la peroxidacion lipidica observada en Atnramp5, lo que sugeriria que otros

antioxidantes pueden contribuir a la defensa frente al dafio oxidativo en Atnramp5.
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Figura 4.67. Metabolismo oxidativo en plantas WT y Atnramp5 en respuesta a la mezcla de metales.
Peroxidacion lipidica (A), produccion de H,O» (B), actividad glicolato oxidasa (C) y actividad catalasa (D)
en plantas de Atnramp5 y WT crecidas en cultivo hidropdnico con el tratamiento con la mezcla de metales
durante 30 min, 24 y 48 h. Los datos representan la media + error estandar de tres experimentos
independientes = SD, cada uno con tres repeticiones. Los valores seguidos por la misma letra no presentan
diferencias significativas (P <0,05) segtn lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

4.6.6 Respuesta de Atnrampb frente a diferentes metales por separado

Para determinar si la resistencia a la mezcla de metales (Cd+Cr+Cu) mostrada por
el mutante Atnramp5, se establecia frente al conjunto de metales o especificamente frente
a alguno de ellos, se realiz6 el estudio en plantulas crecidas en placas de cultivo con los

distintos metales por separado.
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Germinacién

Los datos no mostraron diferencias significativas en la germinacion final del
mutante con respecto al WT. Con arsénico, sin embargo, el mutante germiné antes y en
mayor porcentaje que el silvestre (Figura 4.68). En el resto de los medios, la presencia de
metales no parecid tener una gran influencia sobre la germinacioén. Sin embargo, cabe
destacar la inferioridad en el porcentaje de germinacion de Atnramp5 en el medio con Cr
respecto del WT en el 3° dia. En el caso del Cu, el indice en los inicios de la germinacioén
fue superior para Atnramp5, aunque en el silvestre volvié a ser igual en los dias

posteriores (Figura 4.68).
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Figura 4.68. Porcentaje de germinacion de Atnramp5 y del WT en medio Hoagland 0.5x con las diferentes
concentraciones de metales: Cd 50 uM, As 30 uM, Cr 100 uM, Cu 25 puM. Los datos representan la media
+ error estandar de al menos tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los
asteriscos indican diferencias significativas con respecto al WT (p < 0,001 = ***; p < 0,01 = **; p < 0,05
= *), de acuerdo con la prueba T de Student.

Peso fresco

Se analiz¢ el peso fresco del mutante Atnramp5 y del WT en los diferentes medios
de cultivo. No se observaron diferencias significativas excepto en el caso del medio con
Cr, en el que el mutante Atnramp5 alcanzé un peso fresco superior al de WT (Figura
4.69). También pudo observarse un ligero incremento en el peso fresco, en el caso del Cd

y Cu con respecto al silvestre, aunque no de forma significativa.
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Figura 4.69. Peso fresco de
plantulas de 7 dias crecidas en
placas en horizontal con medio
Hoagland y los metales: Cd 50
uM, As 30 uM, Cr 100 pM, Cu

5 uM. Los datos representan la
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Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al WT
(p < 0,001 = ***; p < 0,01 = **;
p < 0,05 = *), de acuerdo con la
prueba T de Student.

La tasa de aparicion de hojas verdaderas demostr6 un comportamiento de

resistencia del Atnramp5 en todos los medios excepto en el caso del arsénico, donde las

plantulas mutantes desarrollaron un menor porcentaje de hojas verdaderas de forma

significativa (Figura 4.70). En los medios preparados con Cd, Cu o Cr, se observo una

reduccion en el numero de hojas verdaderas por planta que fue notablemente mas

pronunciada en el caso del silvestre (Figura 4.70).
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Figura 4.70. Tasa de aparicion de hojas verdaderas en plantas Atnramp5 y WT crecidas en placas en
horizontal en medio Hoagland 0,5x con los distintos metales: Cd 50 uM, As 30 uM, Cr 100 uM, Cu 25
pM. Los datos representan la media + error estdndar de al menos tres experimentos independientes, cada
uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al WT (p < 0,001 =
*E* p <0,01 =** p<0,05=7%*), de acuerdo con la prueba T de Student.
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Longitud de raices

En cuanto al desarrollo radicular en las placas con los distintos metales se observo,
que con todos los metales ensayados (Cd/Cr/As) el mutante Atnramp5 presentaba un
mayor desarrollo de su sistema radicular, con respecto al WT. A la concentracion de Cu
establecida no fue posible medir la longitud de raiz de las plantulas (Figura 4.71).

En lo que respecta al medio con arsénico, cabe destacar, que pese a producirse un
menor desarrollo en la parte aérea (Figura 4.70), el desarrollo radicular fue
significativamente superior que en las plantas WT (Figura 4.71). Hay que tener en cuenta
que la respuesta de las plantas al medio, difiere segun el crecimiento sea en horizontal o

vertical.

Figura 4.71. Longitud de raiz
de plantas Atnramp5 y WT
crecidas en medio Hoagland con
los distintos tratamientos: Cd 50
15 . uM, As 30 uM, Cr 100 uM. Los
& B wT datos representan la media +
. —_— mamramp5  error estandar de al menos tres
“© experimentos independientes,
05 cada uno con tres repeticiones.
. Los asteriscos indican
0 e diferencias significativas (p <

cd As G 0,001 = *** p <0,01 = ** p <
2 0,05 = *), de acuerdo con la
prueba T de Student.
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4.6.7 Respuesta de Atnramp5 frente al cadmio

Para ampliar el conocimiento de la respuesta de Atnramp5 frente al cadmio, se
realizaron estudios de fenotipo, expresion de NRAMPS5, contenido de metales y andlisis

de parametros oxidativos.

4.6.7.1 Fenotipo de plantulas de Atnramp5 frente al cadmio vy analisis de expresion de
NRAMP5

Como se habia observado anteriormente, las plantulas AtnrampS mostraron una
longitud de raiz mayor con respecto a las plantulas WT después de 7 dias de crecimiento

con Cd 50 puM. La llegada de un anticuerpo frente a NRAMPS a pocas semanas de la
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entrega de esta memoria nos permiti6 detectar la proteina en raices de planta adulta tanto
en WT como en el mutante, lo que nos llevo a forzar las condiciones del andlisis de
expresion partiendo de mas de 1 ug de RNA y utilizando 2 pl de éste para la PCR. Esto
nos permitié detectar una induccion del gen en el WT en respuesta a Cd, si bien los niveles
de expresion respecto a la TUB son bajos. Ademads nos permiti6 detectar que el mutante
Atnramp5 expresaba el gen ya en condiciones control y la inducciéon por Cd era mucho
mayor. Estos resultados sugieren que el mutante puede ser un sobreexpresor, sin embargo,
habra que determinar si la insercion esta localizada antes del ATG y no después como
estaba descrito o si esta localizada donde esta descrito y estd afectando, no a la expresion

de la proteina sino a su secuencia (Figura 4.72).
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Control cd determinado por la prueba de rango

multiple de Duncan.

4.6.7.2 Acumulacion de cadmio en los tejidos de la plantula

Para analizar la localizacion celular del cadmio en plantulas de A. thaliana, tanto
del mutante Atnramp5 como del WT, se emple6 la tincidon histoquimica basada en el
método de la ditizona. Este compuesto forma un complejo con los iones de Cd y se
observa en forma de precipitado marrdn (Balestri y col., 2014). Las plantulas se cultivaron
en el medio Hoagland durante 10 dias y se sometieron a un tratamiento con cadmio 50
UM durante 24 horas. Posteriormente, se tifieron con ditizona tanto las plantulas de A.
thaliana tratadas, como las no tratadas con Cd (Figura 4.73). Aunque no se observaron
diferencias en la cantidad de acimulos de cadmio entre el mutante y el Atnramp5, este
estudio permitio localizar acimulos de cadmio en los diferentes tejidos de las plantulas
expuestas al tratamiento. Los complejos Cd-ditizona fueron visibles en toda la raiz
principal (Figura 4.73B y C), raices secundarias laterales (Figura 4.73 G) y pelos radicales
(Figura 4.73B y H). Se observé una fuerte acumulacion de cadmio en los cotiledones y

haces vasculares (Figura 4.73D y E) y en menor cantidad en las primeras hojas verdaderas
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(Figura 4.73F). En algunas células de la raiz o en los pelos radicales, se observaron
complejos de Cd-ditizona en las vacuolas (Figura 4.73G y H). Ademas, se observaron

complejos mas grandes en los espacios intercelulares.

WT

Atnramp5

Atnramp5

50 uM

Figura 4.73.Tincion de Cd con ditizona en diferentes tejidos de plantulas de A. thaliana, WT y Atnramp5
tratadas con Cd 50 uM durante 24 h: raiz principal (B, C, D) raices secundarias (G), pelos radicales (B, H),
cotiledones (E), hojas verdaderas (F, I) y plantulas control (A). Cada barra representa 100 um en las dos
primeras filas y 50 uM en la fila de abajo.

4.6.7.3 Crecimiento de Atnramp5 en cultivo hidropdnico con Cd

Para cuantificar el efecto del cadmio en el crecimiento, se determind el peso fresco
de plantas crecidas en cultivo hidropdnico (Figura 4.74). El mutante Atnramp5 mostraba
un mayor desarrollo de su parte aérea respecto del WT, tanto en condiciones control como
en el tratamiento con cadmio 50 puM, en cambio, sus raices se mostraron similares a las

del WT.
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4.6.7.4 Analisis del contenido de metales

Se determino el contenido de los metales en las raices y la parte aérea de las
plantas crecidas en cultivo hidropénico y posteriormente tratadas durante 24 horas con
Cd 50 pM. Ademas, se calcul6 el contenido total de cada metal y los porcentajes de

translocacion.
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Figura 4.75. Analisis mediante ICP de Cd en hojas y raices del mutante Atnramp5 y en plantas WT. Los
mutantes se cultivaron en condiciones de hidroponia durante tres semanas y después se afiadio Cd 50 uM
durante 24 h. Los datos representan la media + error estdndar de dos experimentos independientes, cada
uno con tres repeticiones. No se encontraron diferencias significativas.
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Tabla 4.23. Porcentaje de translocacion y contenido total de Cd en plantas de Atnramp5 y WT de 21 dias
expuestas durante 1 dia a Cd 50 uM. Los datos representan la media + error estandar de dos experimentos
independientes + SD, cada uno con tres repeticiones. Los valores seguidos por la misma letra no presentan
diferencias significativas (P <0,05) segtn lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

Cd
I WT Atnramp5

HojatRaiz | Cd(mg/Kg) I 11761,28+783,37a  11043,19£630,8a

%Translocacion | Cd I 43320392 5,13+0,38a

En los datos obtenidos, no se encontraron diferencias significativas en el
contenido de Cd ni en hoja ni en raiz (Figura 4.75), ni tampoco en el porcentaje de
translocacion (Tabla 4.23). Sin embargo, es interesante destacar que la translocacion de
Fe en el tratamiento con Cd fue superior en Atnramp5 respecto del WT, al contrario que
en condiciones control, donde fue significativamente inferior, al igual que el contenido

en Fe en hoja (Tabla 4.24).

Tabla 4.24. Efecto del tratamiento de Cd 50 uM durante 24 h sobre el contenido de Fe, Mn y Zn en hojas
y raices, el contenido total de los mismos y el % de translocacion en el mutante Atnramp5 y el WT. Los
datos representan la media + error estandar de dos experimentos independientes = SD, cada uno con tres
repeticiones. Los valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas (P <0,05) segun
lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

Control H Cd
MICRONUTRIENTES WT Atnramp5 WT Atnramp5
Hoja I Fe (mg/g) 1 2,04:049a 0,89+035b |  0,49£0,07b 0,74%0,18 b
I Mn (mg/Kg) I 48811434702 340,61£42,69b | 29878+12,60b  29828+22,75b
: Zn (mg/Kg) : 116,35+5,23 a 93,1244.87 b : 85,91+5,01 b 81,98+4.19 b
Raiz : Fe (mg/g) : 12,72+2,90 a 10,25+0,35 a : 7,12+0,68 a 7,01+£0,22 a
I Mn (mg/Kg) I 916204231442  965,66+22735a | 795,1842533b  835.63+37.67a
: Zn (mg/Kg) : 387,87437,99a  347,55£10,47a : 404,60£17,13a  374,48+13,16 2
| | |
Hoja+Raiz | Fe (mg/g) I 1476+2,84a 11,12£0,55ab | 7,61£2,60 b 7,75£0,39 b
: Mn (mg/Kg) : 1404,33423426 2 1306,26£190,90 a : 1093,95£15,08a  1133,91421,50 a
I Zn (mg/Kg) | 5042243764 440,67£5,61a | 490,51x12,34a 456 4649,36 a
| | |
%Translocacion : Fe : 16,04+0,06 a 8,560,002 b : 6,840,001 b 10,54+0,026 ab
| Mn | 5327£10,10a 3527+1221a | 37574263 a 35,69+4,02 a
I Zn I 29994383 a 26,794223ab | 21,23+2,06 b 21,89+1,80 b

En cuanto al andlisis de macronutrientes no se encontraron diferencias
significativas, excepto una alteracion en el % de translocacion de K, que era superior en
el mutante Atnramp5 respecto del WT, tanto en condiciones control como en el

tratamiento con Cd (Tabla 4.25).
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Tabla 4.25. Efecto del tratamiento de Cd 50 uM durante 24 h sobre el contenido de macronutrientes
(g/100g) en hojas y raices, el contenido total de los mismos y el % de translocacion de WT y Atnramp5.
Los datos representan la media + error estandar de dos experimentos independientes = SD, cada uno con
tres repeticiones. Los valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas (P <0,05)
segun lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

