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Resumen

Las faner6gamas marinas constituyen el unico grupo de angiospermas que ha
colonizado el medio marino, desarrollando mecanismos de adaptacion a un ambiente
caracterizado por una elevada salinidad, un pH alcalino y una baja disponibilidad de
nutrientes. En este trabajo se ha determinado el sistema que energiza la membrana
plasmaética y su permeabilidad relativa a Na"/K", los mecanismos de transporte de HCOs’,
NOjs, P; y aminoacidos, y la homeostasis citosélica de NO;™ en células del mesofilo foliar
de la faner6gama marina Posidonia oceanica L. (Delile). La principal metodologia
empleada ha sido la electrofisiologia, usando microelectrodos ion-selectivo de aplicacion
interna (citosol) y externa. Ademas, se ha analizado la respuesta fotosintética al incremento
de C; disuelto (CO; 0 HCO3') mediante la medida polarografica de oxigeno. Los resultados
indican que la bomba primaria de la membrana plasmaética es una H - ATPasa de tipo P,
sensible a fusicocina y que la permeabilidad al Na’ es muy baja (Pna'/Px’ = 0.0046 +
0.0012). La adiciéon de HCOs;  despolariza la membrana y provoca la acidificacion
transitoria del citosol, indicando que el HCO;" es incorporado en simporte con H'. A dicha
acidificacion le sigue una alcalinizacion que se inhibe por EZ, lo que sugiere la
deshidratacién interna del HCOj5™. La constante de semisaturaciéon (Sps = 0.35 £ 0.07 mM
HCOy5’) similar a la afinidad del transporte (K3, = 0.36 = 0.04 mM HCOx5) sugiere un
mecanismo eficiente de incorporacion este i6n. Por otra parte, la adicién de concentraciones
micromolares de NO3;™ o P; provoca despolarizaciones de la membrana plasmatica, que se
saturan respecto a la concentracion anadida (K, = 8.7+ 1 uM NO3" y K), = 5.8 £ 0.8 uM P;)
y son dependientes de la presencia de Na" en el medio, mostrando también una cinética de
saturacion para este i6n (K) = 7.2 + 2 mM Na' para el NO3 y K, = 4.3 + 0.5 mM Na' para
el P;). La adicion de 100 uM NOj5™ incrementa en 0.4 + 0.2 mM la concentracion citosolica
de Na" (17 £ 2 mM Na"). En oscuridad, el transporte de NO; es menor y aumenta la
concentracion citosdlica de NO;™ (5.7 = 0.2 mM). El aumento del HCO; en el medio
provoca la disminucion del NOj™ citosélico, y el aumento del transporte de NO3, lo que
sugiere un flujo de salida de NO5™ inducido por alto HCOs5". Las tasas netas de incorporacion
de NO3 o P; disminuyen més del 70% en ausencia de Na'. Esta dependencia de Na"
también se observa en el transporte de alta afinidad de los aminoacidos L-Ala y L-Cys (Ky,
=37+ 11 M y K3y = 10 £ 1 pM, respectivamente). Asi, P. oceanica usa los H' para
impulsar la incorporacion directa de HCOs', cuya deshidratacion interna provocaria la
disminucion de NOj™ en el citosol, mientras que la incorporacion de NOj3', P; y aminoacidos
estd mediada por transportadores de alta afinidad dependientes de Na', mecanismo que
parece ser clave en el proceso de adaptacion de las fanerdgamas marinas al medio ambiente

marino.

VII



YOYIYI 30
AvalSg3AINn




SUMMARY



YOYIYI 30
AvalSg3AINn




Summary

Seagrasses are unique plants, the only group of flowering plants to colonize the
sea; they occur on every continental margin, except Antarctica, and form keystone
coastal ecosystems (den Hartog & Kou, 2006). Along the Mediterranean coast,
Posidonia oceanica (L.) Delile is an endemic species of great ecological significance
(Aires et al., 2011) that covers around 2% of the total Mediterranean surface (Duarte,

1990; Gobert et al., 2006).

One of the major challenges that faced these angiosperms was the adaption to an
environment characterized by a high salinity, alkaline pH and a low essential nutrient
concentration, as nitrate and phosphate. In respect to salt tolerance, the maintenance of a
high negative membrane potential (E,), generated by primary pumps, seems to be
crucial (Shabala & Mackay, 2011). In the case of seagrasses, membrane potential values
are around -160 mV (Rubio & Fernandez, 2019), relatively more negative values
compared to those described for most marine algae (Gutknecht & Dainty, 1968;
Gradmann & Boyd, 1995), or in root cells of terrestrial halophytes such as Atriplex
hastata (between -130 and -140 mV; Anderson et al., 1977), Atriplex lentiformis and
Chenopodium quinoa (-140 mV in plants grown in the absence of Na', Bose et al.,
2015) or Halimione (= Atriplex) portulacoides (-140 mV in plants grown in full
strength K, Ait-Hammou ef al., 2014).

In vascular plants the primary pump responsible for energizing the plasma
membrane is a P-type H'-ATPase, an electrogenic enzyme that extrudes positive
charges (H") and consequently generates a negative membrane potential (Palmgrem,
2001). Plasma membrane H'-ATPases are irreversibly activated by the phytotoxin
fusicoccin, a response that has been used to identify this enzyme in plants (Marre,
1979). As flowering plants lacking Na® pumps (Pedersen et al, 2012), marine
angiosperms also use P-type H -ATPases to energize the plasma membrane (Fernandez
et al., 1999). Molecular evidence of the existence of a salt tolerant proton pump has
been given for Zostera marina (Fukuhara et al., 1996; Olsen et al., 2016), and
Fernandez et al. (1999) also provided physiological evidence of a fusicoccin (FC)

sensitive proton pump in this seagrass species.

The restriction to Na' influx through the plasma membrane is another
mechanism to face up to salinity. In the presence of respiratory inhibitors, such as
cyanide (NaCN) and salicylhydroxamic acid (SHAM), the plasma membrane of ATP-
depleted cells depolarize until the so-called diffusion potential (Ep) is reached (Felle,
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1981). This value, defined by the Goldman-Hodgking-Katz equation, represents the
passive ionic distribution of K*, Na" and CI” on the two sides of the plasma membrane.
This depends on the ion concentration gradients and also on the ease with which those
ions cross the membrane (i.e. on their permeability coefficients) (Nobel, 2009). In plant
cells, K" is the most permeable ion, followed by Na" and CI, whose permeability is as
much as 1% - 0.1% lower than that of K* (Nobel, 2009). The response of the Ep to
changes in the external K concentration has been used in Z marina to determine the
plasma membrane Na'/K™ permeability ratio, resulting in a particularly low value
(0.003; Fernandez et al., 1999) compared with Arabidopsis thaliana (0.67 in root
protoplasts; Demidchik & Tester, 2002; Volkov et al., 2003) or even with halophytes
such us H. portulacoides (0.19 in epidermal root cells; Rubio er al., 2009). Thus,
seagrasses are able to maintain cytosolic Na' concentrations under 20 mM (Rubio et al.,
2005; 2011) similar values to those measured in terrestrial glycophytes (Carden et al.,
2003) but much lower than the proposed values for terrestrial halophytes, for which
predictions are 70 and 200 mM Na' in plants grown in the presence of 50 and 400 mM
Na', respectively (Flowers et al., 2015).

Seagrasses also face up to the acquisition of dissolved inorganic carbon for
photosynthesis. The low diffusion rate of dissolved CO, and also the low rate constant
of the un-catalysed dehydration of HCOj at the pH of natural seawater (NSW, from 7.9
to 8.2) may result in limitation of CO, supply for photosynthesis (Falkowski & Raven,
2007; Raven, 1984). Photosynthetic use of HCOj;™ has been described for a vast majority
of marine macroalgae and seagrasses (Koch ef al., 2013 and references therein). Marine
angiosperms are described as HCOjs™ users (Beer et al., 2002; Borum et al., 2016; Koch
et al., 2013). The use of HCOj3™ for photosynthesis in seagrasses can be outlined in two

basic models:

(a) Apoplastic conversion of HCOs™ to CO, and OH" catalysed by an external
carbonic anhydrase (CA). This is a process that should be sensitive to acetazolamide
(AZ), a plasma membrane - impermeable inhibitor of CA (Beer et al., 2002; Bjork et al.,
1997; Invers et al., 1997, 1999; James & Larkum, 1996). A subset of this category
could be the conversion of HCO;3™ to CO; in external acid regions, and this mechanism
does not necessarily need external CA: acidification speeds up the HCO; to CO;
conversion and establishes a higher CO, : HCO;  ratio than in seawater and in the rest of

the boundary layer (Beer et al, 2002; Hellblom & Axelsson, 2003). When
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supplemented with acid regions, this model of external HCOs; dehydration can

constitute a CO, concentration mechanism (Ferrier, 1980; Walker et al., 1980).

(b) The second model would be a direct uptake of HCOj3;, by means of a
symport, energized by H', as has been proposed by Hellblom et al. (2001), Beer et al.
(2002), Mercado et al. (2003), and Giordano et al. (2005). Due to their lineage,
seagrasses are expected to use H -ATPases to energize the plasma membrane
(Pedersen et al., 2012); thus, both mechanisms for HCOj3;™ use could be favoured. Proton
efflux through the plasma membrane could create acid apoplastic regions where the
conversion of HCO3™ to CO, could be accelerated, as described for Charophyte algae
(Ferrier, 1980; Walker et al., 1980). However, there have been no direct demonstrations
of apoplastic acid zones in seagrasses because they must occupy smaller areas (Raven
& Beardall, 2016), although in these smaller areas, the inwardly directed H' gradient
generated by H' - ATPases makes inward HCO;3™ symport with H' feasible (Beilby &
Bisson, 2012; Lucas et al., 1983).

HCOs™ use in seagrasses has been mainly studied by monitoring short-term
photosynthetic response to inhibitors (such as AZ) that act on externally functioning CA
or by using buffers to inhibit boundary layer acidification (Beer et al., 2002). Thus, P.
oceanica and Posidonia australis have been reported to dehydrate HCO; in the
apoplast (Invers et al., 1999; James & Larkum, 1996), although Invers et al. (2001) did
not exclude the possibility of a direct HCO;3™ uptake in P. oceanica. On the other hand,
Z. marina (Hellblom et al., 2001), the sun morphotype of Zostera noltii (Mercado et al.,
2003), as well as a number of tropical species (Uku et al., 2005) seem to take up HCOj5
directly. Finally, in two temperate species from Australia, Halophila ovalis and
Syringodium isoetifolium, a direct uptake of HCOj3™ has also been proposed (Borum et
al., 2016). Few works, both on seagrasses or other aquatic plants, employ direct ionic
measurements to reveal which form of inorganic carbon (CO, or HCOys') enters the cells
in HCO;s™ users at the alkaline pH of seawater (Beer ef al., 2002; Raven & Beardall,
2016).

To investigate the inorganic carbon species that crosses the plasma membrane,
one alternative to the use of externally added inhibitors could be the measurement of
cytosolic pH (pH.) in response to inorganic carbon pulses. Depending on which
inorganic carbon form enters the cell, a different response of pH. could be expected.

The external (catalysed) dehydration of HCO3;™ would allow some of the resulting CO»
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to enter the cells, acidifying the cytoplasm, as shown by Ballesteros et al. (1998). In
contrast, H -driven HCO;™ transport should initially acidify the cytoplasm, but then,
after the internal dehydration of HCO3;™ to CO,, the OH™ generation should render the

cytosol alkaline.

Apart form H", Na* or CI" could be also considered to drive HCOs™ transport in
marine plants. Na -dependent photosynthetic HCO;™ uptake has been reported for
cyanobacteria (Badger et al., 2002; Badger & Price, 2003). Also, the existence of an
anion exchanger has been proposed for the direct uptake of HCOs3™ in marine algae
(Drechsler et al., 1993; Fernandez et al., 2014; Larsson & Axelsson, 1999).
Interestingly, in the seagrass Z. marina, it has been shown that Na' is the driving ion for
the high-affinity uptake of NOs™ and P; (Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al.,
2005) and a salt-dependent stimulation of photosynthesis has been reported for Zostera
muelleri (Millhouse & Strother, 1986, 1987). The operation of Na" or CI” as the driving
ion for HCOs; uptake would result in a different effect on pH. and cytosolic
concentrations of each driving ion. If Na” were the driving ion, a simultaneous uptake
of HCO;™ and increase of cytosolic Na" would occur; if CI" were the driving ion,
cytosolic CI" would decrease at the same time that HCO;' is transported into the cell. In

none of these cases would there be an initial acidification of pH,.

If it would operate, a HCOs3 transporter could play a major role in organisms
with a biophysical carbon-concentrating mechanism (CCM; Raven et al., 2014; Raven
& Beardall, 2016). Although the extracellular catalysed conversion of HCO3™ to COs is
an important mechanism for HCO3™ use in marine macroalgae and seagrasses, it does
not concentrate CO, above the equilibrium concentration (Beer et al., 2002). To be part
of a CCM, the catalysed dehydration of HCOj;™ has to take place in an acidic (intra or
extra) cellular compartment to give a high CO, equilibrium concentration (Giordano et
al., 2005). In contrast, active transport of HCOs™ across the plasma membrane and its
subsequent intracellular catalysed conversion to CO; has been proposed as a CCM in
algae (Giordano et al., 2005) and also in seagrasses (Beer et al., 2002; Raven et al.,
2008).

Nitrogen and phosphorus are essential nutrients for plants, whose availability
may limit biomass maintenance and growth. Seawater is a high salinity and alkaline
medium with low concentrations of N and P, often below 5 uM in the Mediterranean

Sea (Bethoux et al., 2005). The seagrass Posidonia oceanica is limited by N and P
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(Alcoverro et al., 1997), but is able to grow under nutrient concentrations low enough
(less than 5 uM of dissolved inorganic nitrogen and 1 uM P;) to limit the proliferation
of other species, as Cymodocea nodosa (Alcoverro et al., 1997, Pérez et al., 1991). To
take up nutrients at low external concentrations plants have to: (i) evolve transport
systems with the capability to bind the free ion species with a very low K), and (ii) a
powerful system to energize the movement of the ions across the plasma membranes to
overcome the high, outwardly directed, ion motive force. In the case of the seagrass
Zostera marina, the only characterized so far, the Na' electrochemical gradient is used
to drive the high-affinity uptake of NOs™ and P; in both roots and leaves (Garcia-
Sanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005).

In terrestrial vascular plants, where H'-ATPase energizes the plasma membrane
(Pedersen et al., 2012), NO;™ transport depends on the cellular energy supply and is
coupled to the proton electrochemical gradient (Miller ef al., 2007). NOs™ uptake by
single cells is associated with depolarization of the plasma membrane, i.e., an increase
in the positive charge inside the cell (Crawford ef al., 1998). To account for both, the
membrane depolarization and the coupling with the proton gradient, it has been
proposed that NOs™ uptake is mediated by a 2H'/NO5", and therefore an electrophoretic
symport mechanism (Miller & Smith, 1996; Lupini ef al., 2016).

