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Title: Effect of high K+ concentration on arsenic absorption in Arabidopsis
thaliana L. plants

Resumen: El arsénico es un elemento toxico para los seres vivos, presente a
altas concentraciones en ciertas zonas agricolas, como en la India. El arsénico,
muy similar al fosfato, es absorbido por la planta por los sistemas de transporte
de fosfato. En resultados previos del grupo donde se ha realizado este Trabajo
Fin de Grado se ha observado que las altas concentraciones de K* dan lugar a
deficiencia de fosfato, y cabria esperar que también redujeran la acumulacion
de arsénico. Para comprobar esta hipdtesis se ha estudiado el efecto de altas
concentraciones de K* en plantas de Arabidopsis cultivadas en presencia de
arsénico. Los resultados muestran que el K* disminuye la toxicidad por
arsénico, aunque este efecto positivo del K parece ser mas complejo que la
simple disminucion de la acumulacion de arsénico en la planta.

ABSTRACT

Arsenic is a toxic element for living beings, present at high concentrations in
certain agricultural areas, such as India. Arsenic, similar to phosphate, is
absorbed by the plant for the phosphate transport systems. Previous results
from the group where this work has been carried out, indicated that high
concentrations of K™ lead to phosphate deficiency, therefore, it would be
expected also to reduce the accumulation of arsenic in plants. To test this
hypothesis it has been studied the effect of high concentrations of K * in
Arabidopsis plants grown in the presence of arsenic. The results show that the
K * decreased the arsenic toxicity, although this positive effect of K * appears
to be more complex than simply reducing the accumulation of arsenic in the
plant.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Ademas de oxigeno, dioxido de carbono y agua, las plantas requieren al menos
14 elementos minerales para una nutricion adecuada. Son los denominados elementos
esenciales (Marschner, 1995; Mengel and col., 2001). La ausencia de alguno de ellos

reduce el crecimiento de las plantas.

Estos elementos se dividen en dos categorias macronutrientes como son:
nitrdgeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S), y
micronutrientes: cloro (Cl), boro (B), hierro (Fe), manganeso (Mn), cobre (Cu), zinc
(Zn), niquel (Ni), y molibdeno (Mo), esta distincién no tiene implicacion cualitativa, ya
que todos ellos son igualmente esenciales, sino que refleja las concentraciones relativas

halladas en los tejidos o que son necesarias en las soluciones nutritivas.

El efecto benéfico que sobre el crecimiento de las plantas produce la adicién al
suelo de elementos minerales, cenizas de plantas o cal, asi como el efecto toxico que
produce la sal sobre los mismos cultivos, se conocen en agricultura desde hace méas de
2000 afios. Sin embargo, la funcién de los elementos minerales como nutrientes en el
crecimiento de las plantas todavia era motivo de controversia cientifica. A finales del
siglo XVIII, De Saussure (1767-1845), estudio tanto la fotosintesis como la absorcién
de nutrientes, introdujo nuevas técnicas y métodos que lo convirtieron en una de los
pioneros en el andlisis de los elementos de las plantas; a él se debe la idea de que
algunos de estos elementos puedan ser indispensables, pero no todos (Azcén and Talon,
2008).

En la misma época, S. Sprengel (1787-1859), en Alemania, enuncio la hipotesis
de que un suelo podia ser improductivo desde el punto de vista agricola, por la ausencia
exclusiva de los elementos esenciales convirtiéndose asi en el precursor de la ley del
minimo. Por los mismos afios el quimico y agronomo francés J.B. Boussingault
estudiaba la relacién entre la fertilizacion de los suelos, la absorcion de los nutrientes y
el rendimiento de los cultivos. Boussingault, ademas descubrié que las legumbres tienen
la capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico, hecho corroborado después por la
identificacion de las bacterias fijadoras en los nédulos de las raices de estas plantas. En
esa época surgi6 también la figura de J. Sanchs, famoso botanico aleman que en 1880,
demostro por primera vez que las plantas podian crecer y desarrollarse en soluciones

nutritivas totalmente carentes de suelo, lo que dio lugar a las lineas de investigacion que
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INTRODUCCION

hoy dia siguen vigentes. La contribucion de Von Liebig supuso el abandono definitivo
de la teoria aristotélica del humus (1848). Este hecho supuso un répido aumento del uso
de fertilizantes minerales. A finales del siglo XIX en Europa se usaban grandes
cantidades de potasa, superfosfato y posteriormente nitrégeno inorganico con el fin de
mejorar el crecimiento y productividad de los cultivos. Von Liebig llego a la conclusion
que los elementos como N, P, Ca, Mg, Si, Na, Fe, eran indispensables para el
crecimiento de las plantas, sin embargo esa conclusion surgié mas de la observacion y
la especulacion, que de la precision de experimentos realizados. Por este motivo en el
siglo XIX se realizaron muchos experimentos sobre la composicion mineral de
diferentes plantas crecidas en diferentes suelos. A principios del siglo XX se llegé a la
conclusion ni la presencia ni la concentracion de un elemento mineral son criterio para
establecer si es esencial o no. En consecuencia, la concentracion mineral de los
diferentes suelos no permite establecer si un elemento mineral es esencial o no.
Partiendo de esta premisa se realizaron experimentos en agua y en arena suprimiendo
ciertos elementos minerales. Con lo que se caracterizd de forma mas precisa su papel

en el metabolismo de las plantas (Azcon and Talon, 2008).

Para que estos elementos fueran considerados esenciales debian cumplir tres

criterios.

e En ausencia del elemento mineral considerado, la planta es incapaz

de completar su ciclo vital.

e La funcion que desempefia dicho elemento no puede ser

desempefiada por ningun otro mineral de reemplazo.

e EIl elemento debe estar directamente implicado en el metabolismo,
por ejemplo como componente de una molécula esencial en la planta,
0 ser necesario en una fase metabdlica precisa, como por ejemplo una

reaccion enzimatica.