Control ! Cd
MACRONUTRIENTES : WT Atnramp5 : WT Atnramp5
Hoja I Ca (g/100g) | 49840,10a 4,41£0,16b | 3,79+0,12 ¢ 3,68+0,18 ¢
I K (g/100g) I 3,05+0,03 a 426+023b | 2,77£0,09 a 4,02+0,41 b
: Mg (g/100g) : 09340062  0,80=0,06 ab : 0,5440,02b  0,66+0,04 b
I S(g/100g) | 1,120,022 1,0740,01 ab | 1,04£0,03 b 1,05£0,02 b
: P (g/100g) : 0,8140,02a  0,79+0,02 ab : 0,72+0,03 b 0,72+0,03 b
Raiz : Ca (g/100g) : 2,63+0,64 a 228+14a : 1,66+0,08 b 1,6240,07 b
I K (g/100g) | 6,01+0,44a 548+0,13a | 5,84+022a 5,38+0,52 a
I Mg (g/100g) I 0974024 a 0,80£0,05a | 0,55+0,03 b 0,52+0,02 b
: S(2/100g) : 1,59+0,09 a 1,39+£0,07 ab : 1,34+0,03 b 1,21+0,06 b
I P (g/100g) | 0,940,062 0,88£0,03a | 1,11£0,02b 1,01+0,04 ab
| | |
Hoja+Raiz : Ca (g/100g) : 76120722 6,68+0,13 ab : 5,45£0,12bc  5,29+024 ¢
I K (g/100g) | 9.06£043 a 9,74+0,16a | 8,60+032a 9,39+0,42 a
| Mg (g/100g) | 1,90+025a 1,59+0,05ab | 1,20+£0,05b 1,1740,06 b
| S(g/100g) I 2,71+0,06 a 2,45+£0,03b | 2,37+0,04 b 2,25+0,04 b
: P (2/100g) : 1,7540,08a  1,66+0,06 b : 1,8340,06b  1,73+0,02 ab
: Ca : 162,80+21,56 a 173,47+17,82a : 229,18+14,67a 2272143362
%Translocacién | K I 5499+1,11a  84,50+5,60b | 4749+0,40a  76,48+9,71b
: Mg : 86,11+18,55a  89,09+13,05a : 118,155622b  127,56+2,83 b
| S | 94,66£331a  90,11+3,18a | 77,94+0,38b  87,39+5,94 b
I P | 75,74+023a  84,58+433a | 64,7142,03b  71,49+520b

4.6.7.5 Estudio de parametros oxidativos

Para determinar la respuesta de Atnramp5 frente al estrés oxidativo producido por
el tratamiento con Cd, las plantas se cultivaron en sistema hidropénico durante 21 dias y
se trataron posteriormente con cadmio a diferentes tiempos: 24 h, 48 h y 5 dias. El mutante
Atnramp5 presentd una menor peroxidacion lipidica mostrando un estrés oxidativo y un
dafio en sus membranas significativamente inferior al WT (Figura 4.76A). Ademas, se
observé una menor producciéon de H,O, que en el WT en respuesta al tratamiento. La
produccion de H>O; en el WT aument6 a partir de las 48 h, en cambio, en el mutante la
produccion se incrementd a las 24 h, pero a tiempos superiores descendia hasta los
mismos niveles del control no tratado (Figura 4.76B). La actividad GOX fue siempre
inferior a la del WT, observandose un ligero incremento en respuesta al tratamiento a las
24 y 48 h, aunque no significativo (Figura 4.76C). La menor produccion de perdxido

coincidid con la menor peroxidacion lipidica registrada en Atnramp5. Por otra parte, tanto
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en condiciones control como en el tratamiento con Cd, la actividad catalasa (Figura
4.76D) del mutante fue siempre inferior a la del WT. Ademas, los resultados obtenidos
para la actividad GOX del mutante, tanto en control como en tratamiento (Figura 4.76C),
coinciden con la menor produccion de peroxido (Figura 4.76A) y la menor peroxidacion

lipidica de Atnramp5 (Figura 4.76A).

*x
350 o wT
© * " B
] Ao |
1]
= x B Atnramp5
£ 250 - p H,0,
§ 200, § 14 -
2
£ 1585 12 1
2 . 10 -
8 100 3
E 251 QU g |
S50 b
3772 3 6 -
2 05 3
s c 4 |
1|4 Cantrol ¢d
2
Cofitrol 2 CdrCCu
0|+ e 0 -
Control cd Control Control Control Control Control
Aerea Raiz
24h ‘ 48h 5d
C D
45 4 GOX 100
< 40 a
E 35 g80
] b
£ 30 4 I
8o 8 60 1
£ 25 Y
E 2%
£ c S
)
s £
g 10 2 20
< 5
o ! 0 -
Control cd Control Control Control Control Control
24h ‘ 48h ‘ 5d 24h 48h 5d

Figura 4.76. Metabolismo oxidativo en plantas WT y Atnramp5 en respuesta al Cd. Peroxidacion lipidica
(A), produccién de H>O, (B), actividad glicolato oxidasa (C) y actividad catalasa (D) en plantas de
Atnramp5 y WT crecidas en cultivo hidropoénico con el tratamiento con cadmio 50 uM durante 24 h, 48 h
y 5 dias. Los datos representan la media + error estandar de tres experimentos independientes + SD, cada
uno con tres repeticiones. Los valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas
(P <0,05) segun lo determinado por la prueba de rango multiple de Duncan.

Contenido de catalasa y analisis de expresion

La menor actividad CAT observada en el mutante, tanto en el tratamiento con la
mezcla de metales (Figura 4.67D) como en el tratamiento con cadmio (Figura 4.76D) nos
llevo a estudiar esta enzima en mayor profundidad. Se analizé6 mediante Western-blot la
cantidad de proteina catalasa presente en los extractos de hoja de Atnramp5 y WT a
diferentes tiempos del tratamiento con Cd 50 uM. Se pudo observar como el contenido

de catalasa en WT se incrementd a las 24 horas ligeramente pero se mantuvo
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practicamente constante a los diferentes tiempos de tratamiento con cadmio; mientras que
en el mutante Atnramp5, que partia de un estado inicial con una cantidad ligeramente
superior de catalasa respecto del WT, que aumentd significativamente a lo largo del

tiempo hasta triplicarse a los 5 dias de tratamiento (Figura 4.77A).

Se determindé mediante qRT-PCR, el patron de expresion de CAT-2, el gen
mayoritario para esta proteina y se observo una inhibicion a las 24 horas de tratamiento y
una fuerte induccion a los 5 dias en WT. Curiosamente, en el mutante Atnramp5 se
produjo el patron inverso, una fuerte induccion a las 24 horas que fue disminuyendo a lo

largo del tratamiento hasta producirse una inhibicion a los 5 dias (Figura 4.77B).
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Figura 4.77. Contenido en catalasa en hojas de Atnramp5 y WT, a diferentes tiempos de tratamiento con
Cd mediante Western (A). Estudio de expresion mediante qRT-PCR en hojas (B) a diferentes tiempos de
tratamiento con cadmio en WT y Atnramp5. Los datos representan la media + error estandar de dos
experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto a las 0 h (p < 0,05
= *), de acuerdo con la prueba T de Student.

4.6.7.6 Localizacion de la expresion de NRAMP5S mediante GUS

Para localizar la expresion del transportador NRAMPS se emplearon las lineas
transgénicas pNRAMPS5::GUS, 1.1 y 2.1. Estas dos lineas tienen 500 pdb del promotor
de NRAMPS5 y presentan el gen marcador GUS (B-Glucuronidasa). Dichas lineas fueron
cedidas por el Prof. Sébastien Thomine del “Institute for Integrative Biology of the Cell”
(CNRS, Paris).
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Anélisis del patron de expresion en raiz de las lineas pPNRAMP5: GUS

Se realiz6 un estudio mediante PCR semicuantitativa de la expresion de NRAMPS
en las lineas transgénicas pNRAMPS::GUS, lineas 1.1 y 2.1 en hoja y en raiz del WT
(Ws) bajo el tratamiento con cadmio 50 uM. Por ello, las plantas crecieron en cultivo
hidropdnico y se sometieron a un posterior tratamiento con Cd 50 pM durante 24 y 48
horas para el estudio de expresion en raiz. Se observo que en estas lineas si se detectaba
la expresion del gen en condiciones normales y ademas, existia una induccion de

NRAMPS en la raiz de ambas lineas tanto a las 24 como a las 48 h de tratamiento (Figura
4.78).
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Localizacion de la expresion mediante tincion GUS

Posteriormente, se llevo a cabo un andlisis mas detallado del patron de expresion
del gen NRAMPS a través de la tincion histoquimica en el tejido de raiz de las plantas
transgénicas pNRAMPS::GUS, utilizando X-gluc y su observacion posterior en el
microscopio optico. No se observo tincion en las lineas pPNRAMPS::GUS (Figura 4.79B
y C) respecto de las plantas empleadas como control positivo, que expresan la FBPasa
citosolica, cedidas por el grupo de la Dra. M. Saharawy (EEZ, CSIC) (Figura 4.79A), por
lo que no se pudo localizar la expresion de NRAMPS mediante esta técnica. Por ello, se

procedi6 a realizar otro tipo de analisis con el fin de localizar la proteina.
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Figura 4.79.Tincion histoquimica mediante X-gluc (GUS) de las plantas control positivo, que expresan la
FBPasa citosolica (A), la linea pNRAMPS5::GUS 1.1 (B) y la linea pNRAMPS5::GUS 2.1 (C).

4.6.7.7 Localizacion de NRAMPS5 mediante GFP

El estudio de la localizacion del transportador NRAMPS se realizo empleando las
lineas transgénicas NRAMP5::NRAMP5:GFP 3.2 y 8.3. Estas dos lineas complementan
a un mutante Atnramp5 en fondo Ws y bajo su propio promotor (500 pdb) y estan unidas
a GFP (“green fluorescent protein”). Esta proteina emite fluorescencia en la zona verde
del espectro visible, lo que permitié visualizar la expresion de dicho gen mediante

microscopia de barrido laser confocal (CLSM).

Andlisis del patron de expresion en hoja y raiz en las lineas
NRAMPS5::NRAMP5:GFP

Al igual que ocurre en las lineas GUS, en estas lineas también se observa una
expresion del gen NRAMPS en condiciones control y ademads se detecto un induccion del
mismo en raiz a 24 y 48 h después del tratamiento con Cd y a los 30 minutos en hoja;

tiempos que se utilizaron para la deteccion de la GFP (Figura 4.80).

184



Resultados

N
)y

* *
15 *
1 O Control
B Cd24h
0,5 @O Cd48h

Expresion Relativa de NRAMP5 >

o

NRAMPS5::NRAMP5 GFP  NRAMPS5::NRAMP5 GFP

linea 3.2 linea 8.3
§ = < _E = <
=4 < 0 =4 < 0
s 3 3 s 3 3
O O O O O O
[ —p— | ——— TUB-4
1 1.6 1.4 1 1.43 1.41

Expresion Relativa de NRAMP5

1,5 4

0,5

O Control

B Cd 30 min

NRAMP5::NRAMP5 NRAMPS5::NRAMP5

GFPlinea 3.2 GFPlinea 8.3
£ £
K] € 5 E
= o 5 o
g o g (2]
o 8 S 3
TUB-4

[,
[
N
~N
=
=
N
]

Figura 4.80. Expresion relativa de NRAMP5 en raiz (A) y en hoja (B) mediante RT-PCR semicuantitativa
en los mutantes NRAMPS::NRAMPS5:GFP, lineas 3.2 y 8.3 en condiciones control y de estrés por el
tratamiento con cadmio 50 pM durante 24 y 48 horas para el analisis en raiz y durante 30 minutos para el
analisis en hoja. Los datos representan la media + error estandar de dos experimentos independientes. Los
asteriscos indican diferencias significativas (p < 0,05 = *), de acuerdo con la prueba T de Student.

Localizacion del transportador NRAMP5-GFP mediante microscopia de

barrido laser confocal

El estudio se realiz6 a las 24 y 48 h después del tratamiento con Cd coincidiendo

con la induccion en la expresion de NRAMPS5S (Figura 4.80). Para localizar el NRAMPS

se empleo tejido de raiz y se visualizo la fluorescencia de la GFP mediante un microscopio

laser confocal (CLSM).
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A Control B Cd48h

Figura 4.81. Visualizacion de GFP en raices tratadas con Cd 50 uM durante 48 horas. Las imagenes
corresponden a reconstrucciones tridimensionales de la superposicion de 8 imagenes, obtenidas por
escaneado de secciones de 1 um de grosor obtenidas en el microscopio laser confocal. En WT (A), en el
mutante NRAMP5::NRAMP5:GFP linea 8.3 (B), con luz transmitida (C) y proyeccion ortogonal (D).

De esta forma se localizé la fluorescencia verde asociada al NRAMP en pelos
radicales, concretamente en vesiculas (Figura 4.81A, B, C y D). Mediante analisis
confocal en Z y una proyeccion ortogonal, se observd fundamentalmente en la membrana
de las vesiculas. También se observo fluorescencia verde asociada a haces vasculares, sin
embargo, esta fluorescencia también se observaba en WT, por lo que no parecia ser

especifica de la GFP.
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Ensayo de inmunuhistoquimica de GFP-NRAMP vy revelado con
diaminobencidina (DAB)

Con el fin de confirmar la localizacion de la expresion de NRAMPS obtenida
anteriormente mediante la observacion de fluorecencia debido a la sefial GFP, se realizo
un ensayo de inmunohistoquimica con el anticuerpo frente a la GFP, con un posterior
revelado con diaminobencidina (DAB) y la observacién directa en un microscopio 6ptico
de luz transmitida. El ensayo se realizo en cortes de tejido de raiz de 60 um de seccion
previamente preparados como se describe en el apartado 3.12.4 de este trabajo. Como se
muestra en la Figura 4.82, se observaron precipitados de color marrén debido al revelado
con DAB en algunas de las vesiculas de los pelos radicales de las plantas que fueron
sometidas al tratamiento con cadmio, mientras que en las plantas control no se observo
ningln precipitado. De esta manera se confirmé la localizacion de la expresion de
NRAMPS en las vesiculas de los pelos radicales. Para corroborar si también se localizaba
el transportador NRAMPS en los haces vasculares de la raiz principal se utiliz6 la misma
técnica y como se muestra en la Figura 4.83, se observo precipitado marrdn tanto en las
plantas mutantes tratadas con cadmio como en las plantas WT sin tratamiento, no
pudiéndose confirmar la expresion del NRAMPS en el xilema. Probablemente la
coloracion oscura en esta zona de la raiz se deba al alto contenido de H>O, en estos tejidos,

que puede reaccionar con el DAB.

Figura 4.82. Inmunohistoquimica para la localizacion de GFP con revelado DAB.Visualizacién de
precipitado marrén debido al DAB en raices de NRAMP5::NRAMP5:GFP linea 8.3 tratadas con CdCl, 50
uM (Cd) durante 48 horas y sin tratar (Control). Las imagenes fueron obtenidas en microscopio optico de
luz transmitida y muestran la localizacion de NRAMPS en las vesiculas (V) de los pelos radicales (PR).
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Figura 4.83. Inmunohistoquimica para la localizacion de GFP en haces vasculares. Visualizacion de
precipitado marréon debido a la oxidacion del DAB en haces vasculares de la linea
NRAMP5::NRAMP5:GFP y WT tratadas con CdCl, 50 uM (Cd) durante 48 horas. Las imagenes fueron
obtenidas en un microscopio dptico de luz transmitida.