On the other hand, terrestrial plants have evolved a range of physiological and
morphological responses that may enhance P; acquisition under limiting conditions
(through symbiotic strategies, root architectural changes, extrusion of organic acids and
acid phosphatases by roots; reviewed by Amtmann et al., 2016; Péret et al., 2011 &
Péret et al., 2014). As in the case of NOj, transport of inorganic phosphate requires
energy and is also driven by the proton electrochemical gradient generated by the

plasma membrane H'-ATPase (Ulrich-Eberius ef al., 1981; Rausch & Bucher, 2002).

In contrast to terrestrial plants, seagrasses, as aquatic plants, can take up mineral
nutrients through roots and also through leaves (reviewed by Romero et al., 2006).
However, there are several lines of evidence which indicate that leaf tissues have a high
affinity for nutrient uptake and can substantially contribute to total nutrient acquisition
in these plants (Burkholder ef al., 2007 and references therein). As a vascular plant, Z.
marina plasma membrane is energized by a H'-ATPase (Fernandez et al., 1999);
nevertheless, unlike terrestrial vascular plants, high-affinity NO;™ and P; transport

mechanisms are fuelled not by H" but Na’ in both, root and mesophyll leaf cells
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(Garcia-Séanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005). Na -coupled transport systems had
been previously described in marine organisms, as in the case of the Na'-dependent
HCOj;™ uptake in marine cyanobacteria (Lara et al., 1993; Shibata et al., 2002; Price et
al., 2004) or the Na'-dependent NOs", glucose and amino acids uptake systems in
marine diatoms (Hellebust, 1978; Rees et al., 1980). In addition, phosphate transport
has been reported to be stimulated by Na' in several green algae (Raven, 1984).
However, no functional evidences, apart from the case of Z. marina, of Na'-dependent
high-affinity NOs and P; uptake systems has been presented in the vascular plant

literature.

The use of Na" as driving ion for nutrient uptake depends on the maintenance of
an inwardly directed electrochemical potential for Na'. Z marina maintains
homeostatic cytosolic concentrations of Na" around 10 mM (Rubio et al., 2005) and
does it in two ways, first by restricting the plasma membrane permeability to Na
(Fernandez et al., 1999) and second by the operation of an Na'/H" exchanger that takes
Na' out from the cytosol (Rubio et al., 2011). Thus, living in the presence of 500 mM
Na’, a membrane potential below -160 mV guarantees an inwardly directed Na” motive
force almost 3-fold higher than that for H" at the seawater pH, close to 8.2 (Garcia-
Sénchez et al., 2000; Rubio et al., 2005). Consequently, Na'-coupled transport systems

could be an important achievement for seagrasses to colonize the marine environment.

Therefore, the aim of this work was: the identification of the primary pump for
plasma membrane energization in P. oceanica; to investigate the effect of
photosynthetic HCO;™ use on pH,, cytosolic Na" and cytosolic CI” in order to reveal the
presence of a transport system for HCOs'; to study mechanisms and kinetics of the high-
affinity transport systems for NOj;", P; and amino acids (alanine and cysteine) in the
mesophyll leaf cells of the marine angiosperm P. oceanica; in addition, the effect of

inorganic carbon increase on cytosolic NO3;” homeostasis has been also analysed .

Results show a E,, measured in P. oceanica leaf cells in NSW of -174 £ 4 mV, a
value that is more negative than those observed in Z. marina (-156 = 10 mV; Fernandez
et al., 1999) and the marine angiosperm Cymodocea nodosa (-160 mV, Rubio &
Fernandez, 2019). Considering that seagrasses are angiosperms, their primary plasma
membrane pump should be an H - ATPase, which would energize the activity of H"
cotransporters. Because seawater has a pH between 7.9 and 8.2 and contains around

0.5M Na’, this ion could be a better driving ion than H', as observed in Z marina

XVI



Summary

(Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005). However sodium pumps, that would
prevent high internal Na™ accumulation, have not been found in vascular plants yet
(Pedersen et al., 2012). The addition of the phytotoxin FC to the assay medium (NSW)
should stimulate H" - ATPase activity leading to extracellular acidification. The fact that
FC hyperpolarizes the plasma membrane of P. oceanica and the finding that external
pH strongly decreases (Figure 16) whereas the cytosolic Na* changes only marginally in
response to FC (from 17 £+ 2 to 15 = 2 mM) clearly indicate that this species possesses a

H' pump, which energizes the plasma membrane.

P. oceanica mesophyll leaf cells exhibit very low plasma membrane Na'/K"
permeability ratio (0.0046 + 0.0012) and a low cytosolic Na" concentration (17 = 2
mM; Figure 18), values similar to that reported for Z. marina (Fernandez et al., 1999;
Rubio et al., 2005). The cytosolic Na™ value is in the range of those measured in
terrestrial glycophytes, but much lower than the proposed values for terrestrial
halophytes, between 70 and 200 mM Na" in plants grown in the presence of 50 and 400
mM Na', respectively (Flowers et al., 2015). The increased cytosolic Na" concentration
(20 = 2 mM) observed after the addition of the respiratory inhibitors NaCN/SHAM (1
mM) suggests that the maintenance of the low cytosolic Na' concentration in P.
oceanica results not only of the very low plasma membrane Na'/K " permeability ratio,
but also the operation of an active Na® efflux mechanism at the plasma membrane as

had been characterized in the case of Z. marina (Rubio et al., 2011).

To evaluate the possible operation of an HCOj" transport system and its driving
ion, E, and cytosolic concentrations of ions H', Na’, and CI' were monitored
simultaneously in the mesophyll leaf cells of P. oceanica by double-barrelled
microelectrodes (Figure 19). Measurements were performed in NSW and also in the
presence of the internal CA inhibitor EZ. Mesophyll leaf cells of P. oceanica showed a
pHc of 7.3 £0.03 in NSW. Several reactions following the addition of HCO3" stand out
and suggest the existence of a plasma membrane nH'/ HCO;™ symporter in this species.
Bicarbonate depolarizes the plasma membrane voltage and transiently acidifies the
cytosol, indicating that HCO; is transported into the cells by an H'-symport, as
described for the plasma membrane H'/CIl" symport in Sinapis alba (Felle, 1994). This
pH drop will give rise to the observed transient hyperpolarization of E, due to the
stimulation of the H" pump. To test the possibility that CO, arising from external

dehydration of HCO;™ was the reason for the pHc effects, CO,-enriched NSW that
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reaches a pH of 7.9 was used. The slow and small effect on E,, and pH. acidification
evoked by the addition of 1000 ppm CO, to NSW (Figure 20) indicates that the initial
cytosolic acidification is not caused by CO, entrance rendered by the apoplastic
dehydration of HCO;', but due to the H" being used as the driving ion for HCO; uptake.
Initial cytosolic acidification is followed by an alkalinization, suggesting an internal
dehydration of HCOs'. The sensitivity of the long-term pH, response to EZ (Figure 19)
also indicates that HCOy3', after being symported with nH", is dehydrated internally in a
reaction catalysed by CA. Then, the OH™ generated by dehydration could contribute to
the observed long-term pH increase, before they are leaked from the cell. The presence
of EZ does not affect the transport because it does not inhibit either the initial
depolarization or the acidification of the cytosol, but it does affect the cytosolic
alkalinization and photosynthesis because it inhibits the internal dehydration of HCOj5
and hence the formation of CO, and OH". A similar effect has been described for
phytoplankton species that are HCOs™ users (Tortell ez al., 1997) in which EZ does not
affect the internal accumulation of dissolved inorganic C (DIC) but inhibits
photosynthesis. However, the lack of a quick response of cytosolic Na™ (17 = 2 mM)
and cytosolic CI" (9.5 + 1 mM; Figure 19) seems to rule out the implication of these ions
in HCOj" transport. Although hyperpolarization has no effect on CI” efflux, membrane
depolarization and the onset of cytosolic ClI' diminution suggest the involvement of
plasma membrane S-type anion channels, whose activation takes place when cells
depolarize (Roberts, 2006; Roelfsema et al., 2012). In terrestrial angiosperm guard
cells, these channels activate when the concentration of HCO;™ (not CO,) increases and
the pH, is alkaline (Xue et al., 2011), which are similar conditions to those observed in
P. oceanica in the presence of high HCOs". The sensitivity of CI” electrodes to NOs3
(Felle, 1994; Miller & Zhen, 1991) allows hypothesizing that HCO3;™ enrichment not
only produces CI efflux but may also evoke NOj; efflux. This unexpected effect of
HCOs™ enrichment may be important not only for cytosolic anion homeostasis but for

the mineral nutrition of marine organisms at elevated CO..

To study the role of HCOs™ in P. oceanica photosynthesis, external pH was
monitored during dark-light transitions in C-free NSW supplemented with 2 mM
HCOs™ (Figure 21). In NSW, the onset of light evoked a significant increase of the
external pH from 7.93 + 0.15 to 8.56 + 0.05, whereas in C-free NSW supplemented
with 2 mM HCOs, this pH increase was smaller (from 7.92 + 0.03 to 8.25 £+ 0.07).
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Although at pH 7.9 the formation of CO, cannot be ruled out in the C-free NSW
supplemented with 2 mM HCOs', considering that in these conditions the HCOs
concentration would be almost 120-fold higher than the CO, concentration, these
results suggest that the use of 2 mM HCOj; could represent up to 40% of the
photosynthetic alkalinization of the external medium compared with the control NSW.
Nevertheless, these results do not exclude the possibility of CO, transport in P.
oceanica. To exclude the effect of CO, formation in C-free NSW, APS rates were
measured as O; evolution in both NSW (control) and C-free NSW supplemented with 2
mM HCOs', both at pH 8.5 to impair the spontaneous formation of CO, (Figure 21).
Photosynthesis rate in C-free NSW supplemented with 2 mM HCO; was
approximately 40% of the APS measured in control NSW, consistent with a
photosynthetic use of HCOs™ in this species.

To analyse HCO;3™ uptake kinetics, the initial and transient £, depolarization
induced by the addition of HCOs™ and APS rates of P. oceanica leaves were measured at
saturating irradiance in C-free NSW, adjusted to pH 8.5 and supplemented with
increasing NaHCOj concentrations, from 0.01 to 10 mM NaHCO; (Figure 22; Table 5).
APS values reached saturation around 2.5 mM HCO;™ with a half saturation constant
(S0.5), that yields an estimation of the affinity for HCOs", of 0.35 £ 0.07 mM. This value
together with the low bicarbonate compensation point obtained (0.09 + 0.01 mM)
suggests an efficient mechanism for the photosynthetic use of HCOs™ in P. oceanica.
Moreover the Sy s value is similar to the half saturation constant (0.36 = 0.04 mM)
obtained for membrane depolarizations as a function of added HCOs™ (Figure 22; Table
5). This coincidence suggests that the affinity of the transporter determines the Sy s for
photosynthesis. These data are in agreement with the data reported by Invers et al.
(2001) using a similar approach (APS vs. DIC curves) for P. oceanica (Sys of 0.44 +
0.17 mM), Z. marina (0.56 = 0.18 mM), Phyllospadix torreyi (0.80 = 0.26 mM) and C.
nodosa (0.26 = 0.06 mM).

To complement the information on the mechanism for HCO; uptake in P.
oceanica, APS was measured in the presence of different inhibitors and in NSW
supplemented with 1000 ppm of CO, or 3 mM HCOj™ (Figure 23). Data in this study
show that photosynthesis of P. oceanica was decreased by approximately 50% in the
presence of the plasma membrane-permeable CA inhibitor EZ, which points to

inhibition of an intracellular CA and a lower conversion of HCO;™ to CO,, limiting the
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CO; supply for Rubisco. The effect of AZ, the inhibitor of the external CA, was
considerably lower, around 5%, and was not significant. Interestingly, APS of P.
oceanica shows a significant increase (around 50%) in NSW supplemented by 3 mM
HCOs5" respect the control (NSW) in contrast to the similar values observed in NSW and
in NSW enriched with 1000 ppm CO,. This supports the model of a reliance on HCOj5
uptake for photosynthesis. The absence of a photosynthesis increase at a similar level of
CO,, which is close to the potential level in year 2100 (800 ppm; [PCC-Collins et al.,
2013), has been recently described for nine seagrass species from south-west Australia
(Borum et al., 2016). In those species, a significant increase of photosynthesis was
reached at concentrations higher than 8000 ppm CO,, indeed over the estimated
maximum CO, (2000 ppm) predicted for the atmosphere before year 2300 (Caldeira &
Wickett, 2003). Finally, APS was not diminished by the addition of the plasma
membrane anion transport blockers DIDS (0.1 mM) or NPPB (0.1 mM) to the NSW,
suggesting that anion influx does not affect CO,/ HCO; wusage in P. oceanica

photosynthesis.

In order to analyze if a Na' dependence of high-affinity transporters for NO3°
and P; occurs in P. oceanica, NO; and P; depletion assays were performed in leaves
incubated in artificial seawater with or without Na'. In artificial seawater (ASW)
containing 500 mM NaCl, N-starved P. oceanica leaves completely depleted external
NO;™ (100 uM) after 22 h of incubation, while in the absence of Na' the external
concentration of NOs™ remained around 80 uM at the end of incubation (Figure 29). In
the case of P; uptake assays, P-starved leaves depleted external P; (10 uM) at 4 -fold
higher uptake rates in ASW containing 500 mM NaCl, than in the absence of Na'
(Figure 33). Among the seagrasses, this pattern has been only described in the case of Z.
marina (Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005). In full strength Na" artificial
seawater, P. oceanica NO;3™ and P; net uptake rates show values in the same range than
those quoted at saturating nutrient concentrations in different seagrasses (Tables 6 and 7
respectively), where, as observed in P. oceanica, slightly higher rates are observed for
NO5™ (3.7-75 umol NOs™ g DM h™') than for P; uptake, 0.014-43 umol P; g DM h™!
(Touchette & Burkholder, 2000). The decrease of NOs and P; uptake rates by P.
oceanica leaves in the absence of Na' strongly suggests the operation of Na'-dependent
mechanisms for the uptake of both nutrients, as has been previously characterized in Z.

marina (Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005).
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To characterize the transport system mechanisms that mediate the high-affinity
uptake of NOs', P; and amino acids in the seagrass P. oceanica the effect of micromolar
concentration additions on membrane potential of mesophyll leaf cells was analyzed for
each nutrient. Additions of micromolar concentrations of NOs™ evoked rapid plasma
membrane depolarizations in mesophyll leaf cells of N-starved plants (Figure 25).
Measurable changes were evident even at 5 uM NOj; and showed saturation at
concentrations around 100 uM NOs;". Ion transport across membranes leaves an
electrical trace such as membrane depolarizations when the net charge that enters the
cells is positive. Such membrane depolarizations have been extensively used as a quote
of the activity of transport systems (Sanders et al., 1984). Since the magnitude of the
depolarizations reflects a net positive charge that crosses the membrane, in the case of
anions, such as NOj3™ or P;, the membrane depolarization reveals the function of symport
mechanisms fuelled by a positive driving ion. As depolarizations are an integral
function of the net charge carried by the NOs™ transport system, the concentration
dependence of the depolarizations can be used for the estimation of the affinity of this
system for NOs'. Fitting the data to the Michaelis-Menten equation yielded a Kj, value
of 87 £+ 1 uM NO; and a maximum depolarization of 6.3 + 0.2 mV. This
semisaturation constant for NOs™ transport is higher than the reported value in single
mesophyll leaf cells of Z. marina (Ky = 2.3 + 0.78 uM NOs’; Garcia-Sanchez et al.,
2000) but is much lower than those reported for the high-affinity NOs™ uptake in
terrestrial plants, close to 60 uM NOj;™ in barley (Glass et al., 1992) or Arabidopsis
(Okamoto et al., 2006; reviewed in Wang et al., 2012). On the other hand, the NO;™-
induced depolarizations were lower in the dark than in the light, but also showed
saturation kinetics with a similar K, value, 8.2 £ 1.7 uM NOs" but with maximum
depolarization reduced by half (Figure 25). In addition, in the presence of 10 mM
NaHCOs3, NOs™-induced depolarizations were higher than in ASW with 2 mM NaHCO;
(Figure 30).