De esta forma los macronutrientes son elementos constituidos de las
biomoléculas estructurales, tales como proteinas, lipidos, o carbohidratos, o actuan

como osmolitos (Azcon and Talon, 2008).
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Hoy dia, existen areas geograficas con baja disponibilidad de estos elementos
minerales esenciales, por lo que han de ser suplidos mediante el aporte de fertilizantes
para obtener una mayor produccion en las cosechas. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que esto puede tener efectos adversos ya que el uso de fertilizantes en la
agricultura puede contribuir a la contaminacion del medio ambiente. EI aumento de la
demanda de estos elementos minerales esenciales debido al continuo crecimiento de la
poblacion mundial, asi como la expansion de la agricultura a zonas menos productivas,
ha aumentado el coste de los fertilizantes y disminuido el uso eficiente de los mismos
(Rengel and Damon, 2008).

Independientemente de los efectos beneficiosos de la aplicacion de estos
fertilizantes, los costes econémicos y medioambientales de su aplicacion (WHITE and
BROADLEY, 2003; Dreyer and Uozumi, 2011) hacen necesario optimizar la eficiencia
en su uso. Esto se puede conseguir a través de una mejora en las practicas de la gestion
de los fertilizantes y/o genéticamente, usando cultivos que adquieran y/o utilicen los
elementos minerales de una forma maés eficaz (Rengel and Damon, 2008; Zhang et al.,
2010; Dreyer and Uozumi, 2011).

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

en vias de desarrollo.



INTRODUCCION

1.1. Importancia del fosforo.

El fosforo es un elemento esencial en los cultivos que forma parte de moléculas
tan importantes como el ATP y los acidos nucleicos. Las plantas absorben fosforo
activamente y sélo en su forma H,PO, y HPO4* , siendo la absorcién del segundo

mucho mas lenta.

La deficiencia de fosforo tiene un notable impacto en el crecimiento de los
cultivos. Dada la gran movilidad dentro de las plantas, los sintomas de carencia se
detectan primero en las hojas més viejas, que senescen prematuramente. EI contenido de
fosforo en las hojas de plantas deficientes puede estar muy por debajo de 0.1%. El
contenido normal en hojas varia mucho entre especies con un intervalo de 0.05-0.3% de

fosforo, expresado sobre materia seca (Villalobos, 2009).

El P es también parte de la fitina, que es la principal forma de almacenamiento
de fosforo en la semilla. Alrededor del 50% del fosforo total en las semillas de las
leguminosas y del 60 al 70% en los cereales se almacena como fitina 0 compuestos muy
parecidos. Un mal suplemento de P puede reducir el tamafio, nimero y viabilidad de las

semillas.

El fosforo del suelo existe en forma de fosfato y nunca en forma libre, y puede
encontrarse en forma organica o mineral. Las formas minerales a su vez pueden

encontrarse en la solucién del suelo y en la fraccién solida.

La solucién del suelo contiene fosforo en muy pequefias concentraciones, entre
0.1y 1 ppm, lo que fuerza a su renovacién conforme las plantas lo absorben, es decir, la

extraccion de fésforo determina el paso a la solucion de formas fijadas o precipitadas.

La relacién entre fosforo absorbido y fésforo en solucion depende de la
capacidad de adsorcion del suelo y se denomina poder amortiguador o fijador. Un poder
amortiguador alto indica una buena capacidad del suelo para reponer el P de la solucion
que vaya consumiendo el cultivo. Si el poder amortiguador es bajo, la concentracion de
fosforo en la solucién podrad ser alta, pero la capacidad del suelo para reponerlo
conforme lo adsorba el cultivo estara limitada. Esto significa que cuando un suelo tenga
poder fertilizante alto, se debera aplicar dosis de fosforo altas, ya que si no es asi solo se

desplazara a formas fijas (Villalobos, 2009).

Las plantas responden a la disponibilidad de fosfato en el suelo, activando

diversos sistemas de adquisicion y transporte de este nutriente. Cuando el fosfato es
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INTRODUCCION

limitante se dispara una cascada sefializacion que comienza con la activacion de los
factores de transcripcion PHR1 y PHL1. Estos factores se unen a promotores de genes
implicados en la respuesta de la planta a la baja disponibilidad de fosfato, regulandolos
(Rubio et al., 2001; Bustos et al., 2010). Entre estos genes se encuentran los que
codifican sistemas de entrada de alta afinidad de fosfato asi como de transporte de
fosfato a la parte aérea. La linea de Arabidopsis mutantes nulos en estos genes, phrl
phll, que se ha empleado en este trabajo, es deficiente en la activacion de esta cascada
de sefializacion de bajo fosfato y en ultima instancia presenta bajas concentraciones

internas de fosfato, e incluso deficiencia del mismao.

1.2. Importancia del potasio.

El consumo global de potasio aument6 de media un 4,4% por afio en el periodo
1999-2005 (IFA 2005). Tomando como ejemplo el arroz, 4-8 t ha™ de grano suponen la
retirada de 56-112 Kg de potasio del suelo (Yang and col., 2004), se estima que la
demanda anual de potasio que se necesitara en el afio 2025 ascendera a 9-15 Mt, o lo
que es lo mismo, aproximadamente 1,7 veces el requerimiento de K* de 1990
(Dobermann and col., 1998). Aunque las reservas globales parece que son suficientes
para cientos o incluso miles de afios de agricultura (Sheldrick and col., 1985), la
rentabilidad de la produccion agricola en suelos marginales o en condiciones de estrés
bidtico y abidtico dependera, cada vez mas, de una mejora en el uso eficiente del
potasio y de los otros nutrientes (Rengel and Damon, 2008).

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

grano y la paja (Rengel and Damon, 2008).

El desarrollo de variedades de plantas cultivadas que dispongan de una

capacidad de absorcion de potasio incrementada, podria contribuir a aumentar el uso
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eficiente del K* y a reducir los efectos negativos derivados de la fertilizacion, que cada
vez son mas importantes y tienen consecuencias socioecondémicas y medioambientales
(Medrano, 2004). La caracterizacion de los sistemas relacionados con la absorcion de
potasio por parte de la planta, serd de gran utilidad para obtener nuevas variedades de

plantas cultivadas mas eficientes en el uso del potasio (Fedoroff and col., 2010).