Para determinar la localizacion de NRAMPS en vesiculas y no en el nucleo, se
realiz6 una tincion con DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol), un intercalante del DNA,
utilizado como marcador de ntcleos. Se observo en el microscopio de fluorescencia,
registrando su emision a 480 nm y se confirm6 que la GFP no se localizaba en el nucleo,

sino en vesiculas de menor tamafio (Figura 4.84).
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Figura 4.84. Inmunohistoquimica de GFP y visualizacién de nucleos. Visualizacion de las vesiculas
marcadas por el precipitado marrén debido al DAB (B) y el nucleo tefiido con DAPI (A), en los pelos
radicales de plantas NRAMP5::NRAMP5:GFP tratadas con CdCl, 50 pM (Cd) durante 48 horas. Las
imagenes fueron obtenidas en microscopio optico con luz transmitida.

Puesto que la sefial GFP observada en los estudios anteriores fue muy tenue y solo
se observoé en algunas vesiculas de los pelos radicales del mutante NRAMPS::NRAMPS:GFP

(linea 8.3) y ademas la sefial en los haces vasculares observada no fue especifica del mutante
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en el tratamiento con cadmio sino que también se observé una sefal basal en los haces
vasculares de plantas WT, se intentd visualizar el NRAMPS5-GFP mediante
inmunohistoquimica, empleando un anticuperpo fluorescente, IgG Dylight 680. La sefial
GFP se observo tanto en haces vasculares del mutante como en el WT, al igual que ocurria
en el caso del DAB, por lo que no se puede concluir con certeza que el transportador
NRAMPS esté localizado en haces vasculares del xilema ya que la sefal obtenida se solapa

con la autoflorescencia propia de los haces vasculares.

4.6.7.8 Expresion de NRAMPS5 en los mutantes Atrboh C, Atrboh D v Atrboh F

Para determinar si la regulacion del NRAMPS era dependiente de ROS, se
determiné el patron de expresion de NRAMPS en raices de planta adulta después de 24
horas de tratamiento con cadmio mediante qRT-PCR, como se ha descrito anteriormente
(Apartado 4.6.7.1), tanto en WT como en Atrboh C, Atrboh D y Atrboh F en raiz, con
respecto al WT sin tratar. Las lineas mutantes AtrbohC, AtrbohD y AtrbohF, son
deficientes en NADPH oxidasa C, D y F respectivamente. Los resultados mostraron una
induccion significativa en raices de WT a las 24 horas de tratamiento. En los mutantes
Atrboh D y C se observo una induccion significativa a las 24 horas de tratamiento con
cadmio, si bien, esta induccion era menor a la observada en el WT. Por otro lado, no se
observo una induccion significativa en el mutante Atrboh F en comparacion con el WT

(Figura 4.85).

2,5 - NRAMP5 Figura 4.85. Expresion relativa de

d NRAMP5 en raiz mediante qRT-
PCR en los mutantes Atrboh C,
Atrboh D, Atrboh F y WT en
condiciones control y de estrés por
el tratamiento con cadmio 50 puM
durante 24 horas. Los datos
representan la media =+ error
estindar de dos experimentos
independientes. Los  valores
seguidos por la misma letra no
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& & & 83)0‘\ & (P <0,05) segun lo determinado por
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Duncan.
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4.6.7.9 Resumen de la respuesta de Atnramp5 en tratamiento con la mezcla de metales
vs Cd

Segun los resultados obtenidos, la respuesta de NRAMPS diferia dependiendo del
tipo de tratamiento; por ello, se elabor6 una tabla resumen con los parametros estudiados
y los resultados mas destacados para este transportador, tanto en el tratamiento con la

mezcla de metales como en el tratamiento con Cd (Tabla 4.26).

Tabla 4.26. Parametros estudiados y su respuesta para NRAMPS5 en ambos tratamientos.

Parametro Tratamiento
Cd+Cr+Cu Cd
Estudio en plantula
Fenotipo Resistencia Atnram5 > WT Resistencia Atnram5 > WT
Expresion NRAMP5 |  —-meeeee- Induccion
Estudio en planta adulta
Peso fresco raiz Atnramp5 = WT Atnramp5 = WT
Fenotipo
Peso fresco hoja Atnramp5 > WT Atnramp5 > WT
Cd,Cr, Cu Atnramp5 = WT Atnramp5 = WT
Translocacion Fe Translocacion Fe
Control: Atnramp5<<WT Control: Atnramp5<WT;
Cd: Atnramp5>WT
. . Captacion Mn .,
Micronutrientes . Captacion Mn
Contenido Control: Atnramp5>WT Cd: Atnramp5>WT
Metales TranslocacionMn |
Control: Atnramp5<WT
Translocacion K Translocacion K
Metales: Atnramp5>>WT Control: Atnramp5>WT
Macronutrientes Cd: Atnramp5>WT
TranslocacionMg |
Metales: Atnramp5<<WT
Expresién Raiz | - Induccion 24 y 48h
NRAMPS Hoja | - Induccién 30 min
e Atnramp5<wWT
Peroxidacion lipidica Atnramp5<WT (48h) (24, 48h y 5d)
H,0, Atnramp5>WT (48h) Atnramp5<WT (48h, 5d)
Parametros Atnramp5>WT (24h)
oxidativos At CWT
- nramp5<
Actividad GOX Atnramp5>WT (48h) (24, 48h y 5d)
. . Atnramp5<<wT
Actividad CAT Atnramp5<<WT (30°,48h) (24, 48h y 5d)
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4.6.8 Estudio de NRAMPS5 en condiciones alteradas de manganeso

Los resultados del contenido de micro y macronutrientes obtenidos mediante ICP,
sugirieron que el transportador de Arabidopsis thaliana NRAMPS podria tener una
funcién en el transporte de hierro y de manganeso y que, podria estar implicado en la
translocacion de estos elementos de la raiz a la parte aérea.

Basandonos en estos resultados previos se estudio la respuesta del transportador
NRAMPS, a diferentes concentraciones de Mn, en las diferentes lineas disponibles de

NRAMPS.

4.6.8.1 Estudio fenotipico en plantulas

En este estudio se compard la influencia del manganeso en el silvestre y en los
mutantes de NRAMPS. Se estudi6 tanto la tasa de germinacion como de aparicion de las
hojas verdaderas, el peso fresco de la planta completa asi como la longitud de las raices
desarrolladas. Para ello las plantulas se cultivaron durante 7 o 10 dias en placas Petri

conteniendo el medio MS con diferentes concentraciones o ausencia de manganeso.

Germinacioén

En cuanto a los efectos del manganeso sobre la germinacion, no se observaron
diferencias significativas entre el mutante Atnramp5 y el WT. Las lineas sobreexpresoras
NRAMP5::NRAMP5:GFP, (3.2 y 8.3) sin embargo, fueron las que mas tiempo tardaron
en germinar, tanto para altas concentraciones como en ausencia de manganeso. Tras 5
dias, este porcentaje fue practicamente igual en todas las lineas y tratamientos estudiados
salvo con 400 uM de Mn, en el que las lineas sobreexpresoras parecian tener su capacidad

de germinacion reducida (Figura 4.86).
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Figura 4.86. Porcentaje de germinacion de Atnramp5 y NRAMP5::NRAMP5:GFP lineas 3.2 y 8.3 respecto
al WT en medio MS con diferentes concentraciones de Mn: 0, 200 uM y 400 uM. Los datos representan la
mediazt error estandar de tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos
indican diferencias significativas con respecto al WT (p < 0,001 = ***; p < 0,01 = **; p < 0,05 = *), de
acuerdo con la prueba T de Student.

Hojas verdaderas

En el estudio de la tasa de aparicion de las hojas verdaderas, los porcentajes mas
altos correspondieron al mutante Atnramp5, lo que implicd que estas hojas aparecian
antes en dicho mutante que en el resto de las lineas estudiadas, mostrando mas diferencia
con las lineas NRAMP5::NRAMPS5:GFP. No obstante, estos valores se reducian con la
concentracion mas elevada de Mn (400uM) en todas las lineas, llegando escasamente a

un 20% (Figura 4.87).
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Figura 4.87. Tasa de aparicion de hojas verdaderas en plantulas de Atnramp5 y NRAMP5::NRAMP5:GFP
lineas 3.2 y 8.3 respecto de WT cultivadas en medio MS con diferentes concentraciones de Mn: 0, 200 uM
y 400 uM. Los datos representan la mediat error estandar de tres experimentos independientes, cada uno
con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al WT (p < 0,001 = ***;
p <0,01 =**; p <0,05 = *), de acuerdo con la prueba T de Student.

Medida de peso fresco

El mutante Atnramp5 presentaba un peso fresco de la plantula superior que el resto
de las lineas estudiadas con las concentraciones mas altas de Mn. La linea
NRAMP5::NRAMP5:GFP 8.3 presento diferencias significativas con respecto al WT,
siendo el peso fresco de las plantulas significativamente inferior, salvo en la condicion de

200 pM de Mn (Figura 4.88).
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Figura 4.88. Peso fresco de las plantulas de Atnramp5, NRAMP5::NRAMP5:GFP lineas 3.2 y 8.3 y WT
de 10 dias de crecimiento en placas de cultivo con diferentes concentraciones de Mn: 0, 200 uM y 400 uM.
Los datos representan la mediat error estandar de tres experimentos independientes, cada uno con tres
repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al WT (p < 0,001 = ***; p <
0,01 = **; p < 0,05 = *), de acuerdo con la prueba T de Student.

Longitud de raices

Las plantulas del mutante Atnramp5 presentaban una longitud de las raices mayor
que el resto de lineas estudiadas en el caso del medio preparado sin Mn. La linea
NRAMPS::NRAMPS:GFP 3.2 present6 raices significativamente mas cortas en el medio
control y con 400 uM. La linea NRAMPS::NRAMPS5:GFP 8.3, sin embargo, no presento,
en este caso, diferencias significativas con respecto al WT (Figura 4.89). Las raices de las
lineas NRAMP5::NRAMP5:GFP mostraban un fenotipo de raiz rizada cuando se crecian
en el medio con exceso de manganeso 200 uM, que no se observo en Atnramp5 ni en WT

(Figura 4.89).
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Figura 4.89. Efecto del manganeso en el desarrollo de la raiz de plantas Atnramp5,
NRAMP5::NRAMPS5:GFP lineas 3.2 y 8.3 y WT tras 10 dias de crecimiento en placas con MS conteniendo
0, 200 y 400 uM de Mn. Las flechas indican las raices rizadas. Los datos representan la mediat error
estandar de tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican
diferencias significativas (p < 0,001 = ***; p < 0,01 = **; p < 0,05 = *), de acuerdo con la prueba T de
Student.

4.6.8.2 Expresion de NRAMPS5 en plantulas

Se determind el patron de expresion de NRAMPS5 mediante qRT-PCR, en
condiciones similares a las descritas en el apartado 4.6.7.1 en plantulas de WT y
NRAMP5::NRAMP5:GFP linea 8.3 después de 7 dias de crecimiento en placa de cultivo
conteniendo diferentes concentraciones de manganeso (Figura 4.90) y se observd una
induccion de NRAMPS significativo para el medio preparado con exceso de manganeso
200 uM; en cambio, el NRAMP5::NRAMP5:GFP (8.3) presentaba una expresion basal

en condiciones control respecto del WT control, que se reducia en el resto de condiciones.
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Figura 4.90. Expresion relativa (vs TUB) mediante RT-PCR de NRAMP5 en plantulas de 7 dias de WT y
NRAMP5::NRAMP5:GFP (8.3) crecidas en medios con diferentes concentraciones de Mn. En el recuadro
se presenta una amplificacion del eje de ordenadas. Los datos representan la mediaz+ error estandar de dos
experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los valores seguidos por la misma letra no
presentan diferencias significativas respecto del WT Control (P <0,05) segtin lo determinado por la prueba
de rango multiple de Duncan.

4.6.9 Estudio de NRAMPS5 en condiciones alteradas de hierro

En este estudio se procedié de la misma manera que en el estudio anterior,
comparando la influencia del hierro en el silvestre y en los mutantes del gen de NRAMPS,
tanto a nivel de fenotipo, como en respuesta a parametros oxidativos, asi como el patrén
de expresion de NRAMPS en las diferentes concentraciones de hierro y su posible

localizacion.

4.6.9.1 Estudio fenotipico en plantula

En este estudio se compard la influencia del hierro en el silvestre y en los mutantes
del gen de NRAMPS. Se estudi6 tanto la tasa de germinacion como de aparicion de las
hojas verdaderas, el peso fresco de la planta completa asi como la longitud de las raices
desarrolladas. Para ello las plantulas se cultivaron durante 7 o 10 dias de crecimiento en

placas Petri conteniendo el medio Hoagland 0.25x con exceso o ausencia de hierro.

Germinacién

En cuanto a los efectos del hierro en la germinacidn, se pudo observar que el

porcentaje de semillas germinadas en el medio sin Fe era ligeramente inferior en el
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Atnramp5 que en el silvestre, en cambio se observé un comportamiento igual al del WT
tanto en exceso de Fe como en condiciones control. Las lineas sobreexpresoras
NRAMPS5::NRAMPS5:GFP 3.2 y 8.3, son las que mas tiempo tardaron en germinar tanto

en condiciones control como en exceso y ausencia de hierro (Figura 4.91).
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Figura 4.91. Porcentaje de germinacion de Atnramp5 y NRAMP5::NRAMP5:GFP lineas 3.2 y 8.3 respecto
de WT en medio Hoagland control, exceso de hierro (4x) y ausencia de hierro. Los datos representan la
mediazt error estandar de tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos
indican diferencias significativas con respecto al WT (p < 0,001 = ***; p < (0,01 = **; p < 0,05 = *), de
acuerdo con la prueba T de Student.