As previously reported for Z. marina (Garcia-Sanchez et al., 2000), NO;-
induced depolarizations were not detected in Na'-free ASW in P. oceanica mesophyll
leaf cells. However, after the addition of 30 mM Na' to the assay media, the NO; -
induced depolarization was recovered (Figure 26). To investigate this Na'-dependence,
the depolarization induced by 100 uM NO; was assayed at different external Na"

concentrations. As expected for a Na'-dependent transport system, NOs™-induced
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depolarizations showed saturation kinetics at increasing Na™ concentrations (Figure 27).
Data were fitted to the Michaelis-Menten equation rendering a semisaturation constant
of 7.2+ 1.1 mM Na" and a maximum restored depolarization of 4.3 = 0.1 mV, that was
effectively saturated at concentrations around 50 mM Na', supporting the Na'-

dependence for the high-affinity NO;3™ uptake in P. oceanica mesophyll leaf cells.

To further analyze the NO;/Na" symport, the effect of NO;™ addition on the
cytosolic Na' concentration was measured (Figure 28). The addition of 100 uM NO;’
simultaneously evoked a membrane depolarization and the increase of cytosolic Na* (17
+2mM Na') by 0.4 + 0.2 mM Na'. This effect is similar to that formerly found in the
case of Na'-dependent high-affinity NO; transport in the seagrass Z. marina (Rubio et
al., 2005) revealing the coupling NO;/Na" uptake and suggesting the use of Na' as
driving ion for the high-affinity NOs™ uptake in those species.

Due to the effect of dark and the elevated HCOj; concentration in the assay
medium on NOj transport, cytosolic NOs;™ measurements were done in mesophyll leaf
cells of P. oceanica during light-dark transitions and in the presence of a high
concentration of inorganic carbon (1000 ppm CO, or 5 mM HCOy5') in the assay media.
These measurements, carried out for the first time in a seagrass by double-barrelled
NOs™ selective microelectrodes, rendered a cytosolic NO3™ concentration (NOj3*) of 5.7
+ 0.2 mM in mesophyll leaf cells incubated in NSW under light conditions. This value
is in the range of the values found in Chara corallina (1.6 mM NO;5'¢; Miller & Zhen,
1991), in the epidermal root cells of maize (Zea mays; 3.1 mM NOs’) and barley
(Hordeum vulgare; 4.9 mM NOs") (Miller & Smith, 1996) or in Arabidopsis root and
leaf cells (2.2 = 0.5 mM and 2.8 + 0.7 mM respectively; Cookson et al., 2005). Dark
conditions increase the cytosolic NOs™ concentration up to 8.5 + 1.1 mM NOs~ (Figure
31). This result, together with the lower NOj;™ transport previously observed in dark
conditions, indicates a decrease of N assimilation probably due to the absence of
photosynthetic activity. On the other hand, enrichment of natural seawater with 3 mM
HCOs evokes the on-going decrease of cytosolic NO;", from 5.7 £ 0.2 to 4.8 + 0.7 mM
after 40 min of treatment. This diminution of the NOs"; is not observed in continuous
bubbling the NSW with 1000 ppm CO,, in the presence or in the absence of 100 uM EZ
(Figure 32). These results, strongly suggest an outward NOs™ flow through S-type anion
channels induced by the internal dehydration of HCOj’, that could be relevant in future

scenarios of elevated inorganic carbon, since the chronic diminution of cytosolic NO3
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concentration could impair nitrogen assimilation and would contribute to the N biomass

dilution (Taub & Wang, 2008).

In the case of P; uptake, additions of micromolar concentrations of P; (5-100 uM
H,PO4) to ASW containing 10 mM HCOs™ evoked rapid membrane depolarizations in
P-starved plants (Figure 35). Pi-induced depolarizations showed saturation kinetics and
fitting of the data to the Michaelis-Menten equation rendered a Kj, value of 5.8 + 1 uM
H,PO4 and a maximum depolarization of 5.7 = 0.2 mV (Figure 36). Therefore, as
observed in Z. marina, mesophyll leaf cells of P. oceanica also exhibit a high-affinity
transport system for P; uptake. The semisaturation constant value obtained is lower for
P; than for NOj", pointing out the higher affinity for P; uptake in this species. In
addition, semisaturation constant for P; uptake kinetics is higher than that obtained in
epidermal root cells of Z. marina (1.5 pM; Rubio et al., 2005) but similar to the values
reported in leaves of the seagrasses Zostera noltii (12.1 uM P;; Pérez-Lloréns et al.,
1995), Thalassia hemprichii (7.7 uM Pj; Stapel et al., 1996.) or Thalasia testudinum
(11.9 uM Pj; Gras et al., 2003) and in the range of the high-affinity Kj, values described
among members of the H'-symporter (PHS) family in vascular terrestrial plants (Rae et

al., 2003).

In addition, no P;-induced depolarizations were observed in Na'-free ASW. As
found for NOj’, depolarizations induced by saturating phosphate concentrations (25 pM
P;) showed Na'-dependence and rendered a saturation curve at increasing Na~ (Figure
37). Semisaturation constant for Na" was 4.3 + 0.5 mM, a lower value than the quoted
for NOs™ transport, suggesting a higher efficiency for P; transport than for NO;3™ in P.
oceanica mesophyll leaf cells. Maximum restored depolarization at increasing Na'
concentrations was 4.5 = 0.1 mV, which effectively saturated at 50 mM Na". Therefore,
results shown in this work demonstrated that a Na'-coupled high-affinity P; transport

system operates at the plasma membrane of mesophyll leaf cell of P. oceanica.

Na'-dependence of both high-affinity transport systems is half-saturated at low
millimolar Na" concentrations but are higher than the K, for Na' reported in Z. marina
for the high-affinity NOs™ transport (0.72 mM Na'; Garcia-Sanchez et al., 2000) and are
also higher than the value reported for Na'/NO;™ transport in the marine diatom
Phaeodactylum tricornutum (2.58 mM Na'; Rees et al., 1980) or the Na' semisaturation
constant for Na" of the high-affinity HCO;" transporters found in cyanobacteria (1 and

1.7 mM; Price et al., 2004). In any case, these low-millimolar K, values for Na" imply

XXIII



Summary

that the NO;™ and P; high-affinity transporters of P. oceanica, as well as those of Z

marina, would be functioning at saturating Na' concentrations in seawater.

To explore the existence of other transport systems fuelled by Na' in P.
oceanica, the transport of the amino acids was also analyzed. After a survey among the
complete list of them, the two that caused a significant response were alanine (L-Ala)
and cysteine (L-Cys). As in the case of NO; and Pj, the addition of micromolar
concentrations of L-Ala evoked rapid membrane depolarizations in mesophyll leaf cells
of N-starved plants. Since both amino acids exhibit equivalent pH value (6.1), at the pH
of seawater (8.2) both solutes show a net negative charge; thus, to depolarize the
membrane a net influx of positive charge is needed. In both cases, L-Ala and L-Cys
induced depolarizations showed saturation kinetics and values were fitted to the
Michaelis-Menten equation, rendering a K, value of 37 = 11 uM L-Ala and 10 = 1 uM
L-Cys, both values corresponding with a high affinity amino acid transport system
(Figure 38). However, cysteine transport exhibited lower saturation concentration
(around 40 uM L-Cys) and lower maximum depolarization than alanine kinetics, which
saturated at 100 uM L-Ala. Several lines of evidence support the premise that dissolved
organic nitrogen utilization is widespread among seagrasses, which provides these
species with a competitive advantage over macroalgae in oligotrophic environments
(Van Engeland et al., 2011; Nafie et al., 2014). Saturation kinetics of amino acid
transport had been previously reported for the tropical seagrasses Thalassia hemprichii,
Halodule uninervis, and Cymodocea rotundata, showing K, values from 3.5 to 10.5
uM (Vonk et al., 2008), which are similar to the value obtained in mesophyll leaf cells

of P. oceanica for cysteine but are lower than the K, for alanine.

As in the case of NO;™ and Pj, the depolarizations were only recorded in ASW
containing Na' (Figure 39), suggesting that amino acid/Na“ symport systems operate at
the plasma membrane of P. oceanica. However, in contrast to the results of this work,
no evidence for Na'-dependent amino acid uptake systems has been previously
described in seagrasses. Interestingly, the Kj, values of the high-affinity amino acid
transport found in P. oceanica leaf cells are similar to those reported in kinetics analysis
of lysine/histidine-type LHT1 transport activity, from 7.4 to 44.8 uM (Svennerstam et
al., 2011). In terrestrial vascular plants this transporter functions as a general amino acid

permease similar to other AAPs which, when expressed in yeast or oocytes, mediate H'-
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coupled, Na'-independent, uptake of a wide variety of amino acids, reviewed by

Tegeder et al. (2014).

Considering the high Na" concentration (500 mM) of the seawater and the rather
negative membrane potential (-174 mV) measured in P. oceanica leaf cells, the
inwardly directed Na" electrochemical gradient (in millivolts) results in -260 mV, two-
fold higher than the H" motive force value (-121 mV) calculated in P. oceanica,
considering the cytosolic pH of mesophyll leaf cells (7.3) and the seawater pH (8.2).
Comparisons of Na™ electrochemical gradient against those calculated for NO;™ and P;
provide an estimation of Na' stoichiometry of the transport systems. Considering the
low NOs™ and P; concentrations of the Mediterranean Sea and cytosolic concentrations
of NOs™ (6 mM) and P; (5 mM) similar to the values previously discussed for Z. marina
(Rubio et al., 2005), around 350 mV are needed to energize the transport of NO3™ and P;
into P. oceanica leaf cells. This means that a stoichiometry of 2Na'/ NO;™ and 2Na'/P;
would render enough energy to make the transport thermodynamically feasible. Thus,
Na'-dependent high-affinity transport mechanisms found in P. oceanica mesophyll leaf
cells seem to support that secondary adaptation of vascular plants to alkaline and high
Na' environments, such as seawater, is based, together with other adaptation processes,
on exploiting the high inwardly directed electrochemical gradient for Na', despite the

. + .
widespread plasma membrane H' economy in vascular plants.

Figures are included in the main text. Thesis conclusions are shown on page

129.

XXV



YOYIYI 30
AvalSg3AINn




INTRODUCCION




YOYIYI 30
AvalSg3AINn




Introduccidon

1 Las plantas vasculares del medio marino

Las faner6gamas marinas son el unico grupo de angiospermas que ha
abandonado el medio terrestre para volver a vivir sumergidas en el mar, en el que
posiblemente haya sido el mayor cambio en la evolucion de las plantas con flores. Se
trata de un grupo polifilético de plantas monocotiledoneas, constituido por unas 72
especies pertenecientes a 4 familias del orden Alismatales (Les et al., 1997). Tres de
ellas, las familias Zosteraceae, Cymodoceae y Posidoniaceae, clasificadas anteriormente
como subfamilias de Potamogetonaceae, son exclusivamente fanerogamas marinas (den
Hartog, 1970). La cuarta familia, Hydrocharitaceae, incluye tres géneros de
faner6gamas marinas, aunque 14 géneros son plantas de agua dulce (den Hartog & Kuo,
2006). La familia Posidoniaceae posee un Unico género, Posidonia, que comprende 7
especies entre las que Posidonia oceanica (Linnaeus) Delile destaca por ser la tinica

presente en el hemisferio norte, siendo endémica del Mediterraneo (Gobert et al., 2006).

Las fanerogamas marinas se encuentran adaptadas a la vida en un medio
acuatico, salino y alcalino, poseen una polinizacion hidrofila y se anclan al sustrato
mediante un sistema de fuertes rizomas, siendo capaces de completar su ciclo de vida
completamente sumergidas y de competir con éxito con otras especies de organismos
marinos. Por ello reunen las caracteristicas para ser consideradas las tunicas plantas
vasculares marinas (Arber, 1920; den Hartog, 1970). Este grupo de plantas son
caracteristicas de aguas homoiohalinas y habitan un rango de profundidad que abarca
desde los 90 metros (Duarte, 1991) hasta la mitad de la zona intermareal, donde se
encuentran algunas especies del género Zostera, Cymodocea, Halodule y Halophyla
(den Hartog & Kuo, 2006). Asi, las fanerégamas marinas mas que un grupo taxondmico
constituyen un grupo ecoldgico funcional (Les ef al. 1997; Les & Tippery 2013) que
forman la base de uno de los ecosistemas costeros mas productivos y ampliamente

distribuidos en el planeta (Larkum et al., 2006).

La colonizacion del medio marino por parte de estas angiospermas tuvo lugar
durante el Cretacico (hace alrededor de 140 m.a) en al menos tres ocasiones
independientes (Les et al., 1997). Si bien el habitat marino ofrecia un ecosistema libre
de competidores terrestres, las fanerd6gamas marinas tuvieron que adaptarse a la vida en
el mar en un proceso reverso de evolucion (Williams, 2016) en el que muchos de los

mecanismos que previamente habian permitido la colonizacion del medio terrestre se
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modificaron en este grupo taxondmico respecto al resto de plantas vasculares. Los
mecanismos de adaptacion desarrollados por las faner6gamas marinas han quedado
fijados en sus genomas, como revela la secuenciacion completa del DNA de Zostera
marina primero (Olsen et al., 2016) y de Z. muelleri pocos meses después (Lee et al.,
2016), ambas de clima templado en el hemisferio norte y sur, respectivamente. En la
Figura 1 se resumen algunas de las adaptaciones del grupo para la vida en el mar, entre
las que se incluyen: pérdida de estomas, ausencia de compuestos volatiles como los
terpenoides, reduccion de genes de defensa, desaparicion de genes relacionados con la
proteccion frente a la radiacion UV, hojas hidrodindmicas en las que se reduce la
cuticula y aparicion de tejido aerenquimatico para la facilitar la flotacion y la
incorporacion de carbono inorgédnico (C;) del agua entre otras (Olsen et al., 2016;

Larkum et al., 2017).
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Figure 1. Summary of physiological and structural adaptations developed by seagrasses in their
colonization of the sea. Ecosystem services are shown in blue. Physical processes related to
salinity, light and inorganic carbon availability shown in white within light-green boxes. Gene
losses and gains associated with morphological and physiological processes shown in white
within the dark-green box on the right. Taken from Olsen et al., 2016.
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Por otra parte, en la colonizacion del medio acuatico, las fanerégamas marinas
se han adaptado a un medio salino, relativamente estable, caracterizado por una alta
concentracion de sodio (0.5 M), un pH alcalino (en torno a 8.2) y un baja disponibilidad

de nutrientes esenciales como nitrato o fosfato (Romero et al., 2006).