El K es un componente de los minerales feldespato y mica, que es liberado muy
lentamente por meteorizacion. La fraccion mas activa del potasio se encuentra en
minerales secundarios de las arcillas (caolinita, illita, vermiculita) o en mucha menor
proporcion, en la materia organica, ocupando una posicién fijada o facilmente
intercambiable con la solucion. La concentracion de potasio en la solucion suele estar

entre 0.2 y 10 (meq/l), y es ahi donde las plantas del suelo son capaces de absorberlo.

En general el potasio se desplaza muy poco en el suelo, y las pérdidas por

lixiviacion son pequefias 0 muy pequefias en suelos con alto contenido de arcilla.

Las plantas deben tomar el K desde la solucion del suelo, donde las
concentraciones del mismo varian entre 0,1 mM y 1 mM de K (Maathuis, 2009). Esto
contrasta con la concentracion de K en el citoplasma celular, que se mantiene constante
en torno a un valor de 100 mM. La elevada demanda de K por parte de la planta ha de

estar en consonancia con una eficiente absorcion y transporte hacia la parte aérea.

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

nucleicos y las proteinas (Figura 1.1).

El K muestra una alta movilidad en las plantas, transportandose entre raiz y parte
aérea por el xilema y el floema, y dentro de la parte aérea de unas hojas a otras (Karley
and col.,2009). Este, se acumula en la vacuola, lo que permite los movimientos de la
planta, tales como la apertura y cierre de los estomas, el movimiento de las hojas, y
otros tropismos de las plantas que se producen por la presién de turgor (Maathuis and
Sanders, 1996; Philippar and col., 1999) (Figura 1.1). La presién osmética originada por
la acumulacion de K es también utilizada para conducir la expansion celular y de las
hojas (Maathuis and Sanders, 1996; Ruan and col., 2001; Elumalai and col., 2002). EI K
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INTRODUCCION

también es considerado un osmolito compatible que contribuye al mantenimiento del
estado hidrico de la planta, lo que es fundamental en la mayoria de estreses abidticos
(Mahouachi and col., 2006).

Funciones del K~

(k) & o =

Figura 1.1. Funciones del K+. EI K+ se absorbe a través de los transportadores (HAK)
y canales (AKT). Dentro de la planta, las caracteristicas intrinsecas del K+ lo hacen
idéneo para neutralizar las cargas negativas de los acidos nucleicos (1) y las proteinas
(2). Ademés, el K+ activa enzimas especificas (3) actuando como cofactor en
reacciones enzimaticas entre el sustrato (S) y el producto (P). Al ser el principal cation
en las vacuolas (4), el K genera presion de turgor al arrastrar agua, para proporcionar
una estructura definida y conducir la expansién celular, el crecimiento de la planta y
los movimientos de ésta, como la regulacion de la apertura y cierre de los estomas (5).
(Modificado de Maathuis 2009).

El K es necesario para las reacciones metabdlicas por su capacidad de activar
numerosas enzimas (Figura 1.1). Las concentraciones mas altas de K se encuentran en
tejidos jovenes en desarrollo y 6rganos reproductores, indicando su importancia en el
metabolismo celular y en el crecimiento. In vitro, la activacion enzimatica se lleva a
cabo a concentraciones de 50-100 mM de K, unos valores que estan de acuerdo con los
determinados en el citoplasma celular (Maathuis and Sanders, 1993; Walker and col.,
1996b; Britto and Kronzucker, 2008). La unién del K a las enzimas se realiza en su
forma deshidratada, probablemente coordinado con 6 oxigenos que derivan de grupos
carboxilo, carbonilo e hidroxilo y moléculas de agua (Maathuis, 2009). Esta union es

muy selectiva, y el K no puede ser sustituido por otros iones similares como el Na* o el
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Li. De entre las enzimas que se activan por K encontramos varias isoformas de la
pirofosfatasa (PPasa) vacuolar que acumula protones en el lumen de la vacuola. Ademas
hay otras enzimas relacionadas con el metabolismo del carbono como la piruvato
quinasa, la fosfofructoquinasa, y la ADP-glucosa almiddn sintasa (Marschner, 1995)
que también se activan por K. La sintesis de proteinas mediada por el ribosoma es otro
proceso clave que requiere altas concentraciones de K (Maathuis and Sanders, 1994;
Rodriguez-Navarro and Rubio, 2006). Por otro lado, el aumento de K genera un
aumento en la fotosintesis, y un transporte mas efectivo de fotoasimilados y compuestos

amino nitrogenados hacia érganos reproductores via floema.

El estatus del K en la planta puede afectar también al metabolismo a través de la
regulacion transcripcional y postranscripcional de los genes que codifican enzimas
metabolicas (Amtmann and Armengaud, 2009; Armengaud and col., 2009). También se
ha descrito la acumulacion de azucares reductores y la absorcidn de acidos organicos y
aminoacidos cargados negativamente como una consecuencia directa de la deficiencia
de K (Amtmann and col., 2008).

El K también juega un papel importante en la sefializacion del estrés (Rémheld
and Kirkby, 2010; Wang and Wu, 2010), ya que la deficiencia de K induce la formacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y é&cido jasmonico (JA), relacionadas con la
tolerancia a enfermedades y plagas, asi como la produccion de etileno y auxinas. Por
todo ello, la optimizacion del estado nutricional de K es importante para reducir los
efectos negativos de los distintos tipos de estrés, tanto bidticos como abioticos
(Amtmann and col., 2008; Troufflard and col., 2010).

1.3. El arsénico en la agricultura.

El arsénico es uno de los metales mas toxicos que se encuentran en los suelos, y
se deriva tanto de fuentes naturales y antropogénicas (Tmaki and Frankenberger, 1992;
Fitz and Wenzel, 2002; Nordstrom, 2002; Oremland and Stolz, 2003). El arsénico se
puede solubilizar en el agua contenida en el suelo, exponiendo a efectos toxicos tanto a
plantas, animales como a seres humanos (Nickson et al., 1998; Hartley and Meharg-
Whitaker, 2002; Go' Gémez et al., 2004; Katz y Salem, 2005).