Hojas verdaderas

La tasa de aparicion de las hojas verdaderas en el mutante Atnramp5 era mayor en
condiciones control en los primeros dias, lo que indica que las hojas se desarrollan antes
que en el WT, en cambio la falta y el exceso de hierro disminuian esta tasa hasta igualarse
con el WT. La aparicion de hojas verdaderas en las lineas NRAMPS5::NRAMPS:GFP se

retrasaban en todos los medios estudiados (Figura 4.92).
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Figura 4.92. Tasa de aparicion de hojas verdaderas en plantulas de Atnramp5 y NRAMP5::NRAMP5:GFP
lineas 3.2 y 8.3 respecto de WT cultivadas en medio Hoagland control, exceso de hierro 4x y ausencia de
hierro. Los datos representan la mediat error estandar de tres experimentos independientes, cada uno con
tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al WT (p < 0,001 = ***; p
<0,01 =**; p<0,05 = *), de acuerdo con la prueba T de Student.
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Medida de peso fresco

El mutante Atnramp5 present6 un peso inferior que el WT, tanto en exceso como
en ausencia de hierro. Las lineas NRAMPS5::NRAMP5:GFP presentaron diferencias
significativas con respecto al WT, siendo el peso de las plantulas inferior en todos los

medios analizados (Figura 4.93).
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Figura 4.93. Peso fresco de las plantulas de Atnramp5, NRAMP5::NRAMP5:GFP lineas 3.2 y 8.3 y WT
de 10 dias de crecimiento en placas de cultivo en medio Hoagland 0.25x control, exceso de hierro (4x) y
ausencia de hierro. Los datos representan la mediat error estdndar de tres experimentos independientes,
cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al WT (p <
0,001 = ***; p < 0,01 =**; p < 0,05 =*), de acuerdo con la prueba T de Student.

Longitud de raices

Curiosamente, en ausencia de hierro, tanto el mutante Atnramp5 como las lineas
NRAMPS::NRAMPS:GFP mostraron una reduccion significativa en la longitud de sus
raices con respecto al WT. En el medio con exceso de hierro, el mutante Atnramp5 no
presentd cambios con respecto al WT, en cambio las lineas NRAMP5::NRAMP5:GFP
mostraron una reduccion significativa en la longitud de sus raices, si bien, el fenotipo no

es tan drastico como en ausencia de Fe (Figura 4.94).
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Figura 4.94. Efecto del hierro en el desarrollo de la raiz de plantas Atnramp5, NRAMP5::NRAMP5:GFP.
Efecto del hierro en el desarrollo de la raiz de plantas Athramp5, NRAMP5::NRAMP5:GFP lineas 3.2 y 8.3
y WT tras 10 dias de crecimiento en placas de cultivo en ausencia de hierro y una concentracion elevada
de este metal. Los datos representan la mediazt error estdndar de tres experimentos independientes, cada
uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al WT (p < 0,001 =
R p <0,01 =**;p<0,05=*), de acuerdo con la prueba T de Student.

4.6.9.2 Expresion de NRAMPS5 en plantulas

El analisis de la expresion de NRAMPS en plantulas de 7 dias crecidas con
diferentes concentraciones de hierro, mostré una induccion significativa en el WT en
ausencia de hierro. En el NRAMPS::NRAMPS:GFP 8.3, que ya presenta una expresion

basal mayor que el WT, ésta, se reducia en ambos tratamientos (Figura 4.95).
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Figura 4.95. Expresion relativa (vs TUB) mediante RT-PCR de NRAMPS5 en plantulas de 7 dias de WT
crecidas en medios con diferentes concentraciones de hierro. En el recuadro se presenta una amplificacion
del eje de ordenadas. Los datos representan la mediazt error estandar de dos experimentos independientes,
cada uno con tres repeticiones. Los valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias
significativas respecto del WT Control (P <0,05) seglin lo determinado por la prueba de rango multiple de
Duncan.

4.6.9.3 Deteccion de acumulos de hierro mediante tincidén Perls

Para localizar y cuantificar la acumulacion de hierro en los diferentes tejidos se
empled la tincién Perls (azul de Prusia), esta tincion consiste en la oxidacion de la
ferrocianida a ferricianida por el Fe, produciendo precipitados de color azul. Inicialmente
se llevo a cabo en plantulas de 7 dias, donde se localiz6 en diferentes tejidos y en las
vacuolas de los pelos radicales, al igual que la acumulacion del cadmio anteriormente

estudiada (Figura 4.96).

Actmulos
de hierro

Figura 4.96. Localizacion de acumulos de
hierro en raices de plantulas WT de 7 dias
mediante histoquimica de Perls (precipitado
azul). Las flechas indican acimulos en los pelos
radicales.
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En plantas adultas crecidas en cultivo hidroponico y con un tratamiento de 1
semana en ausencia de hierro, se observd que la acumulacion de hierro en hoja era
significativamente inferior en el mutante Atnramp5, tanto en condiciones control como
en ausencia de hierro (Figura 4.97). En cambio, el mutante NRAMP5::NRAMP5:GFP 8.3
no presentd diferencias significativas en el medio control aunque si se vio afectado en
ausencia de hierro, donde se observé una acumulacién inferior en los tejidos de la hoja

en comparacion con el WT.

A B owT
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. B NRAMP5::NRAMP5:GFP 8.3
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Figura 4.97. Tincién histoquimica de hierro (Perls) en hojas. Acimulos de hierro en hojas de plantas
Atnramp5, NRAMP5::NRAMP5:GFP 8.3 y WT (A) y cuantificaciéon de la densidad oOptica relativa de la
intensidad de color (B). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al WT (p < 0,001 =
*¥*%* p<0,01 =** p<0,05=%*), de acuerdo con la prueba T de Student.

En raices también se observaron los precipitados de hierro, més concretamente en
el xilema y en el interior de las vesiculas de algunos pelos radicales. Se aprecidé un menor
numero de acimulos de hierro en el mutante Atnramp5, pero no se observaron diferencias

en NRAMP5::NRAMP5:GFP 8.3 respecto del WT (Figura 4.98).
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Figura 4.98. Localizacion de acumulos de hierro mediante histoquimica de Perls, en el interior de los pelos
radicales de las plantas Atnramp5, NRAMP5::NRAMP5:GFP 8.3 y WT crecidas en hidroponia en control
y en tratamiento de 1 semana en ausencia de hierro.

4.6.10 Respuesta de Atnramp5 en suelos enmendados

Se analizaron los pardmetros de crecimiento y estrés oxidativo en el mutante
Atnramp5 en un medio preparado a partir del extracto original de la mina de Riotinto y
dos medios preparados a partir del suelo original con dos enmiendas. La Enmienda 1:

compost y Enmienda 2: cenizas, seglin se especifica en el apartado 3.2.5 de esta memoria.

Germinacion
Practicamente no se encontraron diferencias en la germinacion en los suelos
enmendados entre ambas lineas, aunque el mutante Atnramp5 germind ligeramente mejor

en la enmienda 2, que en la enmienda 1 (Figura 4.99A y B).

Longitud de raices
Se analiz6 la longitud de raices a los 7 dias de crecimiento de las plantulas. El
mutante Atnramp5 present6 un desarrollo radicular inferior que el WT en la Enmienda 1,

mientras que en la enmienda 2, el crecimiento de la raiz era muy similar al del WT (Figura

4.99C).
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Peso fresco

Se analiz6 el peso fresco de las plantulas de 7 dias de crecimiento del mutante
Atnramp5 respecto del WT en los medios de cultivo, tanto con la enmienda 1 como con
la enmienda 2. Los resultados obtenidos corroboraron el efecto favorable de la enmienda
2 sobre el mutante, siendo su peso fresco significativamente superior al del WT, mientras
que en la enmienda 1 el peso era inferior al del silvestre, aunque las diferencias en este

caso no fueron significativas (Figura 4.99D).
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Figura 4.99. Porcentaje de germinacion en el medio preparado con la enmienda 1(A), enmienda 2 (B),
longitud de raiz (C) y peso fresco (D) de plantulas Atnramp5 y WT crecidas en placa de cultivo durante 7
dias en los diferentes medios. Los datos representan la mediat error estdndar de tres experimentos
independientes, cada uno con tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas (p < 0,001
=*¥¥ p <0,01 =**; p <0,05=*), de acuerdo con la prueba T de Student.
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La contaminacion por metales pesados debido al desarrollo industrial es uno de
los problemas ambientales mas graves a los que nos enfrentamos hoy en dia. La
fitorremediacion, puede ser una alternativa sostenible y de bajo coste para la
rehabilitacion de suelos contaminados. Sin embargo, para el desarrollo de mecanismos
eficientes de fitorremediacion se requiere un conocimiento mas profundo de los genes
involucrados en los mecanismos de respuesta a los metales pesados, concretamente los
implicados en la tolerancia e hiperacumulacion, para asi generar plantas que mejoren su
capacidad de captacion, transporte y acumulacion de metales (Cherian y Oliveira, 2005;
Pilon-Smits, 2005; Hassan, Z.; Aarts, 2011). La mayoria de los estudios realizados hasta
la fecha en este tema, se han llevado a cabo con un solo gen y con un solo metal, pero en
términos de fitorremediacion, probablemente sea necesario para una mayor comprension,
un estudio de la tolerancia a una mezcla de metales pesados similares en presencia y
concentracion a los suelos originales contaminados, lo que implica una estrategia
multigénica. Es por ello, que en este trabajo se han utilizado como referencia los suelos
de dos zonas mineras, hoy en dia abandonadas, de Riotinto (Huelva) y Alquilfe
(Granada), situadas en la region de Andalucia. La acumulacion de materiales de desecho,
debido al desarrollo de la mineria produjo una seria degradaciéon y una pérdida de la
cubierta vegetal, por ello, ambos suelos estan degradados y son incapaces de sostener la
agricultura o la vegetacion natural, debido a su bajo contenido en materia organica (menos
del 1%) y su alto contenido de metales pesados, como el Cd, Cu, Pb, Cr y Ni (Mingorance
y col., 2007; Rossini Oliva y col., 2009). Para llevar a cabo la primera parte de este
trabajo, se selecciond6 un medio que contenia tres metales pesados en base a las
concentraciones y condiciones presentes en estos suelos. De los dos suelos analizados se
seleccion6 finalmente una mezcla de metales basada en el suelo de Alquife en el que el
crecimiento de las plantas era mas favorable. Para conseguir que las plantas crecieran en
estos suelos fue necesario reducir gradualmente la concentracion de los metales pesados
en los medios utilizados hasta llegar a un medio de cultivo que contenia 50, 50 y 100 uM
de Cd, Cu y Cr, respectivamente; o lo que es lo mismo, 100, 50 y 66 % respectivamente

del suelo original y con un pH basico (pH 8.0).

Después de la eleccion del medio se realizo una seleccion a partir de una coleccion
de 6.867 lineas mutantes homocigotas de Arabidopsis con una inserciéon de T-DNA
confirmadas, para llevar a cabo la seleccion de mutantes con diferente tolerancia a metales

pesados. De esta forma, se obtuvieron 74 lineas mas resistentes y 46 lineas mas sensibles
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al medio que el WT. La categorizacion funcional de estas lineas seleccionadas en nuestro
trabajo, ha permitido identificar miembros de diferentes familias de proteinas, incluyendo
proteinas relacionadas con el estrés, procesos redox, proteinas reguladoras de, de
sefnalizacion, enzimas y proteinas relacionadas con la transcripcion, etc; lo que sugiere
que la resistencia al estrés por metales pesados implica practicamente todos los procesos
fisiolégicos en la planta. De hecho, los estudios protedmicos y transcriptdmicos
realizados en los ultimos afios tanto a gran como a pequefia escala muestran que los genes
implicados en la respuesta a los metales se clasifican en diferentes grupos metabolicos
como procesos fotosintéticos, transduccion de sefiales y regulacion transcripcional,
defensa frente a ROS y reparaciéon de dafios oxidativos, transporte de metales,
metabolismo de la pared celular etc. (Herbette y col., 2006; Ogawa y col., 2009; Kiipper
y Yresen, 2016).

5.1 Metabolismo de proteinas y sefializacion en la tolerancia de plantas a

metales pesados

En estas dos categorias encontramos 16 genes asociados al metabolismo general,
de los cuales 13 pertenecen a los seleccionados como resistentes que se incluyen mas
concretamente dentro de las categorias de metabolismo de la pared celular, metabolismo
de lipidos, metabolismo de polisacaridos, fermentacion, acidos tricarboxilicos (TCA),
ascorbato-glutation y metabolismo de aminoacidos. Entre los genes sensibles, 3 estdn
asociados al metabolismo de polisacaridos, al ciclo de la pentosa-fosfato y al metabolismo
de lipidos. En la clasificacion segin la funcion celular encontramos 101 genes, de los
cuales 60 se corresponden con los seleccionados como resistentes y se relacionan con
funciones de sintesis de DNA, el transporte de vesiculas, el estrés bidtico, regulacion de
la transcripcion, sintesis de proteinas, hormonas, desarrollo, regulacion, modificacion y
degradacion de proteinas, enzimas, homeostasis redox y transporte. En cambio, los 41
genes sensibles incluidos en esta clasificacion, a diferencia de los resistentes, se asocian

a funciones de DNA, organizacion celular, estrés abidtico y sintesis del RNA, entre otros.