La adaptacion a la salinidad conlleva solventar el efecto toxico del incremento
de Na" en el citosol: a nivel celular provoca la disminucion de la sintesis proteica, dafios
osmoticos relacionados con la pérdida de agua en las células, la inhibicion del
transporte de nutrientes y, como consecuencia, la muerte celular; mientras que a nivel
de planta completa se observa la pérdida de hojas o la inhibicion del crecimiento de las
raices (Hasegawa et al., 2000; Tester & Davenport, 2003). Al tratarse de un i6n
positivo, la entrada de Na™ en las células vegetales se ve favorecida tanto por el
gradiente de concentracion, dirigido hacia dentro de la célula, como por la diferencia de
potencial eléctrico de la membrana, negativo en el citosol, favoreciendo la entrada
pasiva de dicho i6n (Cheeseman, 1988). Por ello, la base de los mecanismos de
tolerancia al Na" incluyen tanto la regulacién de los mecanismos de entrada pasiva de
este 16n, permeabilidad de la membrana, como la capacidad de la célula para mantener
la incorporacién de agua en situaciones de bajo potencial hidrico externo. Asi, tales
mecanismos incluyen la disminucién de la entrada pasiva de Na', la extrusion activa del
mismo, la compartimentalizacion y la sintesis de osmolitos compatibles (Munns &

Tester, 2008).

Los mecanismos de tolerancia a salinidad se manifiestan en un amplio rango de
adaptaciones, que comprenden desde el nivel celular hasta el de planta completa
(Flowers et al., 2015; Yeo, 1998). A nivel celular, el mantenimiento de un potencial de
membrana (£,,) altamente negativo parece ser crucial para la tolerancia a la salinidad en
hal6fitas (Shabala & Mackay, 2011). Las faner6gamas marinas poseen valores de £, en
torno a -160 mV (Rubio & Fernandez, 2019), valor relativamente maés negativo
comparado con los descritos para la mayoria de algas marinas (Gutknecht & Dainty,
1968; Gradmann & Boyd, 1995) o incluso en comparacion con el de las células de la
raiz de halofitas como Atriplex hastata (entre -130 y -140 mV; Anderson et al., 1977),
Atriplex lentiformis y Chenopodium quinoa (-140 mV en plantas crecidas en ausencia
de Na', Bose et al., 2015) o Halimione (=Atriplex) portulacoides (-140 mV en plantas

crecidas en suficiencia de K', Ait-Hammou et al., 2014).
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La diferencia de potencial eléctrico a ambos lados de la membrana plasmatica de
una célula refleja la energia disponible en la misma. El E,, de las células vegetales se
debe a dos componentes: un componente difusivo, generado por la distribucion
asimétrica de iones a ambos lados de la membrana; y un segundo componente,
metabolico, resultante de la actividad electrogénica de una bomba primaria que utiliza la
energia liberada en la hidrolisis de ATP para el transporte de iones (Spanswick, 1981;
Palmgren, 1998; Nobel, 2009). Las plantas vasculares terrestres utilizan una H-ATPasa
de tipo P como bomba primaria de la membrana plasmatica, que media la salida de H"
hacia el apoplasto consumiendo energia metabolica y generando un gradiente de
potencial electroquimico para los H' dirigido hacia el citosol (Palgrem, 2001; Falhof et
al., 2016). De manera clasica, la actividad de estas bombas de tipo P se ha identificado
mediante la respuesta a la fitotoxina fusicocina (FC), la cual es un agonista irreversible
de las ATPasas de tipo P (Marre, 1979). No obstante, esta herramienta diagnodstica no
permite discernir entre H'-ATPasa o Na'-ATPasa de tipo P, a no ser que se determine el
16n que atraviesa la membrana. En este sentido, se observo que la adicion de 10 uM de
esta fitotoxina al agua de mar provocaba una rapida hiperpolarizacion de la membrana
plasmatica en las células del mesofilo foliar de Z. marina y la acidificacion del medio
externo, resultados que indican la actividad de una H'-ATPasa de tipo P como bomba
primaria en esta fanerégama marina (Fernandez ef al, 1999). Asimismo, las
aproximaciones moleculares indican que en el caso de la plantas vasculares no se han
conservado bombas de Na", por lo que se espera que las fanerégamas marinas usen H'-
ATPasas para energizar la membrana plasmatica (Garciadeblas et al., 2001; Pedersen et
al., 2012). Es el caso de Z. marina (Fernandez et al., 1999), especie en la que ademas se
han identificado los genes que codifican para la H'-ATPasa del plasmalema que es

tolerante a la salinidad (Muramatsu et al., 2002; Olsen et al., 2016).

Ademas del mantenimiento de un potencial de membrana negativo, otro de los
mecanismos de tolerancia a la salinidad es minimizar la entrada pasiva de Na' al objeto
de mantener una elevada relacién K'/Na" en el citoplasma (Shabala & Mackay, 2011).
La restriccion de la entrada pasiva de Na' viene determinada por la permeabilidad de la
membrana a este i6n, la cual puede estudiarse mediante el uso de inhibidores de la
respiracion, tales como cianuro, en cuya presencia el componente metabolico del
potencial de membrana se inhibe. El potencial de membrana resultante es el potencial

de difusion (Ep), y refleja la asimetria de los iones K', Na" y Cl entre el citosol y el
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exterior de la célula (Nobel, 2009). En células vegetales el K" es el ion mas permeable,
seguido del Na" y del CI', cuya permeabilidad es entre un 1% y un 0.1% la del K
(Nobel, 2009). Asi, la respuesta del Ep a cambios de la concentracion externa de K™ en
presencia de 0.5 M Na' permitié determinar la permeabilidad relativa a Na' respecto a
K" (Py, /Px") de la membrana en Z marina, cuyo valor resultd extraordinariamente
pequeiio (Py, /Px" = 0.003; Fernandez et al.,1999) indicando una alta restriccién a la
entrada pasiva de Na' en esta especie. Por otra parte, estudios de patch-clamp muestran
que la permeabilidad de los canales cationicos de la membrana de las fanerogamas
marinas Zostera muelleri y P. oceanica son altamente selectivos para K™ respecto al
Na' (Garrill et al., 1994; Carpaneto et al., 2004). Estos resultados sugieren que las
faner6gamas marinas, frente a halofitas terrestres como Thellungiela halophila
(Pva /Px'= 0.12, Demidchik & Tester, 2002), mantendrian una extraordinaria

. .7 +
restriccion a la entrada de Na'.

Por otra parte, la extrusion de Na' desde el citoplasma también favorece el
mantenimiento de bajas concentraciones de Na' en el citosol. En el caso de Z. marina,
se ha descrito la extrusion activa de Na" mediada por un antiportador Na'/H" de la
membrana plasmatica de las células del mesofilo foliar (Rubio et al., 2011). Este
sistema parece estar codificado por el gen SOSI, clonado en Cymodocea nodosa
(CnSOS14 y CnSOSIB; Garciadeblas et al., 2007) y encontrado en el genoma de Z.
marina (Zosma28g00970.1; Olsen et al., 2016). Asi, la ruta SOS parece ser responsable
del mantenimiento de la homeostasis de Na y tolerancia a la salinidad no sélo en
Arabidopsis donde fue inicialmente descrita (Zhu, 2002), sino también en fanero6gamas

marinas.

Con todo ello, las faner6gamas marinas son capaces de mantener
concentraciones citosolicas de Na™ por debajo de 20 mM (Rubio ez al., 2005; 2011),
valores similares a los observados en plantas glicofitas terrestres (Carden et al., 2003)
pero mucho menores que los propuestos para haldfitas terrestres, con valores de entre
70 y 200 mM Na' en plantas crecidas en presencia de 50 y 400 mM Na',

respectivamente (Flowers et al., 2015).
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El mantenimiento de una baja concentracion de Na'" en el citosol, ademas de
evitar el efecto toxico, asegura el mantenimiento de un elevado gradiente de potencial
electroquimico para el Na', lo que permite el uso de dicho i6n para energizar la
incorporacion de nutrientes, tal como se ha demostrado para el transporte de alta
afinidad de nitrato y fosfato en Z. marina (Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al.,
2005). Esta especie mantiene concentraciones homeostaticas de Na' alrededor de 10
mM (Rubio et al., 2005) y lo hace, tal como se ha descrito anteriormente, restringiendo
las permeabilidad de la membrana plasmatica al Na™ (Fernandez et al., 1999) y a través
de un sistema de antiporte Na'/H" que expulsa Na’ fuera del citosol (Rubio et al.,
2011). Asi, en el medio marino, con 500 mM Na' y un pH alcalino (8.2), un potencial
de membrana por debajo de -160 mV garantiza una fuerza Na" motriz hacia el interior
celular casi 3 veces mayor que para el H (Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al.,
2005). En consecuencia, la presencia de sistemas de transporte acoplados a Na' parece
ser una importante ventaja de las faner6gamas marinas en la colonizacion del medio
marino. En este sentido, analizar si el modelo de energizacion de la membrana
propuesto para Z. marina se mantiene en otras fanerégamas marinas resulta esencial
para comprender el proceso de adaptacion de estas especies al medio marino. Por ello,
es determinante la medida del potencial de membrana, asi como el estudio de la bomba
primaria que lo mantiene, y de la permeabilidad de la membrana a los principales iones
del medio para investigar los mecanismos de incorporacion de nutrientes en este tipo de

plantas.

2 Incorporacion de nutrientes en fanerogamas marinas

Al vivir completamente sumergidas en el agua de mar, las faner6gamas marinas
han tenido que adaptarse a un medio altamente salino (0.5 M NaCl), alcalino (pH entre
7.9 y 8.2) y con baja disponibilidad de nutrientes esenciales como CO,, NOs™ y P;.
Teniendo ademas en cuenta la limitacion que supone la difusion de iones en los
ecosistemas acuaticos (Beer et al., 1980), las faner6gamas marinas han desarrollado
nuevas estrategias estructurales y fisioldgicas que parecen ser importantes para el
intercambio O,/CO,, la incorporacion de nutrientes y la homeostasis i6nica de las

células de la hoja (Olsen et al., 2016).
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De este modo, a diferencia de las plantas terrestres, las faner6gamas marinas
pueden incorporar nutrientes no sélo por la raiz, sino también a través de las hojas. Es
mas, existen numerosas evidencias que indican que el tejido foliar tiene una mayor
afinidad en el transporte de nutrientes y que pueden contribuir de forma sustancial al
total de su incorporaciéon (Burkholder, et al., 2007). Por ejemplo, en algunas
faner6gamas marinas establecidas sobre sustratos rocosos, como las praderas que forma
Amphibolis antarctica (y en ocasiones P. oceanica), casi todos los requerimientos

nutricionales inorganicos se incorporan a través de la hoja (Terrados & Williams, 1997).

Uno de los principales retos a los que se enfrentan las angiospermas adaptadas a
la vida en el medio marino es la incorporacion de carbono inorganico para la
fotosintesis. En plantas acudticas, tanto el CO, como el HCOj3™ son potenciales fuentes
de carbono, pero mientras que el CO, puede difundir a través de la membrana
plasmatica, el HCO;3™ necesita sistemas de transporte especificos para entrar en la célula
(Larkum et al., 1989). Sin embargo, debido al equilibrio del carbono inorganico en el
agua de mar (Ec. 1), el CO,, constituye tan s6lo un 1% del total de carbono inorgéanico

disuelto (DIC) disponible.

pPk=5.95 pk=9.12 ) )
CO, 4is + H,0 & H,CO; «——— HCO3 + H* «——— C03% + 2H* (Equation 1)

(Valores de pKs para una T* de 15°C y una salinidad de 35%o descritos por Millero et al., 2006)

A un pH 8.2 en el agua de mar, el ion HCOj es la forma de C; mas abundante,
representando el 90% del total de DIC, mientras que el 9% restante corresponde al i6n
carbonato (COs™). El bajo valor de la tasa de deshidratacion espontanea del HCO5™ al
pH del agua de mar junto con la baja tasa de difusion del CO, a través de la membrana
podria suponer un factor limitante en el suministro de CO, para la fotosintesis en

plantas marinas (Falkowski & Raven, 2007; Raven, 1984).

Las fanerogamas marinas crecen en ambientes de concentracion de carbono
inorganico disuelto relativamente alta y estable (DIC; 2.1-23 mM) y con
concentraciones de HCO3; mas de 100 veces mayores que de CO; disuelto en agua (2.0-
2.5mM HCOj3 vs 10-15 uM COx). El uso fotosintético del HCOs™ se ha estudiado en
una amplia mayoria de macroalgas y fanerégamas marinas (revisado en Koch et al.,
2013). Se sabe que las angiospermas marinas utilizan el HCO;™ como fuente de C; (Beer
et al., 2002; Koch et al., 2013; Borum et al., 2016; Larkum et al., 2017). Sin embargo,

se ha descrito que los sistemas de incorporacion de HCO;™ que poseen son relativamente
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ineficientes en comparacion con las macroalgas (Durako 1993; Beer & Koch 1996;
Invers et al. 1999; Poschenrieder et al., 2018). Esta relativa menor eficiencia parece ser
consecuencia del origen terrestre de las fanerégamas marinas, cuya colonizacion del
medio marino tuvo lugar bajo una atmoésfera mucho menos enriquecida en CO; que la

atmosfera inicial (Beer & Koch, 1996; Poschenrieder et al., 2018).

Ya que la mayoria de las especies de fanerdgamas marinas son plantas Cj, su
fotosintesis no est4 saturada por la disponibilidad actual de carbono inorganico (Koch et
al. 2013). En consecuencia, un incremento de la presion parcial de CO; podria aumentar
la tasa de fotosintesis asi como reducir el coste energético en relacion a la
fotorrespiracion (Raven et al. 2014; Borum et al., 2016). No obstante, el impacto del
incremento del CO; atmosférico sobre la fotosintesis de las fanerégamas marinas podria

variar en funcion del uso del HCO3™ como fuente de C; en estas especies.

El uso del HCO;3 para la fotosintesis en angiospermas marinas puede ser

resumido en dos modelos basicos:

(a) Conversion de HCO3;  a CO, y OH™ en el apoplasto catalizada por una
anhidrasa carbonica externa (CA, Carbonic Anhydrase). Este proceso debe ser sensible
a acetazolamida (AZ), un inhibidor no permeable a la membrana plasmatica (Fig. 2a;
Beer et al., 2002; Bjork et al., 1997; Invers et al., 1997, 1999; James & Larkum, 1996).
Una variacion de este proceso podria ser la conversion de HCO3;™ a CO, en regiones
acidas del apoplasto, de forma que la acidificacion aceleraria la conversion de HCOs™ a
CO; y estableceria una mayor relacion CO,:HCOj3™ que en el agua de mar y en el resto
de la capa limitrofe (Beer et al., 2002; Hellblom & Axelsson, 2003). La presencia de
estas bandas acidas se ha descrito en caraceas, donde la extrusion localizada de H'
produce zonas acidas y alcalinas alternas como sucede en los filamentos del alga de
agua dulce Chara corallina (Lucas & Berry, 1985; Shimmen et al., 2003). Cuando se
complementa con las regiones acidas, este modelo de deshidratacion externa de HCO;3
se considera un mecanismo de concentraciéon de CO, (Ferrier, 1980; Walker et al.,

1980).