En los suelos, los mas abundantes especies de arsénico es arseniato (Tamaki and

Frankenberger, 1992;. Brown et al, 1999). Su toxicidad se debe a la similitud quimica
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del As con el fosfato, lo que permite que el As entre en la planta mediante el sistema de
transporte Pi alta afinidad (Meharg and Macnair, 1990,1991b, 1992b) y altere el
metabolismo (Clarkson and Hanson, 1980; Raghothama, 1999; Fitz and Wenzel, 2002).
El sistema de transporte de alta afinidad de Pi es inducido por ausencia de Pi, y la
absorcion de As es altamente dependiente de la cantidad de P disponible en el suelo
(Bieleski. 1973; Raghthama, 1999).
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El objetivo central del presente Trabajo Fin de Grado es el estudio del efecto del
K sobre la toxicidad debida a arsénico en las plantas. Para ello se utilizan 2 lineas de
plantas de Arabidopsis thaliana L., linea silvestre (WT), y linea mutante phl1, phrl,
cultivadas en sistema hidropdnico con solucion nutritiva bajo condiciones controladas y

sometidas a distintos tratamientos de K, y As.

Para desarrollar este objetivo se han cultivado las plantas en sistema hidropdnico
con soluciones nutritivas en una camara de cultivo bajo condiciones controladas de

temperatura, humedad e intensidad luminica.

Las plantas de las lineas silvestres (WT) y mutantes (phl1l phrl) se cultivaron
durante 35 dias en solucién control (en presencia de 1,4 mM Ky sin arsénico). Tras este
periodo de crecimiento se sometieron las plantas a los distintos tratamientos de K (1.4 y
20 mM) y arsénico ( 0.05 y 0.1 mM) durante 10 dias. A continuacion se determinaron
distintos parametros fisioldgicos como son el peso seco de la parte aérea y la raiz y las

concentraciones internas de K, Ca, Mg, P, y As
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material vegetal utilizado y condiciones de cultivo

El trabajo experimental se ha realizado con dos lineas de Arabidopsis thaliana

L., la lineas silvestres WT, y linea mutante phrl phl1.

Las semillas de las distintas plantas fueron esterilizadas superficialmente en
cabina de flujo laminar (TELSTAR Mini-H) con una mezcla desinfectante de etanol al
70%, seguido de lejia comercial al 20% y SDS al 10%, durante 15 minutos.
Posteriormente se lavaron cuatro veces con agua esterilizada y resuspendieron en agua

esterilizada, pasando en oscuridad 48 horas a 4 OC.

Una vez esterilizadas las semillas se germinaron sobre lana de roca, material
inerte que permite un facil crecimiento de la raiz a través del mismo. La lana se insert6
en microtubos eppendorf de 1,5 mL cortados por la parte inferior, los cuales se
esterilizaron en autoclave posteriormente. A continuacion, se insertaron en planchas de
PVC de 361 cm? a las que previamente se habfan realizado perforaciones con el
diametro de los microtubos. Dichas planchas se encajaron sobre cubetas de 2,5 L de
solucion nutritiva cuya composicion se muestra en la (Tabla 3.1.). El pH se ajustaba a
5,6 (rango 5,6-6,5) debido a que durante el tiempo de desarrollo de las plantulas, se
liberan sustancias carbonatadas que hacen subir el pH y seria imposible la absorcién de
los nutrientes de la solucion. La solucion nutritiva se cambiaba cada 7 dias con el

consiguiente ajuste de pH.
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Tabla 3.1. Composicién de la disolucion nutritiva 1/5 Hoagland modificada.

Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
KCI 1,4 mM MnSO, 1uM

Ca (NO3), 1,4mM ZnSO, 1 uM

Ca (HzPOu), 0,1 mM CuSOy, 0,5 pM
MgSO4 0,35 mM H2MoO, 0,1 uM

CaCl, 50 pM NiSO, 0,1 uM
H3;BO; 12,5 uM Fe-EDDHA 10pM

El desarrollo de las plantulas se llevo a cabo en cultivo hidroponico, en una
camara de cultivo en condiciones controladas, como se observa en la (Fotografias 3.1. y

3.2.) Se fijo un fotoperiodo de 8 horas de luz.

Fotografias 3.1 y 3.2. Detalle de los sistemas de crecimiento de A. thaliana en cultivo
hidropdnico y camara de cultivo con iluminacion y humedad controlada.

La temperatura y la humedad relativa fueron de 25 °C y 65 % respectivamente.
Como sistema de iluminacion se emplearon tubos fluorescentes (Philips TLD 36/W 83,
Sylvania F 36WGRO), consiguiendo una densidad homogénea de flujo de fotones de

150 pmol m-2 s-1.

17



MATERIAL Y METODOS

3.2. Desarrollo de los experimentos

Cuando las plantas tenian 35 dias, se aplicaron durante 10 dias los siguientes
tratamientos (Figura 3.1):
e 1.4mMdeK+0.05mMdeP
1.4 mM de K + 0.05 mM de P +0.05 mM de As
1.4mMde K+0.05mMdeP +0.1 mM de As
20 mM de K + 0.05 mM de P + 0.05 mM de As
20 MM de K + 0.05 mM de P + 0.1 mM de As

35 dias
10 dias

1,4 K +0,05P
1,4 K +0,05P +0,05 As
1,4 K +0,05P +0,1 As
20 K +0,05 P+ 0,05 As
20 K +0,05 P+ 0,1 As

Figura 3.1. Desarrollo del experimento completo en sus distintas fases de
evolucion, para las tres lineas de investigacion (WT, phrl phll).
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Al final de los experimentos, se separé la parte aérea de la raiz de todas las
plantas, lavandose la raiz en solucion fria para eliminar los cationes del apoplasto y se
determinaron los pesos frescos. EI material se secé a continuacion en una estufa a 65 °C

durante 4 dias y se hallo el peso seco.

llustracion 1

Fotografias 3.3.. En la foto se observan las plantas a los 44 dias. En la distintas
soluciones.