Ademas del control transcripcional, diversos mecanismos post-transcripcionales
regulan las respuestas de las plantas al estrés producido por los metales pesados (Smeets
y col., 2009). Los procesos de fosforilacion / desfosforilacion estan implicados en la

respuesta de las plantas al estrés por metales pesados. Asi, la induccién de protein kinasas
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activadas por mitégenos (MAPK) es un mecanismo comun en diferentes especies de
plantas y tejidos en respuesta a este estrés por metales (Suzuki y col., 2002a), lo que
demuestra que estos mecanismos post-trascripcionales son importantes en los procesos
de senalizacion después del tratamiento con metales que conducen a la supervivencia de
la planta o a su muerte. Al menos cuatro de los mutantes seleccionados como sensibles,
mostraron alteraciones en las proteinas relacionadas con quinasas y fosfatasas y la
degradacion via ubiquitina de proteinas que implica el complejo SCF. Este complejo esta
formado por el conjunto de proteinas F-BOX que forman la ligasa ubitiquina E3 (E3-
SCF-FBOX) que promueve la degradacion de sustratos en el proteasoma 26S. Esta
actividad parece desempefiar un papel central en la regulacion de la sefializacion y la
adaptacion de las plantas al estrés (Iglesias y col., 2013). Otras proteinas que regulan la
sefalizacion son los factores de transcripcion (TFs) de diferentes familias como MYB
(proteina de mieloblastosis), DREB (factor de respuesta a la deshidratacion), WRKY (que
contienen la secuencia aminoacidica WRKYGQK), bZip (cremalleras de leucina), ERF
(factores de respuesta a etileno) y AP2 (subfamilia de los ERF), que se inducen por el
estrés producido por metales pesados (Weber y col., 2004). Un estudio llevado a cabo en
tomate revel6 que la regulacion de la homeostasis redox mediada por el glutation
proporcionaba tolerancia al estrés por cadmio al inducir factores de transcripcion tales
como ERFI1, ERF2 y MYB1 y R2R3-MYB (Hasan y col., 2016). Otro estudio llevado a
cabo en Limonium bicolor sugeria que el factor de transcripcion LbDREB podria
aumentar la tolerancia al cobre mediante la regulacion de una serie de genes relacionados
con el estrés, incluyendo la superdxido dismutasa (Cu,Zn-SOD), las peroxidasas o las
proteinas de transferencia lipidica (Ban y col., 2011). En Tamarix hispida la
sobreexpresion de la subunidad ¢ de V-ATPasa (ThVHAc1), regulada por un factor de
transcripcion tipo WRKY, mejoraba la tolerancia al Cd (Yang y col., 2016). En nuestro
estudio se encontraron 14 mutantes con una insercion de T-DNA en un factor de
transcripcion que presentaban una tolerancia diferente en comparacion con las plantas
WT. Es especialmente relevante la familia MYB en los mutantes seleccionados como
resistentes, ya que un tercio de estos mutantes pertenecian a esta familia. En un estudio
en Arabidopsis, los genes que codificaban factores de transcripcion MY B se encontraban

inhibidos y esto conferia una tolerancia al estrés por As (Fu y col., 2014).
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5.2 Proteinas relacionadas con el transporte en la tolerancia a metales
pesados: HPP9 y ALAA4.

La categoria de transporte estaba mas representada en los mutantes resistentes
(7%) con respecto a los sensibles (4%). Hay que destacar que el efecto del metal pesado
y la respuesta de la planta estan en gran medida relacionados con las proteinas
transportadoras, ya que los metales pesados utilizan estas proteinas como canales de
entrada en la planta. Las células vegetales contienen un gran nimero de proteinas
transportadoras que se expresan diferencialmente dependiendo de las circunstancias y el
tipo celular (Fuji y col., 2009). Ademas, se ha demostrado que dependiendo de las
condiciones ambientales, la distribucion intracelular de algunos transportadores puede
variar estando altamente regulada, no sélo a nivel transcripcional, sino también mediante
mecanismos reguladores postraduccionales para mantener la homeostasis de los
nutrientes (Fujiy col., 2009). Esta complejidad demuestra la capacidad de las plantas para
regular rigurosamente el nivel de transportadores de iones, especialmente en un ambiente
contaminado con metales pesados que utilizan transportadores de cationes y de
macronutrientes para entrar en la planta, afectando asi la absorcion y distribucion de los
nutrientes en las mismas (Clemens, 2006). Como se ha mencionado anteriormente, el
10% de los mutantes encontrados con una sensibilidad diferente a los metales pesados
estaban relacionados con el transporte. Entre estos mutantes se han seleccionado dos
proteinas relacionadas con el transporte: la proteina HPP9, de tipo metalochaperona y la
proteina ALA4, que es una bomba de iones ATPasa de tipo P (Abreu-Neto y col., 2013;
Axelsen y Palmgren, 2001). Ambos transportadores fueron estudiados en mayor
profundidad para descifrar su posible funcion en la respuesta de la planta al estrés por
metales pesados. La capacidad de transporte de estas bombas no se ha caracterizado pero
es interesante que en levaduras deficientes en el gen DRS2, que codifica un miembro de
un subgrupo de ATPasa tipo P muestra sensibilidad a Zn** y Co?" (Siegmund y col.,

1998).

Es escaso el conocimiento sobre la familia de metalochaperonas HPP, incluyendo
HPP9 que forma parte del grupo VII, cuyos siete miembros se encuentran dentro de un

tandem en el cromosoma 5 (Tehseen y col., 2010).
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Como indicadores de tolerancia a metales se han estudiado parametros asociados
al crecimiento radicular (Prasad y col., 1994; Peralta y col., 2001), el estrés oxidativo y
el contenido de nutrientes (Ortega-Villasante y col., 2007; Yadav, 2010). En varios
estudios llevados a cabo en diferentes especies de plantas como soja, alamo, sauce,
pimiento o guisante se ha utilizado el desarrollo de la raiz y de la parte aérea como
indicadores de la tolerancia a Cd en plantas adultas (Sandalio y col., 2001; Nihei y col.,
2005; Dos Santos Utmazian y col., 2007; Shiyab y col., 2009) y se han descrito
correlaciones entre el desarrollo de la parte aérea y la tolerancia a metales (Cd, Cu)
(Hakmaoui y col., 2012; Sabreen y Sugiyama, 2008; Leon y col., 2002). Nuestros
resultados en planta adulta, mostraron la induccion de HPP9 en respuesta a la mezcla de
metales pesados y a Cd solo en las raices a tiempos cortos, lo que sugeriria un papel
importante de esta proteina en la respuesta temprana de la planta al estrés. Ademas, la
translocacion de metales desde las raices a las hojas se vio alterada en los mutantes, por
lo que HPP9 podria estar implicado en este transporte, no solo de Cd, Cr y Cu, sino
afectando también la translocacion de Fe y Zn, tanto en condiciones control como en el
estrés producido por la mezcla de metales. La translocacion de macronutrientes también
se alterd en este mutante, puesto que la translocacion de P fue menor en condiciones
control y la de Mg fue mayor que en el WT. Sin embargo, serian necesarios analisis

adicionales para determinar la especificidad de la proteina HPP9.

Parte de la toxicidad por metales pesados se debe al estrés oxidativo que provoca
dafios a membranas, proteinas y acidos nucléicos (Sandalio y col; 2009), controlar estos
dafios es un factor determinante en la tolerancia de las plantas a los metales pesados
(Demidchik y col., 1997). Curiosamente la produccion de H,O, en el mutante Athpp9 fue
inferior que la del WT y la actividad catalasa era superior a las 24 h en respuesta a los
metales, aunque se reducia a las 48 h. La reduccion de la translocacion de los metales
pesados en los mutantes Athpp9 en comparacion con las plantas WT podria ser una de las
razones para aumentar la resistencia al estrés por metales ya que los tejidos fotosintéticos
son mas susceptibles a la toxicidad por metales (Kabata-Pendias, 2011). La limitacion de
la acumulacion de metales en la parte aérea justificaria ademas la reduccién de dafios

oxidativos en estos tejidos y el fenotipo asociado a este mutante.

La proteina ALA4 es una bomba de iones ATPasa de tipo P, perteneciente a una

familia de bombas de membrana que impulsan la translocacion de sustratos dependiente
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de ATP, fosforilandose durante el proceso de transporte. En este estudio, hemos
demostrado que el mutante Atalad era mas sensible que las plantas WT al estrés por
metales pesados y que tanto el tratamiento con Cd como con la mezcla de metales inducia
significativamente la expresion de ALA4 en hoja después de 24 h de ambos tratamientos.
Aunque se ha propuesto que ALA4 puede estar involucrado en el transporte de
fosfolipidos (Axelsen y Palmgren, 1998), nuestros resultados sugieren que esta proteina
puede estar involucrada directa o indirectamente en el transporte o translocacion de
metales pesados. De hecho, el mutante Atala4 acumulaba mas metales pesados que el
WT, no sélo en las raices, sino principalmente en las hojas. El comportamiento en
términos de estrés oxidativo fue muy similar al Athpp9, con una menor produccioén de
H,0, en respuesta a los metales con respecto al WT, lo que sugeriria que no es la
alteracion del metabolismo oxidativo el factor responsable de su mayor sensibilidad y
posiblemente si su mayor acumulacion de metales pesados en la parte aérea. También
estaba afectada la captacion y translocacion de Fe y Mn en este mutante y al igual que
para HPP9 serian necesarios analisis adicionales del transportador ALA4 para determinar
su especificidad y localizacion, que ayudaria a entender su funcion en la respuesta de la

planta a los metales pesados.

La aplicacién de enmiendas en los suelos contaminados es un paso necesario para
mejorar sus condiciones fisico-quimicas, lo que conduce a un aumento en la germinacién
y crecimiento de las plantas, ya que las semillas rara vez germinan en el suelo original
contaminado (Sevilla-Perea y col, 2016). Se analizaron los parametros de crecimiento y
de estrés oxidativo en plantas crecidas con los metales en presencia de extractos de suelos
contaminados modificados con las enmiendas para verificar la validez de la seleccion de
mutantes realizada y para analizar el posible empleo de los mismos en los suelos
originales. La validacion de los resultados en los suelos originales constituiria la
confirmacion definitiva de la tolerancia de los mutantes seleccionados. El extracto del
suelo se modifico con dos enmiendas anteriormente utilizadas para los suelos de Riotinto
(Sevilla-Perea y Mingorance, 2015; Sevilla-Perea y col., 2016). Estas enmiendas estaban
preparadas a base de compost de lodos de aguas residuales urbanas (SVC, enmienda 1) y
de las cenizas de la combustion de biomasa (BA, enmienda 2). Ambas pueden afectar al
pH, la conductividad eléctrica (CE) y la capacidad de extraccion de elementos toxicos
como Al, Fe, Mn, Cu, Pb, Zn y As, de los suelos contaminados de las aéreas mineras de

estudio (Pefia y col., 2015). En estudios realizados sobre las caracteristicas y propiedades
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fisico-quimicas de estos suelos con ambas enmiendas se demostr6 un aumento
significativo del pH y la CE, al tiempo que se redujo la capacidad de extraccion de los
metales pesados del suelo. Es importante sefialar que ambos mutantes analizados en
nuestro trabajo conservaron el fenotipo observado en la seleccion cuando crecian en un
extracto de suelo original de la mina de Riotinto tratado con las dos enmiendas. El
mutante Athpp9 mostré un aumento en la tasa de germinacion y la longitud de la raiz en
comparacion con el WT, especialmente con la enmienda 1, mientras que Atala4 fue mas
sensible en ambos casos. Ademas, los pardmetros oxidativos analizados en las plantas
con la enmienda 1 mostraron que en ambos mutantes se reducia la peroxidacion lipidica
en consonancia con una menor produccion de H,O, observada en respuesta al tratamiento
con la mezcla de metales respecto del WT. Estos resultados apoyan los obtenidos en la
seleccion con el medio de la mezcla de metales, por lo que los genes HPP9 y ALA4
podrian ser buenos candidatos para usar en fitorremediacion, al influir directamente tanto
en la entrada a la planta como en la translocacion de la raiz a la parte aérea de los metales

pesados.

5.3 Funcion de los transportadores KUP8 y KUP1 en la resistencia frente a

metales pesados

La linea Atkup8, que presenta una insercion de T-DNA en el gen KUP8, fue
seleccionada como resistente frente a la mezcla de metales pesados que se llevo a cabo a
partir de la coleccion de lineas mutantes empleada en este trabajo. Por ello, se caracterizd
esta linea en mayor profundidad para determinar su funcién en respuesta a metales
pesados y posible empleo con fines de fitorremediacion. La linea Atkupl, con una
insercion de T-DNA en el gen KUP1, que se inducia en la linea Atkup8 en respuesta a
metales, también se caracterizd de forma similar, asi como el doble mutante Atkup8

Atkupl, si bien éste se obtuvo practicamente al final del desarrollo de este trabajo.

KUP8 Y KUP1en plantulas de Arabidopsis
Los mutantes Atkup8 (Col-0) se seleccionaron como resistentes a metales por el
mayor desarrollo de las raices en respuesta a la mezcla de metales, con respecto al WT.

La familia KUP en Arabidopsis es amplia, con 13 genes y segun el arbol de homologia
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de las secuencias aminoacidicas de las diferentes proteinas KUP realizado en este trabajo
y en otras publicaciones (Nieves-Cordones y col., 2016a) hay otra proteina con alta
homologia, la KUP6 y otras dos que también podrian tener una funcién similar por
homologia, la KUP2 y la KUPI. A pesar de ello, el fenotipo de crecimiento de raiz
observado en el mutante Atkup8 respecto del WT, representaba uno de los mayores ratios
entre los mutantes seleccionados. En el andlisis de expresion de los genes de la familia
KUP en plantulas WT germinadas y crecidas durante 7d en el medio con la mezcla de
metales se observéd una induccion no solo del KUPS8, sino también del KUP5, KUP6 y
KUP11, mientras que en el mutante Atkup8 se indujeron el KUP9, KUP10, KUP11 y en
mayor medida el KUPL, por lo que se decidi6 analizar también la respuesta del mutante
Atkupl a los metales y generar una linea doble mutante para determinar si el fenotipo
observado en el Atkup8 era dependiente, al menos en parte, de esta induccion. Los datos
disponibles en las bases de datos, demuestran que ambos genes co-expresarian en el
xilema y el floema. Sin embargo, no se observaron diferencias de crecimiento en el
mutante Atkupl con respecto al WT en respuesta a metales pesados. El transportador
KUP1 ha sido previamente caracterizado como un transportador dual, tanto de alta como
de baja afinidad de potasio (Kim y col., 1998; Fu y Luan, 1998) y hasta donde conocemos
ni este ni ningin otro miembro de la familia KUP ha sido relacionado con el transporte
de metales pesados. De hecho, el transportador KUP8 también se ha caracterizado
recientemente en respuesta a estrés osmotico, si bien el mutante simple Atkup8 no
presentaba un fenotipo muy fuerte y éste solo se observo en el triple mutante Atkup268
(Osakabe y col., 2013), lo que da una idea de la posible redundancia funcional de los
transportadores de potasio presentes en la planta.

En respuesta a los metales pesados por separado, fundamentalmente en respuesta
a Cd y Cr, el mutante Atkup8 crecia mejor, mientras que el Atkupl se comportaba de
manera similar al WT, excepto en el peso de la planta en respuesta a Cr. Curiosamente,
el doble mutante Atkuplkup8 mantenia e incluso incrementaba ligeramente el fenotipo de
Atkup8 en respuesta tanto a la mezcla de metales como al Cd sélo, y en condiciones
control era significativamente mayor que el WT. En cultivos de plantulas en medio
Hoagland 0,25x (con concentraciones reducidas de nutrientes, incluyendo el Fe) y con
niveles alterados de Fe y Mn, el mutante Atkupl era bastante mas sensible, incluso en las
condiciones control. De hecho el fenotipo fue similar tanto en condiciones de falta de
hierro como con exceso del mismo, lo que sugiere que no parece ser éste el nutriente

determinante del fenotipo. Probablemente el factor limitante sea una baja concentracion
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de K en el medio ya que, como se ha demostrado anteriormente, KUP1 es un transportador
tanto de alta como de baja afinidad de K (Fu y col., 1998), si bien no se le ha atribuido un
papel fisioldgico concreto (Senn y col., 2001). La localizacién de ambos trasportadores
ayudaria a explicar la recuperacion del fenotipo de Atkupl con el doble Atkup8 kupl. Una
posible hipotesis podria ser que el KUP1 estuviera implicado en la salida de K desde la
vacuola y el KUPS8 regulara la entrada del mismo en la vacuola, similar a como sucede
con los transportadores NRAMP3, NRAMP4 y VIT1 (“vacuolar iron transporter”’; Mary
y col., 2015).