(b) Incorporacion directa de HCO; mediante un simporte energizado por H'
(Fig. 2b), como ha sido propuesto para Cymodocea nodosa, Zostera marina, Ruppia
maritima o Halophila ovalis (Invers et al., 1999; Hellblom et al., 2001; Beer et al.,
2002; Uku et al., 2005).
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Figure 2. Model for HCO; utilization in seagrasses: (a) Apoplastic dehydration of HCO;
catalysed by an external carbonic anhydrase (CA) and CO, diffusion into the cytosol. (b) Direct
uptake of HCO; by means of a H' energized symport, and subsequent internal CA-mediated
HCOj conversion into CO, and OH'".

Ambos mecanismos para la utilizacion del HCOj3™ podrian verse favorecidos por
el uso de H-ATPasas para energizar la membrana plasmatica. La salida de protones a
través de la misma crearia regiones acidas en el apoplasto donde la conversion de
HCOs™ a CO; podria ser acelerada como se ha descrito para las cardceas (Ferrier, 1980;
Walker et al., 1980). No obstante, en el caso de las fanerégamas marinas no se ha
descrito la existencia de este tipo de bandas acidas en el apoplasto, las cuales, en el caso
de existir ocuparian areas pequefias (Raven & Beardall, 2016), si bien el gradiente de
H' hacia en interior celular generado por H'-ATPasas en estas pequefas areas hace
factible la incorporacion de HCO;™ en simporte con H' (Beilby & Bisson, 2012; Lucas
et al.,1983).

En cualquier caso, la anhidrasa carbonica jugaria un papel importante en la
produccion primaria de algunas fanerégamas marinas (Tsuzuki & Miyachi, 1989;
Badger & Price, 1994; Beer & Rehnberg, 1997; Poschenrieder et al., 2018),
contribuyendo a satisfacer la demanda de carbono inorganico de estas plantas en
condiciones naturales. Esta contribucion representa un 25% en Posidonia australis
(James & Larkum, 1996), un 75% en Z. marina (Beer & Rehnberg, 1997), un 53% en P.
oceanica y un 35% en C. nodosa (Campbell & Fourqurean, 2013).

En faner6gamas marinas el uso de HCOj; ha sido estudiado principalmente
mediante la medida a corto plazo de la respuesta de la fotosintesis a inhibidores (como
AZ) que actuan en el funcionamiento externo de la CA, o mediante tampones para
inhibir la acidificacion de la capa limitrofe (Beer et al., 2002). De este modo, se ha

observado que P. oceanica y P. australis son capaces de deshidratar el HCO3™ en el
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apoplasto (Invers et al., 1999; James & Larkum, 1996), aunque Invers ef al. (2001) no
descartan la posibilidad de una incorporacion directa de HCOj3™ en P. oceanica. Por otro
lado, Z. marina (Hellblom et al., 2001), el morfotipo de sol de Zostera noltii (Mercado
et al., 2003), asi como otras numerosas especies tropicales (Uku et al., 2005) parecen
incorporar el HCOs directamente. Finalmente, en otras dos especies de faner6gamas de
aguas templadas de Australia, Halophila ovalis y Syringodium isoetifolium, también se

ha propuesto una incorporacion directa de HCOs™ (Borum et al., 2016).

Algunos trabajos, tanto de faner6gamas marinas como de otras plantas acuaticas,
utilizan la medida directa de iones para investigar qué forma de carbono inorganico
(CO; 0 HCOy) entra en las células de plantas que utilizan el HCO5™ al pH alcalino del
agua de mar (Beer et al., 2002; Raven & Beardall, 2016). Asi, para averiguar qué
especies de C; atraviesan la membrana plasmatica, una alternativa al uso de inhibidores
anadidos al medio externo podria ser la medida del pH citosolico (pH.) en respuesta a
pulsos de carbono inorganico. En funcion de la forma de carbono inorganico que entra
en la célula, el efecto sobre el pH, seria diferente. La deshidratacion externa del HCOj5
(catalizada por CA) podria resultar en la entrada por difusiéon pasiva de CO,,
acidificando el citoplasma tal y como estd descrito para la hepatica Riccia fluitans por
Ballesteros et al. (1998). Por el contrario, un transporte de HCO; mediado por H'
inicialmente acidificaria el citoplasma, pero después de la deshidratacion interna del

HCO3 a CO,, los OH generados volverian a alcalinizar el citosol.

Puesto que ambos modelos de utilizacion del HCOs' tienen un coste energético
(Raven et al., 2014), la membrana plasmatica ha de ser energizada cualquiera que sea el
mecanismo presente (Raven & Hurd, 2012). Ambos modelos podrian estar
principalmente asociados a la actividad de una H'-ATPasa como bomba primaria, ya
que las bombas de protones impulsadas por ATP son capaces de acidificar el apoplasto,
facilitando la conversion del HCO3™ a CO,; disuelto. En este caso, la produccion de CA
externa unida a la membrana para catalizar la que de otra forma seria una conversion
quimica lenta del HCOj;™ en CO,, también supondria un gasto energético (Larkum et al.,
1989). De igual forma, se necesita energia para establecer y mantener el gradiente de
protones a través de la membrana que impulse el cotransporte de protones y HCO;™ asi
como para la sintesis de CA interna que catalice la conversion de HCOs™ en CO, (Beer

et al., 2002).
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Por otro lado, ademas del H', el Na" y el CI" también podrian tenerse en cuenta
para impulsar el transporte de HCOs™ en las faner6gamas marinas. La incorporacion de
HCO; para la fotosintesis dependiente de Na™ se ha descrito en cianobacterias (Badger
et al., 2002; Badger & Price, 2003). Ademas, la existencia de un intercambio con
aniones ha sido propuesta para la incorporacion directa de HCO;3;™ en algas marinas
(Drechsler et al., 1993; Fernandez et al., 2014; Larsson & Axelsson, 1999). Cabe
destacar la estimulacion de la fotosintesis dependiente de Na" observada en Z. muelleri
(Millhouse & Strother, 1986, 1987). El uso de H', Na’ o CI" como iones motrices en la
incorporacion de HCOs™ daria como resultado un efecto diferente sobre el pH. y las
concentraciones citosélicas de cada uno de ellos. Si el Na™ fuera el i6n motriz, tendria
lugar un aumento de la concentracion citosélica de Na“ de forma simultinea a la
incorporacion de HCOs'; si fuera el CI' el i6n motriz, la concentracion de Cl” en el
citoplasma disminuiria al mismo tiempo que el HCOs™ fuera incorporado a la célula. En
ninguno de los casos se daria una acidificacion inicial del pHc. En la literatura, la
presencia de sistemas de incorporacion de HCO; impulsados por Na” y Cl” se ha
evidenciado mediante el uso de inhibidores especificos como monensina (MON;
Pressman 1976; Pressman & Fahim 1982), acido 4,4’- diisotiocianatostilbeno-2,2’
disulfonico (DIDS), y acido Nitro-PhenylPropylamino-Benzoico (NPPB; Schroeder et
al., 1993; Schwartz et al., 1995).

Por otra parte, la presencia de un transportador de HCOj; tendria un papel
importante en organismos con mecanismos de concentracion de carbono (CCMs, Raven
et al., 2014; Raven & Beardall, 2016). Los mecanismos de concentracion de carbono
implican la acumulacion de CO, en el cloroplasto, dando lugar a una mayor
concentracion que en el resto del medio en el estado de equilibrio durante la fotosintesis
(Raven et al., 2014). Aunque la conversion de HCOs3™ a CO, catalizada en el exterior
celular es un mecanismo importante de utilizacion del HCO;™ en faner6gamas y
macroalgas marinas, no es capaz de elevar la proporcion de CO; a concentraciones por
encima del equilibrio (Beer et al., 2002). Para constituir un CCM, la deshidratacion de
HCOs5' catalizada ha de tener lugar en un compartimento acido (intra o extra) celular,
para que la concentracion de CO, en el equilibrio sea lo bastante elevada (Giordano et
al., 2005). Por el contrario, un transporte activo de HCOs™ a través de la membrana
plasmatica y su posterior conversion a CO; catalizada en el interior celular ha sido

propuesto como un CCM en algas (Giordano et al., 2005) asi como en fanerégamas

13



Introduccion

marinas (Beer et al., 2002; Raven et al., 2008). Sin embargo no hay estudios publicados
que demuestren esto en faner6gamas marinas, seguramente debido a la compleja
estructura de su hoja, con diferentes tipos celulares fotosintéticos y no fotosintéticos asi

como espacios aéreos intercelulares.

Dentro de la incorporacion de nutrientes, ademas del C, el N y el P, son
elementos fundamentales para el funcionamiento de la célula. La faner6gama marina P.
oceanica tiene un crecimiento limitado por N y P (Alcoverro et al., 1997), aunque es
capaz de crecer a concentraciones bastante bajas de ambos nutrientes, habitualmente por
debajo de 5 uM en el Mar Mediterraneo (Bethoux et al., 2005), pudiendo competir con
la proliferacion de otras especies como Cymodocea nodosa (Alcoverro et al., 1997,
Pérez et al., 1991). Asi, para incorporar los nutrientes a tan bajas concentraciones
externas y poder mantener la produccion primaria las fanerégamas marinas han debido

desarrollar:

(1) Sistemas de transporte de alta afinidad (con muy baja Kj), dada la baja
concentracion de N y P en el medio marino.

(i1))  Un potente sistema para energizar el movimiento de iones NOs™ y P; a través de
la membrana plasmatica capaz de compensar la elevada fuerza i6n motriz hacia

el exterior celular de tales aniones.

El nitrogeno es uno de los nutrientes esenciales para las plantas. Constituye
compuestos celulares como aminodcidos, proteinas, nucledsidos fosfato y acidos
nucleicos entre otras macromoléculas organicas, por lo que su disponibilidad puede

limitar el mantenimiento y crecimiento de la biomasa (Touchette & Burkholder, 2000).

En plantas vasculares los sistemas de incorporacion de NOj; presentes se
clasifican en dos tipos: sistemas de transporte de baja afinidad (Low-Affinity Transport
System - LATS) y sistemas de transporte de alta afinidad (High-Affinity Transport
System -HATS). Los LATS muestran cinéticas de tipo linear y su contribucion a la
incorporacion de NOs™ es significativa a concentraciones en el medio externo por
encima de 1 mM. Los HATS son sistemas de cinética saturable y median el transporte
de NO;™ a bajas concentraciones (1 uM - 1 mM) en el medio externo (Crawford &

Glass, 1998).
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En Arabidopsis se han descrito dos tipos de HATS: un transportador constitutivo
(cHATS), que se encuentra disponible incluso cuando las plantas no han sido
previamente suplementadas con NOj', y un transportador inducible (iHATS) que es
estimulado por NOs™ en el medio externo (Crawford & Glass, 1998; Miller et al., 2007).
En la misma especie modelo dos familias de genes codifican potencialmente para
proteinas transportadoras responsables de la incorporacion de NOs™ en la raiz o la
distribucién en la planta: NRT1, con 53 miembros y NRT2, con 7 miembros (Forde,
2000; Orsel et al., 2002). La familia NRT1 (nitrate transporter) o también llamada PTR
(peptide transporter) incluye transportadores de nitrito (Sugiura et al., 2007), péptidos
(Komarova et al., 2008) y aminoacidos (Zhou et al., 1998) pasando a denominarse NPF
(Léran et al., 2014). Las proteinas de esta familia son los principales constituyentes de
los LATS. Sin embargo, a elevadas concentraciones de NOjs', algunas de ellas como
NRTI1.1 en Arabidopsis (Liu & Tsay, 2003) y MtNRT1.3 en Medicago truncatula
(Mor¢re-LePaven et al. 2011), funcionan como transportadores de doble afinidad
implicados tanto en HATS como en LATS. Por su parte, los transportadores de la
familia NRT2, son los principalmente implicados en los HATS, si bien de los 7
componentes identificados en Arabidopsis, 6 necesitan de una segunda proteina, NAR2

(Nitrate Assimilation Related protein) para el transporte de NOs™ (Kotur ef al., 2012).

En plantas vasculares terrestres, donde la H'-ATPasa energiza la membrana
plasmatica (Pedersen et al., 2012), el transportador NRT2.1 funciona en simporte con
H" (Zhou et al., 2000), siendo este modelo el mas aceptado para la incorporacion de
NO;™ de alta afinidad en plantas (William & Miller, 2001; Miller et al., 2007, Wang et
al., 2012). La incorporacion de NOj3™ en células individuales se encuentra asociada a la
despolarizacion de la membrana plasmatica, es decir, a un aumento de las cargas
positivas en el interior de la célula (Crawford et al., 1998). Para explicar la
despolarizacion de la membrana junto con el acoplamiento del gradiente de protones, se
ha propuesto que la incorporacion de NOs™ estda mediada por 2H'/ NOs™. Se trata por
tanto de un mecanismo tipo simporte y electroforético (Miller & Smith, 1996; Lupini, et

al., 2016).

A diferencia de las plantas vasculares terrestres, los mecanismos de transporte de
alta afinidad de NOs; (y Pi) de la membrana plasmatica de Z. marina no estan
impulsados por H' sino por Na' tanto en las células de la raiz como en el meséfilo foliar

(Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005). Estos sistemas de transporte
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dependientes de Na' muestran cinéticas de saturacion en el rango micromolar, y
presentan constantes de semisaturacion (K),) similares a los de algas marinas (2-13 uM
NOj’; De Boer, 1985) pero mucho menores que los transportadores de incorporacion de
NOs™ de alta afinidad de plantas terrestres, con valores cercanos a 60 uM NO;3™ en
cebada (Glass et al., 1992) o Arabidopsis (Okamoto et al., 2006; revisado en Wang et
al., 2012). Sistemas de transporte acoplados a Na' se han descrito previamente en otros
organismos marinos como es el caso de la incorporacion de HCO;™ dependiente de Na”
en cianobacterias marinas (Shibata et al., 2002; Price et al., 2004) o los sistemas de
incorporacién de NOs’, glucosa y aminoacidos dependientes de Na“ en diatomeas
marinas (Rees et al., 1980; Raven, 1984). Sin embargo, no existen evidencias
funcionales, aparte del caso de Z. marina, de sistemas de incorporacion de NOs™ (y P;)
de alta afinidad dependientes de Na' en la literatura de plantas vasculares. Por tanto, el
transportador NRT2.1 podria haber evolucionado hacia el uso de Na" como ién motriz

en el caso de las angiospermas marinas.