3.3. Determinacion de la composicién mineral

El material vegetal seco se guardé en una estufa a 65°C para la posterior
determinacion de la composicion mineral. Se realizd una digestion nitrico-perclérica
(2:1), pesando 0,1 g de material vegetal y en su defecto la cantidad de material vegetal
obtenida, a lo que se adicionaron 3 ml de &cido nitrico-perclérico. Seguidamente, se
colocaron en un digestor a 90°C durante 1 hora, tras ello se elevo la temperatura a 120°C
durante 4 horas. A continuacion se aumentd a 180°C durante 2 horas y finalmente a
200°C entre 4 y 6 horas hasta la decoloracién de la muestra y volumen final inferior a
0,5 ml.

Posteriormente y después de enfriarse, se enrasé con agua destilada hasta 25 ml
en las muestras de 0,1 g de material vegetal y hasta 10 ml cuando la muestra tenia un
peso inferior a 0,1g. Por ultimo, se determinaron las concentraciones de nutrientes en un

espectrofotdmetro de emisién atémica (Perkin-EImer modelo ICP 5500).
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4. RESULTADOS

Se ha estudiado el efecto de distintas concentraciones de K y As sobre el
crecimiento y composicion mineral de dos lineas de Arabidopsis thaliana L., silvestre
(WT) y mutante (phrl phll). Esta dltima presenta una mutacion en los genes PHR1 y
PHL1 que codifican factores de transcripcion que activan diversos genes implicados en
la respuesta a la deficiencia de fosfato (Rubio et al., 2001; Bustos et al., 2010). La linea
mutante phrl phll es deficiente en la nutricion de fosfato cuando éste estd presente a
bajas concentraciones debido a una alteracion en diversos sistemas de transporte de
fosfato. Los tratamientos se han aplicado con la intencidn de que el crecimiento de las
plantas no estuviera excesivamente afectado. Despues de 34 dias de crecimiento en la
solucién control (1,4 mM K + 0,05 mM P), las plantas se sometieron durante 10 dias a

los siguientes tratamientos, como se indica en la seccion de material y métodos:

- 14AmMK+0,05mMP

- 1, 4AmMK + 0,06 mM P + 0,05mM As
- 1, 4mMK + 0,056 mM P+ 0,ImM As

- 20mMK + 0,05 mM P + 0,05m As

- 20mM K + 0,05 mMP + 0,1 mM As

4.1. Efecto del Ky del As sobre el crecimiento

El peso seco de la parte aérea se presenta en la Figura 4.1. En el tratamiento
control (1,4 mM K + 0,05 mM P) el peso seco de la parte aérea fue mayor en la linea
WT (0,075 g.planta™) que en la linea mutante phrl phll (0,049 g.planta™). Cuando el
medio contenia 1,4 K + 0,05 As se produjo una disminucion de peso seco de la parte
aérea de un 35% en la linea WT, mientras que no se observan diferencias en la linea
mutante phrl phll. Al aumentar la concentracion de As a 0,1 mM, disminuyd el peso
seco de la parte aérea de ambas lineas, un 57% en WT y un 20% en phrl phll. Este
resultado indica que con arsénico en la solucién nutritiva el crecimiento de la parte

aérea de la linea phrl phll fue menos afectado que el de la linea silvestre.

Cuando en el medio el nivel de potasio era de 20 mM, tanto con 0,05 como con

0,1 mM de As, disminuyo el efecto negativo del As en las plantas WT, ya que aumento
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el peso seco de la parte aérea, sin embargo éste disminuyo en la linea phrl phll, al
compararlas con 1,4 mM K.

Con respecto a la raiz, el peso seco fue bastante mayor en la linea WT (0,014
g.planta™) que en la mutante (0,0076 g.planta™). Igual que ocurria con la parte aérea con
0,05 mM de As se produjo un descenso en el peso de la raiz de la linea silvestre, pero no

de la mutante, mientras que con el nivel mas alto de As disminuyo el peso de la raiz de

ambas lineas.
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Figura 4.1. Peso seco (g.planta™) de la parte aérea y de la raiz de las plantas de
las lineas WT y phrl phll sometidas a distintos tratamientos de K (1,4 y 20 mM) y As
(0,05 y 0,1 mM). Se presenta la media de 4 plantas por tratamiento y las barras de
error representan el error estandar.
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Al aumentar la concentracion de K en la solucion nutritiva a 20 mM aumento el
peso seco de la raiz de la linea WT, es decir disminuyo el efecto negativo del As con
los dos niveles de As, llegando incluso a ser igual que el control con 0,05 mM As en el
medio. Sin embargo, en la linea phrl phll al aumentar el K, disminuyo el peso secé de

la raiz con los dos niveles de As.

4.1  Concentracion de K, Ca, Mg, Py As en la planta

e Concentracion de K.

Con el tratamiento control (1,4 mM de K+ y 0,05 de P) la concentracion de K*
en la parte aérea (Figura 4.2) fue similar en la linea silvestre (37,4 mg.g*PS) y en la
mutante (34,4 mg.g™PS). La presencia de As en el medio con 1,4 mM de K tuvo un
efecto diferente en las dos lineas de Arabidopsis, pues redujo la concentraciéon de K en
la parte aérea de la linea silvestre, un 30 % (con 0,05 mM As) y un 43.3 % (con As 0,1

mM), pero no afectd significativamente a la linea mutante.

Como cabria esperar, con el tratamiento de 20 mM de K la concentracion de éste
aumento significativamente en ambas lineas y con las diferentes concentraciones de
arsénico. En los tratamientos con As se puede apreciar que el aumento en la
concentracion de K en el medio dio lugar a un mayor incremento en la concentracion de
K en la linea silvestre que en la mutante. Comparando las dos lineas, con 0,05 mM As
no se apreciaron diferencias entre las dos lineas, pero con 0,1 mM As, la concentracion

de K en la parte aérea fue ligeramente mayor en la mutante.

En cuanto a la concentracion de K en la raiz, igual que ocurria en la parte aérea
en el tratamiento control, resultd similar en las dos lineas (33,2 mg.g™*PS, en la WT y 32
mg.g™PS, en la phrl phll). La presencia de As (0.05 y 0.1 mM) afecté de manera
diferente a ambas lineas, ya que redujo la concentracion de K en la linea silvestre, pero

no en la mutante.