KUP8 Y KUP1len planta adulta

En la caracterizacion realizada en este trabajo en plantas adultas de los mutantes
simples Atkup8, Atkupl y el doble mutante Atkup8 kupl, en tierra se observd un
incremento del tamafio y nimero de las hojas tanto en Atkup8 como en el doble mutante,
y en menor medida en el Atkupl. Se ha descrito que mutantes afectados en diferentes
genes de la familia KUP, el 2, 6 y 8 inducen la expansion celular dirigida por un
incremento en el turgor de las células provocado por alteraciones en la salida de K en las
mismas (Elumalai y col., 2002; Osakabe y col., 2013), lo que podria explicar el aumento
del tamafio de las hojas en los mutantes Atkup. Los datos de expresion disponibles en las
bases de datos sugieren una expresion de los genes KUP1 y KUP8 en los primeros
estadios de la silicua. Sin embargo, el fenotipo observado en ambos mutantes era opuesto
con una mayor produccion de silicuas en el mutante Atkup8 (que se conservo también en
el doble), mientras que en el mutante Atkupl habia una drastica reduccion de las mismas.
No obstante, no hemos encontrado datos en la literatura que relacionen la produccion de
silicuas con una funcidn especifica de los transportadores KUP. Si estd descrito que los
KUP estan relacionados con la iniciacion de la formacion de raices secundarias y posterior
crecimiento, también relacionado con una reduccion del turgor de las células y el eflujo
de potasio (Sano y col., 2009; Osakabe y col., 2013). La funcion de KUP8 y KUPI en

cualquier caso parece ser opuesta.

En el cultivo hidroponico en respuesta a la mezcla de metales se observd un menor
dafo en cuanto a la reduccion del crecimiento en los mutantes Atkup8, con respecto al
WT, mientras que los Atkupl se comportaban de forma similar al WT, sobre todo en la
parte aérea, aunque en la raiz la reduccion de tamafio también era menor. Hay que tener

en cuenta, sin embargo, que los mutantes Atkup8 eran ya mas grandes en condiciones
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control, como se ha mencionado anteriormente. Se ha descrito que KUP8 podria inhibir
la expansion celular en un mecanismo dependiente de auxinas (Osakabe y col., 2013) y
posiblemente, la ausencia de éste podria estar relacionado con la menor reduccion del
tamafo en las plantas Atkup8 con respuesta a metales. En general, ni la entrada ni la
translocacion de metales o macronutrientes ni los parametros relacionados con el
metabolismo oxidativo parecen ser responsables de la mayor resistencia de los mutantes
Atkup8. Si bien, la translocacion de Fe en el Atkup8 era inferior con respecto al WT en
condiciones control, estas diferencias, no obstante, no eran significativas en el tratamiento
con metales. Ademas, el contenido de potasio en la raiz tampoco parece ser una razon, ya
que si bien se ve bastante afectado en el tratamiento con metales (reduciéndose unas 10
veces con respecto a las condiciones control), quizds por una menor entrada en la raiz y
una mayor translocacion a la hoja (ya que ésta se incrementa més de diez veces), los
resultados eran similares en WT y el mutante Atkup8. En el mutante Atkupl, sin embargo,
la translocacion de K en el tratamiento con metales aumentaba casi dos veces mas que en
el WT, reduciéndose atin mas el contenido de K en la raiz. Sin embargo, si se observo
una regulacion diferencial del KUP8 en WT, ya que se inhibia su expresion en la raiz a
partir de las 3h de tratamiento con la mezcla de metales, mientras que en la parte aérea se
inducia a partir de las 24h de tratamiento. Estos resultados podrian sugerir una funcion en
el almacenamiento subcelular del K en raiz y en la entrada de potasio en la hoja. Se ha
descrito recientemente que el KUP podria estar relacionado con la salida de K desde la
raiz a la parte aérea (Osakabe y col., 2013). Esta regulacion era similar a la observada en
el tratamiento con Cd. Por otro lado, la inhibicion de la expresion de KUPS en raiz parece
estar regulada por la RBOHD, ya que en este mutante las diferencias observadas en la
expresion del KUPS8 no eran significativas. No se han encontrado datos en la literatura
que relacionen la especies de oxigeno reactivo con los transportadores KUP aunque si se
ha descrito que la activaciéon de KUP6 responde a un mecanismo de sefializacion en el
que estan implicados el ABA y la kinasa SnRK2 (Osakabe y col., 2013). Por otro lado,
se sabe que cambios en la concentracion citosolica de K es un denominador comun en
respuestas de adaptacion a distintos tipos de estrés, que tienen en comun la produccion de
ROS, tales como estrés salino o déficit de nitratos o fosfatos (Shabala y col., 2016).
Incluso se ha propuesto que el K podria intervenir en los mecanismos de sefalizacion

dependientes de ROS (Garcia-Mata y col., 2010).
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En el tratamiento con Cd el fenotipo del mutante Atkup8 es similar al del
tratamiento con metales, la reduccion del crecimiento en la parte aérea es menor que en
el WT y la raiz no se reduce con el tratamiento. En este caso, la entrada de K no se ve tan
reducida como en el tratamiento con la mezcla de metales, y se observaron
concentraciones del mismo similares tanto en hoja como en raiz en el mutante con
respecto al WT. Por otro lado, también se observé una reduccion de la translocacion de
Fe en el mutante en condiciones control, que se duplicd, sin embargo con el tratamiento.
Estos resultados sugieren que la translocacién de Fe podria estar relacionada directa o
indirectamente con este transportador. Finalmente, parece interesante que en todos los
mutantes la actividad CAT esté reducida a las 72 horas de tratamiento con Cd, si bien en
el doble mutante practicamente se triplica a las 24h y a pesar de que no hay cambios
globales en la produccion de H20», los dafios a membranas observados se redujeron en el
doble mutante. Esta es una prueba de la existencia de una relacion entre el K y el
metabolismo de ROS, si bien los mecanismos que lo regulan no han sido establecidos.
Tan solo se ha descrito que en plantas de Arabidopsis la induccion del HAKS en respuesta
aniveles bajos de K esta regulada por ROS procedentes de RBOHs y etileno (Jung y col.,
2009). Aunque no se ha establecido una relacion directa con los KUPs, si se ha descrito
que la deficiencia de RBOHs C, D o F afecta diferencialmente la incorporacion y
translocacion de K en plantas de Arabidopsis sometidas a estrés por As (Gupta y col.,
2013) y Cd (Gupta y col., 2017), siendo la RBOHF directamente responsable de la
regulacion de la translocacion del K a la parte aérea (Gupta y col., 2017). Estos resultados
sugieren que distintas fuentes de ROS pueden regular a nivel transcripcional o

postraduccional la incorporacion y translocacion de K en plantas.

En las plantas, el potasio se absorbe por la epidermis y los pelos radicales, y
después es transportado al xilema a través de numerosas capas de células radiculares para
posteriormente, translocarlo hacia el tallo. Este proceso requiere numerosos canales y
transportadores de K que hace que haya un flujo de la epidermis al xilema (Han y col.,
2016; Nieves-Cordones y col., 2016b). De hecho, la homeostasis del K en las cé€lulas
parece estar controlada por un balance entre la entrada y la salida del mismo que responde
a variaciones en la concentracion externa (Szczerba y col., 2009) y la entrada y salida
depende de un equilibrio bioquimico (Ivashikina y col, 2001), como se ha observado para
otros nutrientes (Crawford, 1998; Narang y col, 2000; Segonzac y col., 2007).

Probablemente, haya cambios en la homeostasis del K en los mutantes Atkup8 y Atkupl
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que no se han podido detectar. Por ello la localizacion subcelular exacta y la actividad de
estos transportadores y otros relacionados con el transporte de K, ayudaria a esclarecer su
posible funcion en la respuesta de la planta al exceso de metales. Otro aspecto a analizar
en mayor profundidad seria la posible relacion del transportador KUPS en la reduccion
del crecimiento celular producido en la planta en respuesta a los metales en el que podria

tener una funciéon importante aiin por determinar.

5.4 Funcion del transportador NRAMPS5 en la resistencia frente a metales

pesados

La linea Atnramp5, descrita con una insercion de T-DNA en el gen NRAMPS5, fue
seleccionada como resistente frente a la mezcla de metales pesados realizada en la primera
parte de este trabajo. Se analiz6 su respuesta estudiando diferentes parametros frente a
diferentes metales con el fin de profundizar sobre su posible funcidon transportadora en

respuesta a metales y por tanto, su posible uso con fines de fitorremediacion.

El mutante se genotipd y no amplificaba la region de unas 1200 pdb donde estaba
descrita la localizacion de la insercion de T-DNA (a unas 150 pdb después del ATG)
como corresponde a una linea homocigota. El gen NRAMPS en ninguno de los medios en
los que lo hemos estudiado se expresa en condiciones normales o de estrés y en nuestras
manos no se ha detectado por RT-PCR semicuantitativa o cuantitativa con protocolos al
uso, por lo que no se pudo determinar inicialmente de qué forma estaba afectada la
presencia de la proteina NRAMPS en el mutante. A pocas semana de la finalizacion de
esta memoria se recibid un anticuerpo especifico frente a la proteina cedido por el Prof.
Thomine (CNRS) y se pudo realizar un Western-blot en el que se observo la presencia de
la misma en el mutante, lo que llevo a forzar las condiciones de RT-PCR (partiendo de
una mayor cantidad de RNA inicial y cDNA) para detectar la expresion del gen. Esto, nos
permitio determinar que el mutante sobre-expresa el gen con respecto al WT. Si bien los
niveles de expresion son bajos con respecto a la tubulina, estos resultados sugieren que el
mutante podria ser un sobre-expresor y no un “knockout” como seria de esperar. Una
posibilidad es que la insercion de T-DNA podria estar localizada antes del ATG y no
después, como estd descrito y estar afectando a alguna region reguladora del gen, que
parece ser esta reprimido en condiciones normales. Para comprobar esto, se secuenciara

la region amplificada desde el cebador del inserto hasta uno de los extremos del gen para
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determinar la localizacion exacta del mismo. Por otro lado, cabe la posibilidad de que el
inserto esté localizado donde estaba descrito y que la proteina que se estd expresando no
sea funcional debido a que la insercion podria afectar a la secuencia de aminoacidos de
la proteina por lo que también seria necesario secuenciar el producto completo de PCR
en el mutante para comprobar esta posibilidad. No obstante, se ha mantenido el nombre

Atnramp5 para el mutante hasta determinar una posibilidad u otra.

NRAMPS5 en plantulas de Arabidopsis

Los mutantes Atnramp5 (Col-0) mostraron una longitud de raiz mayor con respecto
a las plantulas WT después de 7 dias de crecimiento en el medio con la mezcla de metales
pesados. Si bien, aunque el fenotipo no era muy acusado, si era significativo. Un fenotipo
similar se observd con los metales por separado, especialmente con Cr y Cd. Es de
destacar, que la alteracion del NRAMPS de lugar a un fenotipo observable, si tenemos en
cuenta la existencia de otros tres genes homodlogos de NRAMP, segtin los datos obtenidos
en el arbol de homologias en este trabajo y en estudios anteriores (NRAMP2, NRAPM3
y NRAMP4; Thomine et al., 2000). Este hecho podria sugerir la existencia de una
redundancia funcional entre estos genes, especialmente los transportadores NRAPM3 y
NRAMP4, que estan bien caracterizados como transportadores de Fe, Mn y Cd. De hecho,
los mutantes Atnramp3 presentan también un incremento moderado en la resistencia a
Cd, respecto del WT (Thomine et al., 2000), mientras que el fenotipo del doble mutante
Atnramp3 nramp4 es mucho mas pronunciado (Agorio et al., 2017). La sobre-expresion
de NRAMP3 con un promotor 35S sin embargo, lleva a una mayor sensibilidad de las
plantulas al Cd (Thomine et al., 2000). Hay que tener en cuenta que en el mutante
Atnrmap5 esta reducida la expresion de los transportadores NRAMP3 y NRAMP4, al

menos en condiciones control.

Debido a que los transportadores caracterizados de la familia NRAMP, tanto en
plantas como en otros organismos como levaduras o mamiferos, estan relacionados con
el transporte de metales esenciales como el Fe o el Mn (Thomine et al., 2000; Cailliatte
et al., 2010; Supek et al., 1996; Gunshin et al., 1997; Fleming et al., 1998) y que los
resultados de ICP en planta adulta obtenidos en este trabajo mostraban una posible
alteracion en la translocacion de Fe y Mn en el mutante, también estudiamos el fenotipo

del mismo en respuesta a diferentes concentraciones de Fe y Mn. El fenotipo con
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diferentes concentraciones de Mn o en ausencia de este metal no era muy claro, ya que si
bien el peso fresco era mayor en el mutante Atnramp5 con exceso de Mn, la longitud de
la raiz era mayor en ausencia del mismo, con respecto al WT, si bien, las lineas Ws
complementadas presentaban un fenotipo similar al WT referido a la longitud de raiz,
aunque su peso fresco era inferior al del WT. El incremento de la longitud de la raiz en
ausencia de Mn podria ser un mecanismo de respuesta de la planta para incrementar la
superficie de absorcion de Mn, tal y como se ha descrito en deficiencia de nutrientes en
distintas especies vegetales (Giehl y Wiven, 2014). Sin embargo, el fenotipo en respuesta
a diferentes concentraciones de Fe parece ser mds consistente, ya que tanto la
germinacion, como la longitud de raiz en el mutante Atnramp5 eran inferiores en ausencia
de Fe, lo que sugiere que este genotipo es mas sensible que el WT en estas condiciones.
Las lineas que complementan al Atnramp5 (Ws), se comportaban de manera similar al
Atnramp5 en este caso, si bien ya eran mas pequefas en las condiciones control.
Curiosamente, tanto en el medio MS, en el que se ha estudiado el efecto del Mn, como en
el medio Hoagland 0,25x (con menos nutrientes), en el que se ha estudiado el efecto del
Fe, hemos observado un retraso en la germinacion y aparicion de hojas verdaderas en las
dos lineas que complementan el Atnramp5 (Ws). Habria que destacar que si bien en estas
lineas, el gen introducido estd bajo su propio promotor, hemos observado una expresion
basal del gen NRAMPS incluso en condiciones control, lo que no sucede en el WT en
fondo Col-0. Puesto que este gen parece estar muy regulado, ya que se induce s6lo en
determinadas condiciones, esta expresion basal podria estar afectando al desarrollo de la
semilla y primeros estadios de la plantula; aunque no se puede descartar que las
diferencias observadas sean debidas al fondo genético de las lineas. Habra que comprobar
si existen diferencias de expresion entre los fondos Ws y Col-0, si bien no se han descrito
diferencias de expresion entre los diferentes ecotipos recogidos en el mundo y analizados

segun la pagina de la Universidad de Toronto, BAR (http://bar.utoronto.ca/eplant/; World

eFP Viewer). Inicialmente, en respuesta a la combinacion de metales y al Cd solo, no se
observaron diferencias de fenotipo entre los fondos Ws y Col-0; sin embargo, estudios
posteriores seran necesarios para determinar si también es asi en medios con diferentes

concentraciones de Fe y Mn. Asi como el anélisis del mutante Atnramp5 en fondo Ws.