Por otra parte, la medida de la concentracion de nitrato en el citosol es esencial
para determinar el mecanismo de transporte de nitrato a nivel de plasmalema ya que el
gradiente electroquimico de este i6n a través de la membrana plasmatica determina la
fuerza 16n motriz necesaria para la incorporacion del mismo. Ademas, los cambios en la
concentracion citosélica de nitrato pueden ser un posible mecanismo de regulacion de la
incorporacion de dicho nutriente (King ef al., 1993). Varias técnicas han sido utilizadas
para determinar la concentracion de nitrato intracelular, que pueden agruparse entre las
que miden la que cantidad de NOs total en el citoplasma (incluyendo los orgéanulos
intracelulares), como el andlisis compartimentado del flujo de salida de marcadores
radioactivos y el fraccionamiento celular; y las que estiman la cantidad de NOs™ en el
citosol, como las basadas en la actividad nitrato reductasa o el uso de microelectrodos
selectivos para nitrato (Siddiqi & Glass, 2002). Por tanto, existe un amplio rango de
valores descritos para la concentracion intracelular de nitrato en funcién del método de
medida empleado (Siddiqi & Glass, 2002; Britto & Kronzucker, 2003). Sin embargo,
solo el uso de microelectrodos selectivos para nitrato es capaz de determinar la
actividad i6nica in vivo y en consecuencia generar valores mas precisos (Walker et al.,

1995; Miller & Smith, 2008).
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Ademas del flujo de iones a través de la membrana, diferentes procesos celulares
determinan la magnitud de la concentracion citosélica de NOs”, como es la asimilacion a
través de la actividad nitrato reductasa (NR). Esta enzima se ve afectada por cambios en
el medio ambiente como luz, oscuridad, pH y concentracion de CO, (revisado en Kaiser
& Huber, 2001). Las alteraciones en el medio externo pueden reflejarse en cambios en
la concentracion citosolica de nitrato que a su vez pueden suponer una sefial celular
aportando una conexion entre los cambios en el medio ambiente y las repuestas
celulares (Miller & Smith, 2008). En consecuencia, la concentracion intracelular de
nitrato se ve sometida a variaciones, si bien el mantenimiento dentro de un rango de
concentraciones es esencial debido a la toxicidad que supone la acumulacion de nitrato

citosolico (Miller & Smith, 2008).

Por otro lado, dentro del poo/ de nitrogeno organico disuelto (DON), los
aminoacidos constituyen una fraccion aportada por la descomposicion de materia
organica pero a la vez relativamente 1abil y por tanto con una elevada tasa de reemplazo
(Bronk et al., 2002). Ademas de las formas inorgéanicas, las faner6gamas marinas son
capaces de incorporar N en forma de aminoacidos lo que puede suponer una ventaja
competitiva especialmente en ambientes oligotroficos. Sin embargo, hasta el momento

pocos son los trabajos que han estudiado esta forma de incorporacion de N (Bird et al.,

1998; Vonk et al., 2008; Van Engeland et al., 2011).

Por su parte, el fosforo juega un papel esencial en el metabolismo vegetal ya
que, entre otros, esta implicado en conservar y transferir energia en el metabolismo
celular. Ademads, es un componente estructural indispensable de los acidos nucleicos,
coenzimas, nucleotidos, fosfoproteinas, fosfolipidos y azucares fosfato (Raghothama,
1999; Schachtman et al., 1998; Poirier & Bucher, 2002). Sin embargo, la concentracion
de P; en el agua de mar se encuentra entre 0.1 - 1.7 uM, aunque puede llegar hasta
valores de 20 uM en el agua instersticial del sedimento en zonas habitadas por

faner6gamas marinas (Touchette & Burkholder, 2000).

En plantas vasculares terrestres, la incorporacion de P; de alta afinidad esta
mediada por los transportadores PHT1 pertenecientes a la familia multigénica PHT
con 9 miembros en Arabidopsis (revisado en Nussaume et al., 2011). Estos sistemas de
transporte, al igual que en el caso del NOj3", también requieren energia y se encuentran

generalmente acoplados al gradiente de potencial electroquimico de H™ generado por la
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H'-ATPasa de la membrana plasmatica, impulsando de este modo la actividad de
simportadores H'/P; (Ullrich-Eberius ef al., 1984; Rausch & Bucher, 2002). En el caso
de Z. marina, la incorporacion de P; de alta afinidad estd mediada por un sistema de
transporte dependiente de Na™ (Rubio et al., 2005), el cual no habia sido caracterizado
anteriormente en otras plantas vasculares (Rausch & Bucher, 2002). No obstante, si se
ha comprobado que el transporte de P; se estimula por Na® en numerosas algas verdes

(Raven, 1984; Reid et al., 2000).

3 Incremento de CO; ., acidificacion oceanica e incorporacion de

nutrientes en fanerégamas marinas

Durante las ultimas décadas se ha venido alertando del aumento de la
concentracion de didéxido de carbono en la atmosfera (CO; um) y sus consecuencias
sobre el cambio climatico. Hoy dia existe una amplia aceptacion en la comunidad
cientifica acerca del incremento de CO; .m (el principal gas de efecto invernadero)
generado por la actividad humana y el consecuente aumento de la temperatura en la
superficie de la tierra (IPCC, 2013). La concentracion de CO; presente en la atmoésfera
en la actualidad es de 409 ppm (NOAA-CCGG, 2019) y, no s6lo continia aumentando,
sino que la velocidad con que lo estd haciendo se ha acelerado en los ultimos afios.
Algunos modelos predicen que la concentracion de CO, aumentara hasta 550 ppm a
mediados de este siglo y probablemente llegue o incluso supere las 1000 ppm en el afio

2100 (Royal Society, 2005; IPCC-Collins et al., 2013).

Los océanos constituyen el 70% de la superficie terrestre y tienen un papel
fundamental en numerosos procesos de la Tierra. Ademas albergan una gran variedad
de habitats y ecosistemas de miles de especies de organismos. Antes de la revolucion
industrial, los océanos constituian una fuente de CO, neta a la atmosfera, pero durante
los ultimos 250 afios se han convertido en un sumidero de CO, (Sabine et al., 2004;
Sabine & Feely, 2007). Actualmente la mayor parte de las emisiones antropogénicas de
CO; a la atmosfera son, con el tiempo, absorbidas por los océanos, afectando a la
quimica del carbono. El incremento de CO; en la atmdsfera, hace que se desplace el
equilibrio aire-agua, aumentando la concentracion de CO, en los océanos. El
incremento de CO; provoca la disminucion del pH del agua de mar, es decir, aumenta la

concentracion de H' (Eq. 1), lo que se denomina acidificacion de los océanos. Asi, el
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pH oceanico en superficie ha disminuido 0.1 unidades desde el comienzo de la era
industrial y se prevé que siga disminuyendo durante este siglo con consecuencias
potencialmente adversas para la biota marina (IPCC-Ciais et al., 2013). Si la
concentracion de CO; en la atmosfera alcanza las 1000 ppm, se estima que el pH en las
aguas oceanicas superficiales baje de 0.06 a 0.3 - 0.4 unidades de pH a finales de siglo
segun las diferentes regiones (Orr et al., 2005; IPCC-Ciais et al., 2013). Ademas,
debido al equilibrio entre CO,, HCO;" y COs? (Eq. 1), el aumento de CO, conlleva el
incremento de la concentraciéon de HCOs y CO;? dando lugar a una mayor

concentracion de carbono inorganico disuelto (DIC).

Al actual pH oceanico (entre 7.9 y 8.2; IPCC, 2013), el CO, constituye la menor
parte de DIC, pero tendra el mayor porcentaje de incremento (>250%) entre los
componentes del DIC al igual que la caida de pH consecuencia del aumento de CO;
atmosférico previsto para 2100. Por el contrario, la mayor proporcion de HCO;™ s6lo
incrementara un 24% en 2100. No obstante en términos absolutos (mol Kg™) el nivel de
HCOs3™ aumentara mas que el de CO; (Raven et al., 2005). Estos cambios fundamentales
en la quimica oceanica probablemente tengan consecuencias bioldgicas en cascada en

los ecosistemas marinos (Hofmann et al., 2010).

La disminucion del pH oceanico, no sélo afecta a la quimica del carbono, sino
que también altera la especiacion idnica de otros nutrientes como el hierro, el amonio y
el fosfato. Si bien la concentracion de NOj; parece no cambiar, el descenso de pH
supondria una mayor relacion NH,'/NHj; por la disminucién de la cantidad de NH;, asi
como un descenso de las concentraciones de PO, y HPO4? (Zeebe & Wolf-Gladrow,
2001). De este modo, la acidificacién oceédnica puede afectar a los mecanismos de
incorporacion de nutrientes y su energética en el caso de las faner6gamas marinas.
Aparentemente, el cambio de pH aumentaria tanto el gradiente de H', favoreciendo a
los sistemas de transporte acoplados a este i6n, como el gradiente de Na', por aumento
de la actividad del antiportador de la membrana plasmatica Na'/H". No obstante, dada
la elevada y constante concentracion de Na“ en el AMN (0.5 M), el gradiente de
potencial electroquimico para dicho i6n (Afiy,+/F) siempre sera mayor que para los
H'. En este sentido, la acidificacién externa supondria una menor concentraciéon de Na"
en el citosol, en beneficio de los mecanismos dependientes de Na". Ademas, ya que la
mayoria de faner6gamas marinas estan limitadas por la actual disponibilidad de C;

(Koch et al. 2013), es de esperar que la fotosintesis de las mismas aumente con el
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progresivo incremento de CO, y HCO3™ en el agua (Borum ef al., 2016). Sin embargo,

el aumento del DIC podria ademas tener consecuencias importantes en la homeostasis

16nica.

Por tanto, la acidificacion oceédnica es un efecto muy importante en el contexto

del cambio climdtico, si bien la amenaza que supone al medio ambiente marino ha sido

reconocida recientemente. No obstante, aun se desconoce una gran mayoria de los

procesos quimicos y bioldgicos que pueden verse afectados. Por tanto, el estudio de los

procesos que pueden verse alterados supone un reto complejo y significativo para poder

predecir el impacto de la acidificacion ocednica en especies de interés como las

faner6gamas marinas.

4 OBJETIVOS

20

Caracterizacion electrofisiologica de la membrana plasmatica de la angiosperma
marina Posidonia oceanica. Identificacion de la bomba primaria responsable de
la energizacion del plasmalema en células del mesoéfilo foliar de P. oceanica y
determinacion de la permeabilidad relativa de la membrana plasmatica a Na"

N
con respecto a K.

Caracterizacion del uso de HCO3;™ como fuente de carbono inorganico para la
fotosintesis en P. oceanica. Determinacion del efecto de la adicion de HCOs”

sobre el pH,, y la concentracion citosolica de Na' y CI..

Caracterizacion de los mecanismos de incorporacion de NOs', P; y aminoécidos
(L-Alanina y L-Cisteina) en células del mesofilo foliar de P. oceanica.
Determinacion mediante técnicas electrofisiologicas de los pardmetros cinéticos

y del i6n motriz responsable del transporte.

Caracterizacion del efecto del incremento de HCOj;™ sobre la incorporacion de
NOs™ y de P; en células del mesofilo foliar de P. oceanica. Determinacion del

efecto del aumento de CO, o0 HCOj3™ sobre la concentracion citosdlica de NOs'.
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1 Material Vegetal

1.1 Taxonomia, distribucion y morfologia de Posidonia oceanica

Posidonia oceanica (Linnaeus) Delile es una angiosperma marina perteneciente
a la division Magnoliophyta, clase Liliopsida. Esta especie se incluye en el orden
Alismatales, familia Posidoniaceae, (den Hartog, 1970). Su nombre hace alusion a la
deidad griega Poseidon (dios del mar) y también se conoce como “hierba de Neptuno” o

“alga de vidrieros”.

De las 7 especies que comprenden el género Posidonia, se trata de la Unica
presente en el hemisferio norte, siendo endémica del Mediterraneo. Las 6 restantes (P.
angustifolia Cambridge & Kuo, P. australis J.D. Hooker, P. denhartogii Kuo &
Cambridge, P. kirkmanii Kuo & Cambridge, P. ostenfeldii den Hartog y P. sinuosa
Cambridge & Kuo) se encuentran distribuidas a lo largo de la costa sur de Australia
(den Hartog, 1970, Robertson 1984). Ademas de la separacion geografica, parece que la
especie mediterranea y las australianas muestran divergencias en su material genético
(Waycott & Les, 2000; Waycott et al., 2006; Aires et al., 2011) que indican que la
separacion de los dos grupos tuvo lugar relativamente pronto en la historia evolutiva de
las fanerogamas marinas, probablemente durante el Eoceno tardio, hace unos 40 m.a.
De este modo, el origen del género Posidonia habria tenido lugar en el entonces

presente Mar de Tethys (Aires et al., 2011).

Aunque Posidonia oceanica es endémica del Mediterraneo, no es la Unica
faner6gama marina presente en este mar, sino que comparte situacion geografica con
otras 8 especies (Cymodocea nodosa (Ucria) Ascherson, Zostera marina Linnaeus,
Zostera noltii  Hornemann, Halophila stipulacea (Forsskal) Ascherson, Halophila
decipiens Ostenfeld, Ruppia maritima Linnaeus, Ruppia cirrhosa (Petagna) Grande, y

Halodule wrightii Ascherson) (Short et al., 2007).

En el Mediterraneo, las praderas de P. oceanica cubren una superficie de 12 247
km? (Telesca et al., 2015) (Fig. 3). Por el oeste, su presencia esta asociada al limite de
masas de agua de distinta densidad entre el Atlantico y el Mediterraneo que supone el
estrecho de Gibraltar (Marba et al., 1996, Moreno et al., 2004). Por el este, el limite de
localizacion es mas amplio en la costa norte que en la costa africana, estando ausente en

la costa de Libano, Israel y Syria (Gobert et al., 2006; Telesca et al., 2015) (Fig. 3).
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Figure 3. Distribution of P. oceanica meadows in the Mediterranean Sea. Taken from Telesca
etal., 2015.