El aumento del nivel de K en el medio a 20 mM dio lugar a un incremento en la
concentracion de K en la raiz de ambas lineas, pero este aumento fue menor que en la
parte aérea. Cuando en el medio habia As, el K en la raiz aumenté maés en la linea

silvestre que en la mutante, al igual que ocurrié en la parte aérea, con respecto al
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tratamiento con 1.4 mM K. Sin embargo, la concentracion de K resulto similar con 20

mM de K y 0.05 mM As en las dos lineas de Arabidopsis, mientras que con As 0.1 mM

el nivel de K fue mayor en la linea phrl phl1.
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Figura 4.2. Concentracion de K (mg.g™'PS ) en parte aérea y raiz de plantas de
las lineas WT y phrl phll sometidas a distintos tratamientos de K (1.4 'y 20 mM) y As
(0.05 y 0.1 mM). Se presenta la media de 4 plantas por tratamiento y las barras de

error representan el error estandar.
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e Concentracion de Ca

La concentracion de Ca se presenta en la (Figura 4.3.) Como se puede observar,

las plantas control (1.4 mM K) tienen una concentracion de Ca en la parte aérea similar

en las lineas silvestre y mutante. Los tratamientos con As 'y 1.4 mM K, solo redujeron la

concentracion de Ca en la parte aérea de la linea silvestre (con As 0.1 mM) y no

afectaron a la linea mutante.
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Figura 4.3.. Concentracion de Ca en parte aérea y raiz de plantas de las lineas
WT y phrl phll sometidas a distintos tratamientos de K (1.4 y 20 mM) y As+2 (0.05 y
0.1 mM). Se presenta la media de 4 plantas por tratamiento y las barras de error

representan el error estandar.
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Al aumentar el potasio a 20 mM, tanto con 0,05 como 0,1 mM de As, se produjo
un descenso de la concentracion de Ca tanto en la linea WT como en la mutante phrl

phl1, siendo mayor el efecto en la primera.

En cuanto a la raiz, aunque las diferencias no fueron significativas, la
concentracion de Ca fue mayor en la linea mutante que en la silvestre. En general, con
K 1,4 mM, el As no afectd significativamente la concentracién de Ca en la raiz de las

dos lineas estudiadas.

Al aumentar el K a 20mM se encontraron diferencias significativas, ya que en la
linea WT la concentracion de Ca en la raiz no vario, mientras que aumento en la linea

mutante, con las dos concentraciones de As 0.05y 0.1 mM.

e Concentracion de Mg

La concentracién de Mg en la parte aérea con el tratamiento control fue de (56,5
mg.gPS) en la linea silvestre y de (54,5 mg.gPS) en la mutante (Figura 4.4.). Los
tratamientos de As aplicados con un nivel de K 1.4 mM no afectaron a la concentracién

de Mg en la parte aérea de ninguna de las lineas.

Como cabria esperar, al aumentar el K en el medio hasta 20 mM con los dos
niveles de As aplicados, se produjo una disminucion en la concentracion de Mg en la
parte aérea de ambas lineas de Arabidopsis, siendo este efecto mas acusado en la linea
WT que en la phrl phll. Este efecto del K también fue similar en el caso de la

concentracion de Ca en la parte aérea.

En cuanto a la raiz, en el tratamiento control, aunque la concentracién de Mg fue
mayor en la linea mutante, este efecto no fue significativo. Cuando en la solucion
nutritiva 1.4 mM K se afiadid As, se produce un ligero aumento en la concentracion de
Mg en ambas lineas, aunque este efecto solo fue significativo en la linea WT.

Al aumentar la concentracion de K a 20 mM en la disolucién, no se produjo un
efecto significativo sobre la concentracion de Mg en la raiz. Sin embargo, cabria

comentar que ésta fue mayor en la linea mutante que en la silvestre.
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Figura 4.4. Concentracién de Mg (mg.g'PS ) en parte aérea y raiz de plantas
de las lineas WT y phrl phll sometidas a distintos tratamientos de K (1.4 y 20 mM) y As
(0.05 y 0.1 mM). Se presenta la media de 4 plantas por tratamiento y las barras de

error representan el error estandar.
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e Concentracion de P

La concentracion de P en la planta se presenta en la (Figura 4.5). Resulta
interesante ver los resultados de las concentraciones de P en la planta ya que en todos
los tratamientos, la concentracion de P en la solucion nutritiva ha permanecido

constante.

De esta forma observamos que en la parte aérea en el tratamiento control, y en
ausencia de arsénico, existe una gran diferencia de concentracion entre las lineas
silvestre y mutante, siendo 3.6 y 2.9 (mg.g”PS), respectivamente. Este resultado
confirma que la linea mutante tiene alterada la nutricion de fosfato. Como consecuencia
de la mutacion en los factores de transcripcion PHR1 y PHL1, se interrumpe la cascada
de sefiales de respuesta a bajo suministro de fosfato. Asi, en la planta mutante, en
presencia de una concentracion que casi es limitante como 0,05 mM P, no se inducen
apropiadamente los sistemas de transporte de fosfato y la planta presenta una baja
concentracion de fosfato en la parte aérea y sufre de deficiencia del mismo. Al
introducir 0,05 y 0,1 mM de arsénico en la solucién nutritiva se aprecia que hay un
descenso pronunciado de la concentracion de P de la linea silvestre. Donde con 0,05
mM de As se igualan las concentraciones de fosfato de ambas lineas y al aumentar a 0,1
mM, se incrementa la concentracion de P en la linea mutante, con respecto al control.
Con 20 mM K, no hubo cambios significativos en la concentracion de P en la parte

aérea de ninguna de las lineas.

En cuanto a la raiz es de destacar que en el tratamiento control la concentracién
de P es inferior a los tratamientos con As. Al introducir As 0.05 mM, con respecto al
tratamiento control, se aprecia un incremento de la concentracion de P en la raiz de linea
silvestre y en la linea mutante, sin existir diferencian significativas con respecto a 0,05 y
0,1 mM de As.