Un fenotipo similar al de Atnramp5, se ha observado en el doble mutante Atnramp3
nramp4, con un retraso en el desarrollo de los cotiledones y crecimiento de la raiz en los

primeros 4 dias de crecimiento, que se recupera a los seis dias (Lanquar et al., 2005). De
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hecho, se ha demostrado que estos dos transportadores median la movilizacién de Fe
desde la vacuola durante la germinacion de la semilla y su funcion es esencial en los
primeros dos dias, antes de que se induzca la expresion de IRT1, ya que los mutantes irtl
si son capaces de generar los cotiledones aunque presenten un fenotipo clorético (Vert et
al., 2002; Colangelo and Guerinot, 2004). Habria que hacer un estudio mas especifico con
los mutantes Atnramp5 (Col-0) y las lineas knockout en fondo Ws y sus complementadas
durante el desarrollo de la semilla, maduracion y germinacion del embrion de Arabidopsis
para ver si efectivamente tiene una funcidén importante en estos procesos. Hay que tener
en cuenta que en este trabajo no hemos conseguido colonias de E. coli que expresen el
gen NRAMPS sin mutaciones. Datos del laboratorio del Prof. Thomine aportan similares
resultados, lo que podria indicar que la expresion de este gen en la bacteria es perjudicial

para la misma.

La informacion disponible en las bases de datos sobre el gen NRAMPS5
(http://bbe.botany.utoronto.ca/) reveld que éste se expresaba bdsicamente en el polen
maduro y no se encontr6 induccion en los diferentes tipos de estrés que se describen. En
este trabajo, como se ha descrito anteriormente, no se ha observado expresion en
condiciones normales y soélo se ha observado una induccion del gen NRAMPS en
respuesta a Cd, cuando se ha partido de una mayor cantidad de RNA y cDNA. Ademas,
se observd una induccion del gen en condiciones de falta de hierro y exceso de
manganeso. La induccion de NRAMP5 observada en respuesta a Cd y exceso de Mn
podria ser una consecuencia directa o indirecta de la falta de Fe y por tanto, el Fe podria
ser el factor principal en la regulacion de este transportador, ya que no se observaron
cambios por deficiencia de Mn. Otros genes de la familia como el NRAMP1, NRAMP3 y
NRAMP4 se inducen por falta de hierro en el medio (Curie et al., 2000; Thomine et al.,
2000; Thomine 2003), mientras que el NRAMP2 parece que se reprime en estas
condiciones (Curie et al., 2000). Ademas, tanto el NRAMP3 como el NRAMP4 se inducen
con el tratamiento con Cd y el estrés oxidativo (Molins et al., 2013). Por otro lado, aunque
algunos miembros de la familia NRAMP en levaduras, Clamidomonas o bacterias se
inducen por deficiencia de Mn (Portnoy et al., 2000; Patzer and Hantke, 2001; Allen et
al., 2007), en planta adulta no se ha observado un incremento de las proteinas NRAMP3
y NRAMP4 en respuesta a la deficiencia en Mn, aunque parece que participan en la
movilizacion de este elemento desde la vacuola (Lanquar et al., 2010). Por tanto, aunque

NRAMPS no se induzca por deficiencia de Mn, no podemos descartar que participe en la
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movilizacion de este metal, ya que la translocacion del mismo también se ve afectada en
planta adulta. Tampoco podemos descartar una regulacién postranscripcional de la
proteina, como se ha demostrado para otros transportadores (Connolly et al., 2002).
NRAMP1 sin embargo, si se induce en raices de plantas crecidas con deficiencia de Mn.
De hecho, NRAMPI se ha demostrado que es un transportador de alta afinidad de Mn
(Cailliatte et al., 2010), aunque también puede transportar Fe (Thomine et al., 2000;
Agorio et al., 2017).

En plantulas WT germinadas y crecidas 7d en la mezcla de metales, ademas del
NRAMPS, se observd también una induccion del NRAMP6. En plantas que
sobreexpresan este gen se ha observado una mayor sensibilidad al Cd mientras que el
mutante nulo nramp6 era mas tolerante al mismo (Cailliate et al., 2009). Este
transportador podria estar relacionado con la movilizacion o distribucion de Cd dentro de
la célula ya que tiene una localizacién en endo-membranas tipo vesicular (Cailliate et al.,
2009). Los mutantes nramp6 sin embargo, no presentan un fenotipo diferente al WT en
presencia o ausencia de otros metales como Fe, Cu, Mn o Zn. Este resultado, no obstante,
no descarta que NRAMP6 pudiera transportar alguno de estos metales, ya que el
transporte de Cd al no ser un metal esencial comparte transportadores con estos metales.
La ausencia de fenotipo en el nramp6 podria estar relacionada con una redundancia
funcional y s6lo un doble o triple mutante podria dar algun fenotipo observable (Cailliate
et al., 2009). En el Atnramp5 sin embargo, se observa una inducciéon del NRAMP1 y el
NRAMP4. Esta induccidn podria estar relacionada con una mayor deficiencia de Fe y Mn
en el mutante en el proceso de germinacion y desarrollo en presencia de altas
concentraciones de metales pesados, ya que como se ha mencionado anteriormente, el
NRAMPI es un transportador de alta afinidad de Mn y también puede transportar Fe
(Cailliatte et al., 2010), y el NRAMP4 es un transportador que moviliza Fe desde la
vacuola, y en menor medida, Mn (Lanquar et al., 2005). Curiosamente, en el mutante
Atnramp5 se observo una reduccion en la expresion de todos los miembros de la familia
NRAMP respecto del WT en condiciones normales, especialmente de NRAMP3 y
NRAMP4, a excepcion del NRAMP6, segun el andlisis de RT-PCR cuantitativa. Estos
datos sugieren que el NRAMPS, directa o indirectamente, regula la expresion de estos
transportadores, que a su vez controlan la salida de Fe fundamentalmente desde la
vacuola. Este resultado podria sugerir la existencia de una coordinacion en la regulacion

de estos transportadores (NRAMP3, NARMP4 y NRAMPS) y de hecho, parte del
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fenotipo observado en el mutante Atnramp5 podria deberse a esta regulacion de NRAMP3
y NRAMP4. Se ha descrito que la ausencia de dos transportadores relacionados con la
salida de Fe del cloroplasto (“Yellow Stripe Like”) YSL4 y YSL6, inhiben
significativamente la expresion de NRAMP3 y NRAMP4 en Arabidopsis, aunque se

desconoce el mecanismo de regulacion (Divol et al., 2013).

NRAMPS5 en planta adulta

Las plantas adultas del mutante Atnramp5 independientemente del medio en el que
se cultiven son ligeramente mas grandes que las plantas WT. Son escasos los datos
disponibles sobre el fenotipo en planta adulta de los mutantes de la familia NRAMP pero
en condiciones normales de crecimiento, tanto el doble mutante Atnramp3 nramp4 como
los simples Atnramp6 y Atnramp1l se comportan de manera similar al WT (Lanquar et al.,
2010; Caillliate et al., 2009; Caillliate et al., 2010). Cabe destacar el mayor nimero de
silicuas observado en el mutante Atnramp5, que podria estar relacionado con la
localizacion de este transportador en polen, segiin las bases de datos consultadas. Sin

embargo, la fertilidad de las semillas no ha sido estudiada.

En lo que respecta al peso fresco, el mutante Atnramp5 parece ser mas sensible al
tratamiento con metales en cultivo hidroponico, sobre todo la parte aérea. La inhibicion
del crecimiento de la raiz es uno de los primeros sintomas de la fitotoxicidad de los
metales pesados, y en particular del Cd (Schutzendubel et al. 2001; Sandalio et al. 2001;
Gallego et al. 2012). Si bien tratamientos de un dia con Cd no producen esta reduccion
tan patente, como ya se ha observado anteriormente en cultivo hidropdonico de plantas de
Arabidopsis (Gupta et al., 2017). Sin embargo, los efectos de la mezcla de metales son
mas acusados acelerando la reduccidon del crecimiento, tanto en parte aérea como en
raices. Este efecto toxico de los metales esta asociado a estrés oxidativo, como se observa
por el incremento del contenido de H>O» a partir de las 24 h de tratamiento con Cd o
mezcla de metales. No obstante, los dafios a membrana, medidos como peroxidacion
lipidica se observan ya desde el primer dia en respuesta a Cd y en la respuesta a la mezcla
de metales no se observa hasta las 48h de tratamiento. En todos los casos sin embargo, el
dafio oxidativo a membranas en el mutante era ligeramente inferior que en el WT. En
plantulas del doble mutante Atnramp3 nramp4, se ha descrito que después de una semana

de tratamiento el cloroplasto parece ser el principal organulo afectado en el estrés por Cd,
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lo que sugiere que el almacenamiento de metales en la vacuola puede ser esencial para
mantener la funcién fotosintética, especialmente en el estreses por Cd (Molins et a.,

2013).

En relacion a la fuente de ROS implicada en el estrés oxidativo inducido por
metales, las NADPH oxidasas (RBOHs) se han descrito como una de las principales
fuentes de ROS en respuesta a metales ya que se inducen con el tratamiento de distintos
metales (Remans et al., 2010; Gupta et al., 2017) siendo la RBOH C la que mas contribuye
a la produccion de H>O» en respuesta a Cd (Gupta et al., 2017). Otras fuentes de ROS
relacionadas con el estrés de metales son la glicolato oxidasa peroxisomal (GOX) cuya
actividad se incrementa en respuesta a Cd en diferentes especies como guisante, soja o
Arabidopsis (Romero-Puertas et al. 2012; Pérez-Chaca et al., 2014; Gupta el tal., 2017) y
la cadena de transporte electronico mitocondrial (Heyno et al. 2008; Keunen et al. 2015).
En este estudio se observo un incremento de la actividad GOX a las 48 h en ambos
tratamientos en el WT. Una respuesta similar se observo en el mutante Atnramp5 con la
mezcla de metales, si bien, en respuesta a Cd este incremento de GOX era
significativamente inferior que en el WT. La correlacion observada entre la produccion
de H2O> y la actividad GOX sugieren que la GOX podria ser una fuente importante de
H>0,, sobre todo a tiempos largos, en ambos genotipos en respuesta a la mezcla de
metales, sin embargo, en plantas Atnramp5 tratadas con Cd no se observaron cambios ni
en el acimulo de H>O; ni en la actividad GOX. Una de las principales enzimas que
regulan la concentracion de H»O; es la catalasa (CAT), mas relacionada con la
desintoxicacion que con la sefializacion, ya que presenta baja afinidad por el H202. En
este trabajo se observo en el WT un incremento de esta actividad a las 48 h coincidiendo
con el incremento de H>O» probablemente como defensa frente al metal, tal y como se ha
descrito por otros autores (Gupta et al., 2017). Sin embargo, el Atnramp5 muestra menor
actividad CAT con respecto al WT en practicamente todas las condiciones analizadas. En
los doble mutantes Atnramp3 nramp4 se ha observado también una reduccion de la
actividad CAT con respecto al WT, en la parte aérea de plantulas en condiciones control,
y esta reduccion era alin mayor en respuesta al Cd (Molins et al., 2012). Ademaés, mientras
que la actividad CAT en raices de plantulas nramp3 nramp4 en condiciones control es
similar al WT, en presencia de Cd, la actividad se reducia s6lo en el doble mutante
(Molins et al., 2012). Estos cambios, sin embargo, no se observan en el mutante cad3-1,

que también es sensible a Cd ya que no produce la fitoquelatina sintasa 1 (PC1) pero no
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estd relacionado con la movilizacion de metales (Molins et al., 2012). En nuestras
condiciones, se analizo la expresion de CAT2 que codifica la proteina més abundante y
se observo una represion inicial del gen a las 24h y una induccidn posterior a los 5d en el
WT, mientras que en el mutante ocurria lo contrario, se inducia a las 24h-48h y a los 5d
de tratamiento se reprimia. Los cambios observados en la actividad y expresion de la
CAT, no obstante no se ajustan al contenido de proteina analizado por Western. No
obstante, la CAT es una enzima que estd regulada post-transcripcionalmente y asi, en
respuesta a Cd se ha observado que se carbonila y S-nitrosila en plantas de guisante,
afectando asi a la estabilidad de la proteina y a su actividad, respectivamente (Romero-
Puertas et al. 2004; Ortega-Galisteo et al. 2012). Ademas de la regulacion
postranscripcional, la disminucion de la actividad catalasa en el Atnramp5 podria deberse
a la falta de Fe para el grupo hemo. En cualquier caso, el menor dafio oxidativo observado
en el mutante en el tratamiento con la mezcla de metales podria deberse a la induccion de
otras enzimas encargadas de eliminar el exceso de H>O2, como la ascorbato peroxidasa y

otros sistemas no enzimaticos.