En Espafia, las praderas de P. oceanica se encuentran ampliamente distribuidas a
lo largo de la costa este y sur peninsular (Gerona, Tarragona, Castellon, Alicante,
Murcia, Almeria, Granada y Malaga), asi como en las Islas Baleares, ocupando una
superficie de 1727 km? (Telesca et al., 2015). En Andalucia las praderas mas extensas y
densas de P. oceanica se localizan en la provincia de Almeria, con 56 km? de praderas
monospecificas y 11 km” de praderas mixtas con otras angiospermas y macroalgas. En
el litoral de la provincia de Malaga, P. oceanica aparece de forma irregular y dispersa,
observandose rodales de tamafio intermedio, y praderas con importantes
discontinuidades. En Malaga, las poblaciones de P. oceanica ocupan un total de 0.53
km? que se distribuyen en tres grandes 4reas: la oriental, en el tramo comprendido entre
Molino de Papel (Arroyo de la Miel) y Nerja; zona centro, entre el faro de Calaburras y
Calahonda; y el tramo entre el Saladillo y Estepona, con algunos rodales aislados en
punta Chullera (POSIMED, 2014). Esta punta, situada muy préxima ya al Estrecho de
Gibraltar y a la provincia de Cadiz, se puede considerar como el actual limite de

distribucion occidental de la especie (Moreno et al., 2004).
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En cuanto a los fondos, Posidonia oceanica se encuentra normalmente sobre
sustratos arenosos de profundidad variable (hasta 40 m) (Pergent ef al., 1995). En el
caso del Mediterraneo espafiol, la especie forma praderas tanto sobre fondos rocosos
como arenosos en el piso infralitoral, es decir, desde 0.5 m hasta una profundidad
maxima que depende de la transparencia del agua, siendo la luz uno de los factores
determinantes de la distribucioén y densidad de poblacion de P. oceanica (Elkalay et al.,
2003). Esta profundidad méxima (o limite inferior) es mayor en aguas de Baleares (37
m) y el sureste peninsular (34 m), donde las aguas son en general mas transparentes y
oligotroficas, y menor en Catalufia (25 m), donde las aguas son menos transparentes y
mesotroficas. En las localizaciones de la provincia de Malaga, salvo en la zona de la
playa Molino de Papel (donde se alcanzan actualmente los 11 m de profundidad), las
manchas se localizan sobre sustratos rocosos muy someros, o al abrigo de éstos, entre
0.5 y 6 m de profundidad (POSIMED, 2014). Hacia el estrecho de Gibraltar, otros
factores diferentes a la luz limitan la distribucion vertical de esta especie, como el
hidrodinamismo, la temperatura o la disponibilidad de sustrato rocoso (POSIMED,

2014).

Posidonia oceanica requiere unas condiciones ambientales estables, aunque es
una especie bien adaptada a las variaciones estacionales y espaciales de luz, temperatura
y nutrientes. Esta considerada estenohalina, es decir, poco tolerante a las variaciones de
la salinidad, razéon por la cual no se encuentra presente en ambientes estuaricos o
hipersalinos del Mediterraneo espafiol. Soporta un rango de salinidad entre 25-39 %o
(Fernandez-Torquemada & Séanchez-Lizaso, 2005; Sandoval-Gil ef al., 2012), aunque
se desarrolla de manera Optima entre 36.5-38.5 %o. A pesar de no ser resistente a la
desecacion, si es capaz de tolerar un amplio rango de temperaturas (9-29°C)
(Boudouresque & Meinesz, 1982), si bien el 6ptimo de crecimiento se da entre 13-18°C
(Lee et al., 2007 A). Ademas, P. oceanica soporta con dificultad ambientes con intenso
hidrodinamismo, a pesar de haber desarrollado una buena estructura de anclaje al

sustrato, al igual que otras angiospermas marinas (Raven, 1996).
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Dicha estructura comprende rizomas horizontales (plagiotropos) relativamente
gruesos (hasta unos 10 mm) de los que surgen, hacia abajo las raices, bastante
lignificadas, y hacia arriba los rizomas verticales (ortotropos), que acaban en haces de
entre 4 a 8 hojas (Fig. 4). Todos los tejidos tienen un sistema de espacios aéreos bien
estructurados (aerénquima) (Raven, 1996) que facilita el intercambio gaseoso de las

diferentes partes.

Figure 4. P. oceanica stand showing part of the vertical or orthotropic rhizome, as well as the
rocky sediment that sustains it.

Se trata de plantas perennes, con hojas acintadas, alternas, paralelinervias (con
13-17 nervios interconectados por nervios secundarios transversales), de apice
redondeado, fuertemente pigmentadas (color verde oscuro) y de un tamafo de hasta 50-
65 cm de longitud (aunque en ocasiones pueden alcanzar 1 metro o mas) y 7-11 mm de
ancho. En la base de las hojas existe un peciolo que, al caer la hoja, queda unido al
rizoma dandole el aspecto de brocha caracteristico. Ademas, las fibras foliares, con la
accion del oleaje, forman bolas de 2-8 cm de diametro, que se acumulan en las playas

junto con otros restos de la planta (Salazar, 2009; Talavera & Gallego, 2010).
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Las flores son hermafroditas y se encuentran agrupadas (entre 3-5) en
inflorescencias situadas en los pedunculos florales de unos 10 cm de longitud que
surgen de la parte apical de los rizomas, entre las hojas de los haces (Fig. 5). La
floracion tiene lugar en otofio (octubre-noviembre, aunque en ocasiones desde finales de
agosto) y al cabo de unos seis meses, en primavera y principios de verano, se produce la
maduracion de los frutos, similares a una oliva (de 1 cm de longitud, en baya y ovoideo)
(Fig. 5) (Salazar, 2009; Talavera & Gallego, 2010). La reproduccion sexual de P.
oceanica no tiene lugar todos los afios, y cuando se produce no aparece en todas las
praderas, sino solo en algunas zonas, por lo que es muy dificil de detectar. Aun se
desconocen las causas de la variacion espacial en la frecuencia de floracion, aunque
parece estar relacionada con la edad de las hojas (Balestri & Vallerini, 2003) o con
diferencias ambientales de pequefia escala como variaciones en la radiacion solar y, en
consecuencia, en la temperatura (Motefalcone et al., 2013). En general, las plantas que
viven a menor profundidad son las que florecen con mas frecuencia (Diaz-Almela et al.,
2005). No obstante, la propagacion mediante reproduccion sexual es escasa en esta
especie y predomina el crecimiento vegetativo. Esto es extensible a la mayoria de las
angiospermas marinas, pero es particularmente acusado en P. oceanica. (Salazar, 2009;

Talavera & Gallego, 2010).
(2) (b)

Figure 5. Organs of sexual reproduction of P. oceanica: (a) inflorescence and (b) fruit.
Photographs by Juan M. Ruiz and Javier Murcia, respectively. Taken from Pérez et al., 2015.
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El elevado tamafio que pueden alcanzar estas plantas, junto con las elevadas
densidades (>1.000 haces/m” y > 10.000 hojas/m?), hace que el dosel foliar que forman
actuen de auténticos “filtros” de luz, nutrientes y material particulado en suspension.
Las particulas que precipitan van rellenando los intersticios del complejo entramado de
rizomas y raices (Gacia & Duarte, 2001) que, al estar muy lignificados, son muy
dificiles de descomponer y acaban formando un sustrato propio compactado por el
material sedimentado y muy perdurable denominado “mata” (del francés “matte”,
Matéo et al., 1997). Debido al crecimiento vertical de los rizomas ortotropos el proceso
descrito continta en el tiempo produciendo una elevacion del fondo marino a una tasa
que se ha estimado entre 10 y 18 cm/siglo (Boudouresque & de Grissac, 1983; Matéo et
al., 1997). Esta dinamica se traduce en depositos milenarios de materia orgdnica que se
elevan varios metros sobre el sustrato original. En zonas resguardadas del
hidrodinamismo, dan lugar a estructuras denominadas “arrecife-barrera” de
considerables dimensiones que atenuan la energia hidrodinamica incidente sobre la
linea de costa, favoreciendo la formacién de playas. En el litoral Mediterraneo andaluz
se encuentra un ejemplo de estas estructuras bioldgicas milenarias, datadas en 6.000-
7.000 afios de antigiiedad, en el declarado monumento natural del Arrecife Barrera de

Posidonia frente a las poblaciones costeras de Roquetas de Mar y Aguadulce (Almeria).

Posidonia oceanica se encuentra entre las especies de plantas de crecimiento
mas lento y de mayor longevidad (Arnaud-Haond et al., 2012). Es caracteristica de esta
especie la reducida tasa de crecimiento de los rizomas, tanto ortotropos (0,5-1 cm/ aio)
como plagiotropos (3-4 cm/afio), no solo con respecto al resto de especies presentes en
las costas espafiolas, sino también con respecto al resto de especies de angiospermas
marinas conocidas (Hemminga & Duarte, 2000). Este lento crecimiento del rizoma,
junto con la escasa reproduccion sexual, determinan una extremadamente baja
resiliencia para esta especie, es decir, una muy baja capacidad de recuperarse tras una
perturbacion (Gonzéalez-Correa et al., 2005; Pergent et al., 2014). A esto se anade la
elevada vulnerabilidad de las praderas de P. oceanica a las perturbaciones de origen
humano (Boudouresque ef al., 2009). De ahi la elevada preocupacion por su proteccion
y conservacion. Asi las praderas de Posidonia oceanica son consideradas habitats de
interés prioritario por la Union Europea, incluidas en el Anexo I de la Directiva Hébitat
(92/43/CEE) y se encuentra incluida en el Listado de Especies Silvestres en Régimen de

Proteccion Especial en el Mediterraneo.
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1.2 Recoleccion y mantenimiento en condiciones de laboratorio

El presente trabajo se ha desarrollado principalmente en plantas adultas de
Posidonia oceanica recogidas de varios rodales localizados en Punta de Calaburras
(Mijas, Malaga; 36°30'23.4"N, 4°38'37.6"W) (Fig. 6). En este lugar aparece a poca
profundidad (~2m) y cerca de la costa (~25m), por lo que la recoleccion se realizo

mediante buceo superficial.

Las plantas se extrajeron conservando parte del rizoma, y se transportaron en
una nevera portatil con agua de mar natural (NSW), llegando al laboratorio en no mas

de 1 hora tras el muestreo.

(@) (b)

Figure 6. (a) Sampling zone of P. oceanica in Punta de Calaburras (Mijas, Malaga,

36°30'23.4"N, 4°38'37.6"W). (b) Stand of P. oceanica located about 2 m deep and 25 m from
the coast in that location.

Una vez en el laboratorio, se retiraron las hojas y raices dafiadas. Asi mismo, se
eliminaron los epifitos mediante el rascado de la superficie de la hoja. Para ello, cuando
fue necesario se utiliz6 una cuchilla. Este método permite la eliminacion del 80% de las
bacterias epifitas sin dafiar el tejido foliar (Kirchman et al., 1984, Dauby & Pouliceck,
1995). Seguidamente, las plantas se depositaron en acuarios de unos 25L de capacidad
llenos de NSW filtrada con un diametro de poro de 0.45 um. Los acuarios se
mantuvieron con aireacion continua, a una temperatura de 15 °C y aplicando una
intensidad de luz de 150 pmoles fotones m™ s con un fotoperiodo de 16h luz - 8h
oscuridad (Fig. 7). Previa a la realizaciéon de los experimentos, las plantas se
mantuvieron en dichas condiciones controladas de laboratorio durante un periodo de
aclimatacion de 2-3 dias. El agua de mar natural se renovd cada tres dias, lo que
permitid el mantenimiento de las plantas en un estado adecuado para la realizacion de

experimentos durante un maximo de 1 mes.
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Figure 7. Posidonia oceanica maintenance system. (a) Posidonia oceanica sheet collected at
Punta de Calaburras (Mijas, Malaga). (b) Maintenance system of Posidonia oceanica in the
laboratory at 150 umol fot m™ s (16: 8 h Light: Osc), 15°C and in natural seawater.

1.3 Germinacion de semillas

Para la germinacion se recolectaron frutos de P. oceanica (también Illamados
olivas de mar) durante la segunda mitad de abril de 2015 en la zona del arrecife de
barrera frente a la costa de Roquetas de Mar (Almeria). De un total de 145, se
seleccionaron 76 frutos verdes, con pedunculo y sin signos de predacion y/o dehiscencia
(Fig. 8). El resto se correspondieron con frutos sin pedinculo, oscurecidos, deteriorados

o con semillas ya liberadas, los cuales se consideraron inviables y fueron desechados.

El proceso de germinacion se llevdé a cabo segin el protocolo previamente
descrito por Balestri et al., 1998 con algunas modificaciones. En resumen, los frutos se
desinfectaron mediante inmersion durante 2 minutos en etanol al 70% (v/v) seguido de
otros 2 minutos en hipoclorito sodico comercial diluido al 1.5% (v/v) en NSW filtrada
(filtro Whatman Millipore GS 0.22 um) y autoclavada. Transcurrido dicho tiempo, se
realizaron tres lavados con NSW estéril. A continuacion se procedio a la extraccion de
la semilla mediante la seccion longitudinal del fruto con un bisturi. Seguidamente las
semillas se colocaron en tubos sigma con unos 35 mL de NSW filtrada y utilizando
como soporte una malla de nylon. Para evitar la contaminacion de las semillas, toda la

manipulaciéon se realizd6 en cabina de flujo laminar horizontal (Tellstar BH-100).
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Finalmente los tubos se colocaron en la camara de cultivo en las mismas condiciones
que las plantas adultas (15 °C de temperatura, bajo una intensidad de luz de 150 pmoles
de fotones m™ s y con un fotoperiodo de 16h luz - 8h oscuridad). El agua de mar

natural se renovo cada tres dias.

Figure 8. Posidonia oceanica fruits collected in the barrier reef in front of the coast of Roquetas
de Mar (Almeria).

1.4 Estructura histolégica

Para observar la estructura foliar de P. oceanica se eligieron hojas jovenes
completamente  desarrolladas (parte central-intermedia del haz de hojas)
correspondientes con edades histologicas de entre 25-50 dias (Ott, 1980; Alcoverro et
al., 1998). Seguidamente se realizaron secciones de aproximadamente 1 cm® de tres
zonas distintas: basal, media y apical. A continuacion los cortes se fijaron en FAA (10
mL formol 40%, 5 mL acido acético glacial, 50 mL etanol 96%, 35 mL agua destilada)
durante 24 h, se deshidrataron mediante inmersion en una serie de diluciones de etanol
de creciente gradacion y se incluyeron en parafina (modificado de Jensen, 1962).
Posteriormente se realizaron cortes transversales a la direccion de crecimiento de la hoja
de 7 - 10 um con un micrétomo (Leica modelo RM 2245) y se procedio a la tincion de

los mismos con hematoxilina-eosina.
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La observacion bajo el microscopio Optico (modelo Leitz Laborlux S) permitid
distinguir una estructura foliar formada por: una unica capa de células epidérmicas; el
meso6filo, que ocupa la mayor parte del volumen de la hoja, con grandes células
parenquimaticas; y los haces vasculares rodeados por las células de la vaina (Fig. 9)
(Carpaneto et al., 2004). Estos ultimos se encuentran suficientemente separados y
equidistantes, permitiendo entre ellos el acceso libre a las células del mesofilo una vez

atravesada la epidermis.

(@

(b)

Figure 9. (a) Cross section of P. oceanica leaf showing the epidermis, the mesophyll (with the
characteristic large parenchymal cells) and a pair of vascular bundles. (b) Size distribution,
depending on the cell type of the central leaf of a P. oceanica sheet. Taken from Carpaneto et
al., 2004.
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2 Electrofisiologia

2.1 Medida del potencial de membrana. Fabricacion de microelectrodos

simples

La medida del potencial de membrana (E,) se llevd a cabo en células del
mesofilo foliar de plantas adultas de P. oceanica mediante microelectrodos de vidrio
simple (Felle, 1981). Ademas, se realizé la misma medida en el mesofilo foliar y en la
epidermis radicular de plantulas obtenidas a partir de la germinacion de semillas en el

laboratorio.