Con la solucién nutritiva 20 mMK+ 0,05 mM As, los resultados son similares a
la concentracion de 1,4 de K, mientras que con 20 mM K+ 0,1 mM de As, se observa un
incremento en la concentracion de P en la raiz con respecto a los tratamientos

anteriores, pero no una diferencia entre lineas.
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Figura 4.5. Concentracion d

e P (mg.g™'PS ) en parte aérea y raiz de plantas de

las lineas WT y phrl phll sometidas a distintos tratamientos de K (1.4 'y 20 mM) y As
(0.05 y 0.1 mM). Se presenta la media de 4 plantas por tratamiento y las barras de

error representan el error estandar.
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e Concentracion de As
La concentracion de As se presenta en la Figura 4.6. En este caso no se

presentan datos para el tratamiento control, ya que la disolucion del control no lleva

As.
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Figura 4.6. Concentracion de P (mg.g-1PS ) en parte aérea y raiz de plantas de
las lineas WT y phrl phll sometidas a distintos tratamientos de K (1.4 y 20 mM) y As
(0.05 y 0.1 mM). Se presenta la media de 4 plantas por tratamiento y las barras de
error representan el error estandar.

En la parte aérea, con los tratamientos de As, se observa como con 1,4 mM K +
0,05 mM As, las concentraciones de As son similares en ambas lineas, siendo

ligeramente mayor la concentracién en la linea WT. Esta diferencia se incrementa al
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aumentar el As a 0,1 mM, llegando a ser la diferencia entre lineas mas del doble, siendo
0,08 (mg.g™*PS) en WT y 0,03 (mg.g™*PS) en la linea mutante.

En los tratamientos con 20 mM de K+, aun se incrementa mas la diferencia entre
las dos lineas. En la linea WT la concentracion de As fue de 0,061 y 0,071 (mg.g™PS),
con los tratamientos de 0,05 mM y 0,1 mM de As, respectivamente. En cambio en la
linea mutante esta concentracién fue de 0,012 y 0,022(mg.g™*PS), con los mismos
tratamientos mencionados. Al comparar las dos lineas con K 20 mM, la concentracion
de As en la parte aérea resultdé mas del doble en la linea silvestre que en la linea

mutante.

Con respecto a la raiz, sucede lo contrario, con 1.4 mM K la concentracion de
As es mayor que con 20 mM K, en ambas lineas de Arabidopsis. Por ejemplo, en el
tratamiento con 0.05 mM As, la concentracion de As disminuy6 en la linea WT de 5,6 a
3,8 mg.g'PS, al aumentar el K en el medio, y en la mutante de 4,9 a 2,14 mg.g™PS. Al
aumentar a 0,1 mM de As la diferencia entre tratamientos variando el K*, se aprecia

menaos.

DISCUSION

El arsénico es un elemento toxico para los seres vivos. Es muy similar al fosfato
y entra en la planta a través de los transportadores de fosfato (MEHARG and
MACNAIR, 1992; Catarecha et al., 2007). En el mundo existen ciertas zonas
especialmente contaminadas por arsénico, que pueden ser a su vez grandes productoras
de alimentos. El arsénico de estos suelos agricolas se acumula en la planta y en dltima
instancia pasa a la cadena alimenticia humana, produciendo importantes efectos
negativos sobre la salud (Verbruggen et al., 2009; Zhao et al., 2009; Zhao et al., 2010).
Intentar reducir la contaminacion de estos suelos es muy complejo y econémicamente
costoso. Por ello, es necesario buscar soluciones que den lugar a una menor
acumulacién de arsénico en los cultivos. Se requiere en primer lugar caracterizar los
sistemas de acumulacién de arsénico en la planta y como podria reducirse la entrada del
mismo. Esto podria hacerse a través de estrategias basadas en précticas culturales o
mediante la obtencion de variedades en las que la acumulacion de arsénico estuviera

disminuida.
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En la literatura se ha descrito una interaccion en la nutricion de K y fosfato
(Fageria, 2001). Por otra parte, en el grupo en donde se ha desarrollado este Trabajo Fin
de Grado se trabaja en la nutricion de potasio y la interaccion de la misma con la
nutricion de otros elementos esenciales como el fésforo. En experimentos preliminares
se habia observado que el cultivo de plantas con altas concentraciones de K daba lugar a
una disminucion de la concentracion interna de fosfato en los tejidos vegetales, que en
algunos casos podia incluso dar lugar a deficiencia del mismo. Ya que el arsénico entra
en la planta a través de los transportadores de fosfato (Meharg and Macnair, 1992;
Catarecha et al., 2007), se formuld la hipotesis de que las altas concentraciones de K
podian también disminuir la acumulacion de arsénico en la planta, reduciendo asi la

toxicidad de este elemento, algo que también se sugiere en otros trabajos publicados.

Para comprobar esta hipétesis, en el presente Trabajo Fin de Grado se ha llevado
a cabo un experimento en el que se ha estudiado la toxicidad por arsénico en
condiciones de suministro normal de K (1,4 mM K+) y en condiciones de alto K (20
mM). Se ha caracterizado el crecimiento de la planta y las concentraciones internas de
K, P, Ca, Mg y As tras un periodo de crecimiento de las plantas en soluciones sin
arsenico (control) y con dos niveles del mismo (0,05 y 0,1 mM). Se han empleado dos
lineas de Arabidopsis, la silvestre (WT ) y una linea mutante (phrl phl1l) (Rubio et al.,
2001; Bustos et al., 2010). La linea mutante phrl phll se ha empleado para profundizar
en el estudio del efecto de altas concentraciones de K sobre los mecanismos de entrada
de fosfato y arsénico. Esta linea, al ser deficiente los mecanismos de sefializacién de la
respuesta a bajo fosfato, es deficiente en ciertos sistemas de absorcion y transporte a la

parte a aérea de fosfato, y posiblemente también de arsénico.