Los mutantes Atnramp5 no muestran alteraciones significativas ni en el contenido
total de metales ni en la translocacion de los mismos en los tratamientos analizados, salvo
una ligera reduccion de la translocacion de Cr y Cd en los tratamientos con la mezcla de
metales y una ligera induccion de la translocacion de Cd en los tratamientos con este
metal. De forma similar, en el doble mutante Atnramp3 nramp4 (Molins et al., 2012) y
en el simple Atnramp6, tampoco se han observado cambios en el contenido total de Cd
con respecto al WT, en planta adulta (Cailliate et al., 2009). Por el contrario, en el mutante
cadl-3, la translocacion del Cd de raices a la parte aérea, estaba muy reducida (Chen et
al., 2006). Estos datos sugieren que mas que involucrado en la entrada de estos metales a
la planta, el NRAMPS podria estar implicado en la distribucion subcelular de los metales.
De hecho la localizacion subcelular realizada en las plantas NRAMP5::NRAMP5:GFP
tratadas con Cd durante 24-48h mostr6 una induccion de la proteina GFP en unas
vesiculas localizadas en los pelos radicales. El ensayo de inmuno-histoquimica con el
anticuerpo a-GFP y un posterior revelado con DAB confirm¢ esta localizacion. Es en
estas vesiculas donde se localizan ademas acimulos de Cd (Ditizona) y Fe (Perls), si bien
la relevancia de estas acumulaciones en la raiz no ha sido establecida. La localizacion de
los NRAMP en Arabidopsis varia dependiendo de su funcidn, en el caso de NRAMP3 y

NRAMP4 estan localizados en la membrana de la vacuola y estan involucrados en la
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salida de la misma, de Fe y Mn fundamentalmente (Lanquar et al., 2005); mientras que el
NRAMPI estd localizado en la membrana plasmatica de los pelos radicales y esta
relacionado con la entrada de Mn a la raiz (Cailliate et al., 2010). Por otro lado, no se
descarta la posible localizacion del NRAMPS en otras partes de la planta como el tejido
vascular en raices, ya que si bien se observo una tincion con DAB mayor que el control,
en esta zona también las plantas control mostraron alguna sefal en este tejido ya que es
una zona donde la produccion de ROS es alta (Rodriguez-Serrano, 2007) y esto puede dar
una sefial basal al revelar con DAB. De igual forma, es una zona de alta intensidad de
auto-fluorescencia, lo que dificulta determinar si la fluorescencia observada era debida a
la proteina GFP o a la propia auto-fluorescencia. Hay que destacar que la localizacion de
estos transportadores es complicada si la sefial es muy débil, como se ha demostrado en
el mutante Atnrampl complementado con su propio promotor y unido a GFP, que no
permitid su localizacion, para ello, se necesitdé un sobre-expresor constitutivo que
permitié determinar su localizacion, no s6lo en la membrana plasmatica sino también en
compartimentos trans-Golgi (Agorio et al., 2017). Sin embargo, la sobre-expresion
constitutiva bajo un promotor 35S del NRAMPS no ha sido posible en este trabajo, como
se ha mencionado anteriormente. Por otro lado, tampoco fue posible la localizacion de la

expresion del gen con las lineas que expresan el promotor del NRAMPS5 unidas a GUS.

Hay que destacar, que los mutantes Atnramp5 muestran una reduccion de alrededor
del 50% en la translocacion de Fe, y en menor medida de Mn, tanto para condiciones
control como en la mezcla de metales. Estos resultados sugieren que este transportador
podria estar involucrado en la translocacion principalmente de Fe, bien de forma indirecta
a través de algin otro transportador, bien de forma directa, aunque como se ha
mencionado anteriormente en este trabajo no se ha podido determinar concluyentemente
la localizacion del mismo en haces vasculares. Esta relacion del NRAMPS con la
translocacion de Fe estaria apoyada por la induccion observada en raices de plantas WT
en respuesta a Cd, a las 24 y 48h. Ya se ha descrito que los principales genes relacionados
con la entrada de Fe en la planta, como son el transportador IRT1, parcialmente
responsable de la entrada de Cd a la raiz (Clemens, 2006), la reductasa férrica FRO2 y el
factor de trasncripcion FIT1 se inhiben en respuesta a Cd, posiblemente para evitar la
acumulacion de metales a concentraciones toxicas (Connolly et al., 2002, 2003; Besson-
Bard et al., 2009) y esto conlleva una reduccion en la entrada de Fe en la planta, como se

ha observado en este trabajo y en trabajos anteriores (Besson-Bard et al., 2009). También
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se ha observado la inducciéon de NRAMP3 y NRAMP4 en condiciones de falta de Fe,
posiblemente para inducir la movilizacidon de este metal en estas condiciones (Thomine
et al., 2000; 2003) y la sobre-expresion de NRAMP3 inhibe la expresion del principal
transportador de hierro IRT1 y FROZ2, lo que sugiere una interrelacion entre los distintos
transportadores relacionados con la entrada y distribucion de Fe (Thomine et al., 2003).
En respuesta a Cd la translocacion de Fe en el mutante Atnramp5 es mayor que en el WT,
mientras que en condiciones control estd reducida al 50%. Seria interesante analizar la
expresion de los transportadores NRAMP3 y NRAMPA4 para ver si son los responsables de
este aumento en el mutante Atnramp5. También seria interesante analizar OPT3, que es
un componente de la red de sefalizaciéon de hierro entre las hojas y las raices que
desempefia un papel clave en la regulacion de la distribucion de Fe, Zn y Cd dentro de la
planta (Mendoza-Cozatl et al., 2014). Por otro lado, la entrada de Fe se ve reducida en el
mutante de forma similar al WT por lo que pareceria que en lo que se refiere a IRT1 y

FROZ2 se comporta de manera similar al WT.

En el tratamiento con la mezcla de metales por el contrario parece haber una
activacion de la entrada de Fe en las raices de las plantas, tanto en WT como en el mutante,
ya que se observa un incremento de tres veces de hierro en las raices tratadas con respecto
al control. En este caso, la entrada de Cd es mucho menor que con el tratamiento s6lo de
Cd y de hecho, tanto Cr como Cu entran en mayor cantidad que el Cd en la raiz, por lo
que en este caso la regulacion de los transportadores de metales podria depender de otros
factores mas que del Cd y seria interesante ver si en este caso los genes relacionados con
el transporte de Fe estan activados. En cualquier caso, tanto en condiciones control como
en el tratamiento con la mezcla de metales, en el mutante AtnrampS se observa una
reduccion de la translocacion de aproximadamente el 50% con respecto al WT y seria
interesante analizar otros genes de la familia relacionados con la translocacién como
NRAMP3 y NRAMP4, para ver la posible implicaciéon de los mismos en la menor

translocacion existente en el mutante.

Entre los datos obtenidos de macronutrientes, cabe destacar que el contenido total
de K era significativamente superior en el mutante Atnramp5 respecto del WT, al igual
que la translocacion de K, tanto en condiciones control como con los tratamientos de la
mezcla de metales y de Cd sdlo. Recientemente se ha descrito la regulacion por "OH de
transportadores no selectivos de cationes de Ca?" y K" en el apice de raices de Arabidopsis

(Rodrigo-Moreno et al; 2013). El Fe al igual que el Cu y otros metales como el Cr, pueden
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promover la produccion de ‘OH con la intervencion del H2Oz y el Oz en reacciones tipo
Fenton; de esta forma, la alteracion de estos metales en nuestros estudios podria alterar la
produccion de -OH y modificar la actividad de estos canales de cationes no especificos
alterando la incorporacion y translocacion de Ky Ca?". En cambio, la translocacion de

Mg fue significativamente inferior respecto del WT, de forma similar al Mn.

Por lo que respecta al efecto de las enmiendas en el crecimiento de plantas de
Atnramp5, la enmienda 2, conteniendo cenizas de la combustion de biomasa, tenia un
efecto positivo en la germinacion y en el crecimiento de la parte aérea en medios a base
de extractos de suelo de la mina de Riotinto, mientras que la enmienda 1 tenia efecto
negativo. El efecto de la enmienda 2 sobre la germinaciéon podria deberse al incremento
del contenido de As en esta enmienda (Sevilla-Perea et al., 2016). Estos resultados
contrastan con los obtenidos en los mutantes Athpp9 y Atala4, en los que los mejores
resultados se obtuvieron con la enmiendal. Estos resultados demuestran la necesidad de
estudiar enmiendas a utilizar en funcion del suelo contaminado y de la planta a utilizar

con fines de fitorremediacion.
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Conclusiones

1.

En esta memoria doctoral se han encontrado 120 mutantes de Arabidopsis que
tienen afectados genes que podrian tener una funcion en la resistencia de la planta
a un exceso de metales pesados. La clasificaciéon metabolica de estos genes
implica practicamente todos los procesos fisiologicos en la planta, incluyendo
proteinas relacionadas con el estrés, procesos redox, proteinas reguladoras, y

metabolismo de proteinas.

Las proteinas HPP9 y ALA4 parecen estar involucrados en la entrada y
translocacion de metales pesados a la planta, y los mutantes relacionados
conservan su fenotipo en ensayos con un extracto de suelo original enmendado
para permitir el crecimiento vegetal, por lo que podrian ser utiles para

fitorremediacion.

El transportador KUPS no parece afectar directamente a la entrada o translocacion
de metales pesados en la planta. Si bien, podria estar involucrado en la distribucion
subcelular de K o bien en la sefializacion dependiente del estrés por metales que
afecta a la reducciéon de tamafio celular, que le proporciona un fenotipo de
resistencia al mutante. El transportador KUP1 en cambio parece estar regulado
fundamentalmente en respuesta a condiciones de baja concentracion de nutrientes,
posiblemente K y podria estar relacionado con su funcion de transporte de baja

afinidad de este nutriente.

El transportador NRAMPS parece estar involucrado en la distribucion subcelular
de Fe y Mn, bien de forma directa, a través del transporte relacionado con las
vesiculas/vacuolas de los pelos radicales; o bien de forma indirecta, a través de la
posible regulacioén de otros transportadores como NRAMP3 y NRAMP4. Esta
funcion podria ser importante para el aporte de Fe durante el desarrollo de la
semilla, maduracion, germinacion del embrion y establecimiento de la plantula,
especialmente en condiciones de estrés por baja disponibilidad de Fe; mientras
que en planta adulta, podria estar relacionado con el suministro de Fe a proteinas

que como la catalasa lo necesitan para su funcionalidad.
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Abreviaturas

10,: Oxigeno en estado singlete

O,* : Radical superdxido

OH: Radical hidroxilo

A. thaliana: Arabidopsis thaliana

ABA: Acido abscisico

ABC: Familia de proteinas transmembrana

AL1: Suelo de Alquife (Cd, Cr, Cu)

ALZ2: Suelo de Alquife (Cd, Cu, Ni)

APX: Ascorbato peroxidasa

ATP: Adenosina trifosfato

ATPasa: Bomba de protones que hidroliza ATP
ASC: Ascorbato

BA: Enmienda de cenizas

BSA: Albumina sérica bovina

CAPS: Acido-3-[ciclohexilamino]-1-propanosulfonico
CAT: Catalasa

CAX: Intercambiador de cationes

CE: Conductividad eléctrica

CIC: Capacidad de intercambio cationico

cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario
CDF / MTP: Facilitador de difusion cationica / proteina de tolerancia metalica
Col-0: Ecotipo Columbia

COPT: Transportadores de cobre

DAPI: 4',6-diaminido-2-fenilindol diacetato

DAB: Diaminobencidina

DHA: Deshidroascorbato

DHAR: Deshidroascorbato reductasa

DNA: Acido desoxirribonucleico

dNTP: Desoxinucleétido trifosfato

DEPC: Dietilpirocarbonato
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DPI: Difenil-iodonio

E.coli: Escherichia coli

EGPA-SDS: Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
GFP: Green fluorescence protein

GOX: Glicolato oxidasa

GR: Glutation reductasa

GSH/GSSG: Glutation reducido (y-glutamil-cisteinil-glicina)/ glutation oxidado
GR: Glutation reductasa

GSH: Glutation reducido (y-glutamil-L-cisteina-glicina oxidado)
GSSG: Glutation oxidado

GORK: Canal de K" rectificador de salida

GUS: B-glucuronidasa

HAK/KUP/KT: Familia de transportadores de K™: H' de alta afinidad.
H,0O,: Peréxido de hidrogeno

HEPES: Acido N-2-hidroxietilpiperacina-N"-2-etanosulfonico

HVA: Acido homovanilinico

ICP-MS: Espectrémetro de Masas con fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo
19G: Inmunolglubolina G

IRT: Transportador de hierro

LCT1: canales de Ca®" de trigo (Triticum aestivum L.)

MAPK: Proteinas quinasas

MDA: Malondialdehido

MnSOD: Manganeso superoxido dismutasa

MS: Medio de cultivo Murashige y Skoog

MT: metalotioneinas

MDHAR: Monodehidroascorbato reductasa

NADH: Nicotinamin adenina dinucleétido reducido

NADP: Nicotinamin adenina dinucle6tido fosfato oxidado

NADPH: Nicotinamin adenina dinucleoétido fosfato reducido

NASC: Nottingham Arabidopsis Stock Center

NIP: Acuoporinas tipo nodulina

NRAMP: Proteinas de macrofagos asociadas a la resistencia natural de macrofagos
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NtBP4: Canales de unién de calmodulina de alta afinidad de Ca*"
PBS: Tampon fosfato salino (fosfato-K 20mM, pH7.5, NaCl 150mM)
PIPES: Tampon KOH 50 mM, pH 7,4

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PCs: Fitoquelatinas

Pi: Fosfato inorganico

gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa

RNA: Acido ribonucleico

ROS: Especies de oxigeno reactivo

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa por transcripcion reversa
RT1: Suelo de Riotinto (Cd, Cu, Pb)

RBOH: Respiratory burst oxidative homolog

SVC: Enmienda de compost de depuradora

%TF: Factor de translocacion

TAE: Tampon Tris-HCl 45 mM (pH 8,0), 4cido acético glacial 45 mM y EDTA 1 mM
TAIR: The Arabidopsis Information Resource

TBS: Tampon tris Salino (HCI 20 mM pH 7.8, NaCl 0.18 M)

TCA: Acido tricloroacético

T-DNA: DNA de transferencia

TEMED: N,N,N’ N’-Tetrametil-etilén-diamina

Tris: Tris-hidroximetil aminometano

YSL: Transportador con forma de franja amarilla (Yellow strike line)
ZIP: Proteina transportadora de Zinc

WT: Arabidopsis thaliana, fenotipo silvestre

WRKY:: Factor de transcripcion
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