Los datos de pesos secos de parte aérea y raiz mostrados en la (Figura 4.1)
reflejan la toxicidad debida a la presencia de arsénico. En las plantas WT se observa que
la presencia de arsénico disminuye el peso seco de parte aérea y raiz y que la presencia
de 20 mM K reduce este efecto negativo del arsénico. La explicacion a estos resultados
de toxicidad no es sencilla. Si se observan las concentraciones de arsénico (Figura 4.6)
se puede concluir que en la parte aérea, el incremento de K a 20 mM aumenta la
concentracion de arsénico. En la raiz, 20 mM K disminuye la concentracion de arsenico
cuando esta presente a 0,05 mM, pero no tiene efecto cuando esta presente a 0,1 mM.
Por lo tanto, los datos de concentracion de arsénico por si solos no explican el

incremento de tolerancia a arsénico debida a la presencia de alto K. Solamente en la raiz
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de las plantas crecidas en 0.05 mM arsénico la presencia de 20 mM K+ disminuye la

concentracion de arsénico.

Si nos centramos ahora en las plantas mutantes phrl phll, los efectos son
distintos a los observados en las plantas WT. En primer lugar se observa que en
situacion control, la planta mutante es mas pequefia que la silvestre. Esto puede ser
debido a una deficiencia en la nutricion de fosfato, ya que esta linea muestra casi la
mitad de fosfato en la parte aérea que la WT (Figura 4.5). Al cultivar esta linea en
presencia de 0,05 mM As, no se observa reduccion del crecimiento de la planta. Esto
podria ser debido a que esta linea, al ser deficiente en la entrada de fosfato, también
mostraria una menor entrada de arsénico, y por lo tanto mayor tolerancia. Sin embargo,
los datos de la (Figura 4.6) muestran que esta linea acumula la misma concentracion de
arsénico que la WT. Por otra parte, al aumentar el arsénico a 0,1 mM, disminuye el
crecimiento, pero no aumenta la acumulacién de arsénico. Por ultimo, en esta linea
mutante, la presencia de altas concentraciones de K no mejoran el crecimiento, por el
contrario lo empeoran, mientras que estas plantas cultivadas en alto K muestran una
menor acumulacion de arsénico. Por lo tanto, explicar la sensibilidad a arsénico de esta

linea mutante basandonos en los datos de acumulacién del mismo no es posible.

Merece la pena destacar que cuando en el medio hay 20 mM de K, la
concentracion de arsénico en la planta mutante phrl phl1l disminuye considerablemente,
lo que no ocurre en las WT. Esto podria ser debido a que el sistema por el que entra el
arsénico en la planta mutante es distinto al sistema por el que entra en la WT. Mientras
que en la planta mutante el sistema de entrada de arsénico es sensible a alto K, en la
planta WT es insensible. Que los sistemas de estrada de arsénico en la planta WT y
mutante sean distintos parece 1dgico, ya que en la mutante no estan inducidos ciertos
transportadores de fosfato, al faltar la cascada de regulacién mediada por PHR1 PHL1.
Sin embargo, esta menor acumulacion de arsénico en las plantas mutantes en presencia
de alto K no da lugar a una mayor tolerancia al arsénico. Por otra parte tampoco se
observan diferencias en el efecto del alto K sobre la concentracion de fosfato en las
plantas WT y mutante. Por todo esto, no se puede concluir que la reduccion de la
acumulacién de arsénico en la planta mutante de lugar a tolerancia a este toxico y habria

gue buscar una explicacion alternativa.
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Las concentraciones de Ca y Mg en parte aérea y raiz, en general no resultaron
afectadas por el As. Al aumentar el nivel de K, si disminuy6 la concentracion de Ca més
en la linea WT que en la mutante. Por lo tanto los datos de Ca y Mg tampoco dan luz

sobre la toxicidad por arsénico observada en la (Figura 4.1).

Explicar todos estos resultados con los datos disponibles es complejo ya que en
este estudio participan varios factores. Por un lado, la toxicidad por As, por otro el
efecto de alto K y por ultimo el efecto de la mutacion phrl phll. Parece existir una
interaccion entre estos tres factores y encontrar una explicacion para los resultados de
crecimiento que se observan en la (Figura 1) podria ayudar a entender la nutricion de
fosfato en las plantas, la toxicidad por arsénico y posibles soluciones a la misma. Por
ejemplo, una posible préctica cultural para disminuir la acumulacién de arsénico en
ciertas plantas podria ser el aumento de la fertilizacion de fosforo y de potasio. Otra
posibilidad seria generar variedades con una mayor selectividad fosfato/arsenico de los
sistemas de entrada de fosfato. Estas variedades permitirian una menor acumulacién de

arsénico sin detrimento de la nutricion de fosfato.
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5. CONCLUSIONES

Los datos de pesos secos de parte aérea y raiz de las plantas de Arabidopsis
reflejan la toxicidad debida a la presencia de arsénico. En las plantas WT el
arsénico disminuyd el peso seco de parte aérea y raiz y el tratamiento con 20
mM K redujo este efecto negativo del arsénico. Sin embargo, los datos de
concentracion de arsenico por si solos no explican el incremento de tolerancia a

arsénico debida a la presencia de alto K.

En condiciones control, las plantas mutantes son mas pequefia que las silvestre,
lo que se deberia a una deficiencia en la nutricion de fosforo, ya que esta linea

muestra casi la mitad de fosforo en la parte aérea que la silvestre.

La linea mutante en presencia de 0,05 mM As, no redujo su crecimiento. A pesar
de tener alterada la absorcion de P, y por lo tanto se esperaria que también la de

As, esto no fue debido a una menor acumulacion de As.

En la linea mutante phrl phll, las altas concentraciones de K dieron lugar a una
menor acumulacién de arsénico, sin embargo esto no dio lugar a un mejor

crecimiento.

Con 20 mM de K, las diferencias en la concentracion de arsénico entre la linea
mutante phrl phll, en la que disminuyo considerablemente y la WT, en la que
no cambio, indicaria que el sistema por el que entra el arsénico en la planta

mutante es distinto al sistema por el que entra en la WT.

El efecto de los distintos tratamientos sobre el crecimiento de las dos lineas
estudiadas no puede ser explicado Unicamente con las concentraciones de As en
la planta. Sin embargo, parece existir una interaccion entre estos los tres factores
estudiados (toxicidad de As, alto K y mutacion phrl phll) y profundizar en
estos estudios podria ayudar a entender la nutricion de fosfato en las plantas, la

toxicidad por arsénico y posibles soluciones a la misma.
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