Para la medida del potencial de membrana en las hojas tanto de plantas adultas
como de plantulas, se utilizo el mismo tipo foliar que el elegido para la observacion de
la estructura tisular, es decir, hojas centrales-intermedias del haz (primeras hojas
jovenes completamente desarrolladas). Una vez separada la hoja del haz, se realizaron
secciones de unos 2 cm de longitud de la zona intermedia de la misma. Para eliminar
parcialmente la epidermis y poder acceder facilmente al mesoéfilo, las secciones de hoja
se cortaron longitudinalmente y en bisel con la ayuda de un bisturi. En el caso de las
raices de plantulas, se cortaron secciones de unos 2.5 cm de longitud desde la zona
apical sin ser biseladas. Los segmentos obtenidos, tanto de hojas como de raices, se
fijaron por los extremos con parafina en una camara de perfusion. Esta se cerrd con un
cubre-objeto de vidrio dejando un volumen util de aproximadamente 1.5 mL, que se

rellend con medio de ensayo.

La camara de perfusion se colocd en un microscopio (Leica, DM LS2). El medio

de ensayo se hizo fluir por gravedad desde un matraz a un flujo constante de 10 mL
.1 . ., . . .

min—. El exceso de medio se retir6 mediante una pipeta Pasteur conectada a un sistema

de succion. El flujo continuo asegurdé el mantenimiento de la temperatura y de la

composicion, tanto idnica como gaseosa, del medio de ensayo en contacto con el tejido.

Para la aplicacion de un tratamiento determinado se accion6 una llave de paso de tres

vias que permitié el cambio de medio de ensayo sin alteraciones en el flujo (Fig. 10).

Los microelectrodos se fabricaron a partir de capilares de vidrio (Hilgenberg,
n°1103203, 0.75 £ 0.05 mm de diametro interno y 1.5 + 0.05 mm de didmetro externo)
de unos 5 cm de longitud mediante un estirador de vidrio vertical o puller David Kopf,
Mod. 720. Los capilares constan de un filamento cilindrico interno de 0.2 mm, que los

hace mas robustos y facilitan su llenado. El puller permite la regulacion de la
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temperatura con que se calienta el vidrio y la fuerza con que éste se estira y, de un trozo
de capilar, genera dos puntas abiertas iguales cuyo didmetro externo oscila entre 0.2 y
0.5 pm. Estos electrodos permiten atravesar la pared celular y atravesar el plasmalema

sin alterar el funcionamiento de la célula.

El microelectrodo de medida se rellend con una solucién 0.5M KCIl, que permite
la conduccioén de la corriente eléctrica a través del mismo. Asi mismo el microelectrodo
de referencia o “tierra”, de didmetro de punta mayor (del orden de mm) también se
rellendé con 0.5M KCI, pero solidificado con agar 3% (p/v), para evitar su vaciado.
Ambos electrodos se colocaron en sendos porta electrodos o holder, que se rellenaron
también de KCl (0.5M). Los holders tenian en su base un pellet de Ag- AgCl, que
trasmitia la corriente a las conexiones de cobre del preamplificador y al electrometro

(Fig. 10).

La sonda porta electrodo se coloco en un micromanipulador hidraulico
(Narishige MO-109), sujetado a un macromanipulador eléctrico (Narishige MN-188)
que permitia el posicionamiento del electrodo en el interior de la camara de prefusion.
El movimiento unidireccional de insercion del electrodo en la célula se realizo
accionando el micromanipulador. Todo el sistema de micromanipulaciéon se encontraba
acoplado al microscopio, situado sobre una mesa flotante al objeto de minimizar las
vibraciones. A su vez dicha mesa se alojaba en el interior de una Jaula de Faraday
conectada a la toma de tierra del electrometro, para eliminar las interferencias
electromagnéticas. Dichas interferencias se evitaron en la parte delantera del sistema
protegiendo el microscopio con una rejilla metdlica también conectada a la toma de

tierra del electrometro (Fig. 10).

La medida del E,, se obtuvo como la diferencia de potencial eléctrico entre el
microelectrodo insertado en la célula y el electrodo de referencia situado en el medio
externo. El valor se midi6 a través de un electrometro diferencial de alta impedancia,
World Precission Instruments (WPI, Modelo FD 223a). El electrometro recoge y
amplifica la sefial eléctrica de los electrodos, la cual se registré en continuo en un

registrador de papel de dos canales Kipp & Zonen (Fig. 10).
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Figure 10. Components of an electrophysiology rig. (a): (1) Flow system of the assay medium.
(2) Microscope. (3) Floating table and grating. (4) Macromanipulator (left) and
micromanipulator (right) controllers. (5) Faraday’s box. (b): Detail of the perfusion chamber on
the microscope tape and reference (left) and measure (right) microelectrodes. (¢): Electrometer.

2.2 Medida de la actividad ionica intracelular: microelectrodos ion selectivos

Para la medida de la actividad i6nica en el citosol se usaron microelectrodos i6n
selectivos (Felle & Bertl, 1986). Esta técnica permite la medida simultanea del potencial
de membrana y de la diferencia de potencial generada por la actividad de un i6n

determinado en presencia de otros iones con una elevada sensibilidad (Ammann, 1986).

Para ello se fabricaron microelectrodos girados y estirados en un puller
horizontal (Narishige PD-5, Japan) a partir de capilares dobles de vidrio de borosilicato
de distinto didmetro externo (1.5 mm y 0.75 mm respectivamente, Hilgenberg, n°
1109104). Los electrodos se calentaron a 180 °C en una estufa (P-Selecta, modelo 208)

durante 30 minutos para su completa deshidratacion y, en caliente, se afadieron unas
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gotas de una solucion 0.1% (v/v) de dimetil-dicloro-silano (DDS)/benceno al interior de
la barra de mayor diametro, tras lo cual se mantuvieron en la estufa a 180°C durante una
hora mas. Tras este proceso de silanizacion, los microelectrodos se depositaron en un
cristalizador con gel de silice en su interior hasta su enfriamiento (Felle & Bertl, 1986;
Ballesteros et al., 1998; Fernandez et al., 1999). Una vez frios, se procedio al llenado de
la barra de mayor diametro con el sensor correspondiente al i6n que se deseaba medir
(H', Na', CI" o NOs) hasta unos 4-5 mm desde la punta. El sensor se prepard
mezclando la resina selectiva para el i6n a determinar (Na': cocktail ionéforo I (ETH
157), Fluka 99357; H': cocktail ionoforo I, Fluka 95293; CI: cocktail ionéforo I, Fluka
99408) con una solucion de cloruro de polivinilo (PVC) disuelto en tetrahidrofurano
(THF) al 4 % (p/v) en una proporcion 1:6 (Fernandez et al., 1999; Carden et al., 2001;
Rubio et al., 2005). En el caso de los microelectrodos de NO;™ se uso el cocktail Fluka
72549, que contiene PVC disuelto en THF. Una vez llenados, los microelectrodos se
mantuvieron en posicion horizontal en un cristalizador con gel de silice a temperatura
ambiente hasta la evaporacion completa del THF, de manera que la resina con el
ion6foro correspondiente formara un tapon en el interior de la punta de la barra de

mayor didmetro del microelectrodo.

Antes de cada experimento, los microelectrodos se rellenaron con el
correspondiente electrolito, el cual actuaria de puente eléctrico salino durante la medida

(Tab. 1).

Table 1. Filling solutions of the ion-selective microelectrodes.

Ion Selective Sensor barrel E,, barrel Reference
+ Rubio et al.,
Na 0.5 M NaCl 0.5 M KCl 2005
0.5 MKCl Fernandez et
H' (pH) buftered at pH 4.3 0.5 M KCl .. 1999
(0.1 M MES/BTP) °
i Planes et al.,
Cl 0.5 M KC1 0.5 M KC1 2015
- 0.1 M NaCl Miller &
NOs & 0.1 M KCI 0.TMKCI Zhen, 1991
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Para realizar la medida simultanea de la actividad citosoélica del i6n determinado
y del potencial de membrana, la barra del microelectrodo doble con el sensor i6nico se
conectd a la sonda A del electrémetro, y la barra de menor diametro, la del E,, se
conect6 a la sonda B del mismo. Esta tltima conexion se realizé a través de un hilo de
Ag clorinado en los extremos y recubierto de teflon en la zona de contacto con el aire.
Tras conectar el electrodo de referencia, la diferencia entre la sefial correspondiente a la
barra del sensor i6nico y a la del £, (sefial A - sefial B) es la que determina la actividad

del i6n de interés (Fig. 11).

Figure 11. Diagrammatic representation of the circuit required for double-barrelled ion-
selective microelectrode measurements: (1) Headstage signal amplifier. (2) Ag/AgCl coated Ag
wire. (3) Glass ion-selective barrel. (4) Glass cell membrane potential barrel. (5) Ion-selective
sensor plug in the tip. (6) Assay solution bathing plant. (7) Plant tissue with microelectrode tip
in a cell (cytosol). (8) Ag/AgCl chloride coated pellet. (9) Holder. (10) Salt bridge. (11)
Reference electrode agar solidified. Taken from Miller, 2012.

Segun Ammann (1986), las propiedades de un microelectrodo idn-selectivo se

determinan por las caracteristicas:

* Tiempo de respuesta
e Limite de deteccion
e Selectividad

e Pendiente de calibracion
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De ellas, las dos ultimas son las principales a la hora de determinar la calidad de
cualquier tipo de electrodo ion-selectivo. La selectividad se define por su coeficiente
Kif’, el cual establece la sensibilidad del ion6foro para detectar un i6n i que pudiera
interferir en la medida del i6n j. Para resinas selectivas ideales, o para muestras en las
que no hay otros iones con la misma carga neta que el i6n en cuestion, los Kf,‘” deben
ser proximos a cero (Ammann, 1986); un valor menor que 1 indica una preferencia
mayor por el i6n principal j en relacion con el i6n que interfiere i (Ammann, 1986). Los
logaritmos del coeficiente de selectividad para los ionéforos utilizados se muestran en la
Tabla 2. En todos los casos, los coeficientes de selectividad son menores que 1, de

manera que la presencia de los potenciales iones interferentes no tiene un efecto

significativo sobre la medida del 16n seleccionado.

Table 2. Selectivity coefficients logarithms of the resins used for the ion-selective

microelectrodes in relation with the main interfering ions present in the assay media (NSW,
ASW).

Reference
or
Na® log K%y v /v -1.4 Huser et al.,
Microelectrodes log K’j$2+ o 0.4 1991
l K,aal _
H' (pH) 08 Rt vat 104 Umezawa et
Microelectrodes or al., 2000
log K, o -9.8 ’
Cr lo of 12 Hauser et al.,
Microelectrodes & &er wos o 1994
ot
log Koz or -1.5 Miller &
NO;5 log &7 _ _ ) Zhen, 1991
Microelectrodes & 8vos i, 0, 2.1 Zhen et al.,
log or _4-0 1991

NO3 HPOR?

En cuanto a la pendiente de calibracion, idealmente la relacion entre la senal
emitida por el microelectrodo selectivo para un i6n j y su actividad (g;) es linear-

logaritmica y se determina matematicamente por el potencial de Nernst (mV) para dicho

i6n (£7):
_RT[A,
Ky

(Equation 2)

38



Material & Métodos

donde R es la constante de los gases (8.31 J K mol™), T es la temperatura
absoluta (K), z es la carga del ion, F la constante de Faraday (96.5 J mol’ mV™") y los
subindices e, i se refieren a la concentracion del 16n j en la solucion de calibracion

(exterior) y en el electrolito (interior del microelectrodo), respectivamente.

Segun esta ecuacion, la calibracion del electrodo frente a un rango de soluciones
estandar debe resultar una pendiente (s) de 59 mV (a 25° C) por cada orden de magnitud
en la variacion de la concentracion de un i6n monovalente. Sin embargo, ningin
electrodo i6n selectivo tiene, en la practica, una selectividad ideal para un i6n
determinado y, normalmente, hay mas de un i6n presente en la solucién de ensayo. Por
tanto, la calibracion del electrodo es determinante para conocer el correcto

funcionamiento del mismo.

Para ello, antes y después de cada experimento, se midi6 la diferencia entre la
sefial A y la sefial B, en presencia de las soluciones patron correspondientes (Tab. 3). En
el caso de la medida de la actividad citosélica de Na' y el pH, los calibrantes se
realizaron sobre un fondo de KCI (96 mM), concentracion que da lugar a una actividad
de K proxima a la esperada en el citosol de células vegetales (Carden et al., 2001),
saturando asi la interferencia de este 16n. En el caso del CI', se utilizd una soluciéon base
con 5SmM NaNOs, concentracion de NO;™ observada en el citosol de plantas vasculares
terrestres (Miller & Smith, 2008). Por ultimo, los calibrantes de NOj", se realizaron
sobre un fondo de KCl 10 mM y KH,PO4 50 mM, para evitar la interferencia del Cl" y
el P; en la medida (Miller & Zhen, 1991).

Table 3. Calibration solutions used for the ion selective microelectrodes.

Ion , .
Selective Calibrants Base Solution Reference
+ 1, 10, 25, 50, 100, Rubio et
Na 500 mM NaCl 96 mM KCI al., 2005
Fernandez
PH) 5 5 mM MES/BTP) m et al., 1999
. 1, 10, 25, 50, 100 Planes et
cl mM NaCl > mM NaNO; al., 2015
NO- 0.1,110,20 mM 10 mM KCl, 50, 50, Miller &
} KNO; 46.5, 43 mM KH,PO, Zhen, 1991
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Ya que la concentracion del 16n j del electrolito es constante, la Ecuacion 2

puede rescribirse como:
Ejv= Ey + z; slog [/,
(Equation 3)

donde £} es el potencial del electrodo cuando la [j/]. = 1 M y s es la pendiente
en mV por cambio en un orden de magnitud de la concentracion externa del ion j. De
este modo se obtuvieron las rectas de calibracion cuyas correspondientes pendientes se

muestran en la Tabla 4.

Table 4. Slopes calibration obtained for the ion selective microelectrodes.

Ion Selective Slope calibration (S)

Na" 45 mV/pNa"
H' (pH) 47 mV/pH"
Cr 35 mV/pCI’

NO3- 53 mV/pNOg'

2.3 Medida del pH extracelular

Para la medida del pH externo, se utilizaron minielectrodos que se prepararon de
forma similar a la de los microelectrodos dobles de pH, pero partiendo de capilares de
vidrio simples a los que previamente se les cerrd parcialmente uno de los extremos
mediante calor. Antes de la realizacion de cada experimento, el minielectrodo de pH se
mantuvo durante 30 minutos en una solucion de equilibrado compuesta por 500 mM
NaCl, 10 mM KCl y tamponada a pH 4.5 con 3 mM MES. Posteriormente se procedid
al calibrado del electrodo, mediante soluciones patron de pH 6.3, 7.3, 8 y 9 elaboradas
en base a NSW a la que se le anadio 3 mM MES/BTP. En el rango de pH testado la
pendiente de la recta de calibracion obtenida fue de 58 mV/unidad de pH. Al igual que
en el caso de los microelectrodos intracelulares, la calibracion se repitid tras la

realizacion de cada experimento.
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3 Diseifio experimental

3.1 Energética del plasmalema y permeabilidad relativa Py, /Py’

La medida del potencial de membrana (£,,) se realizo en primer lugar en células
del mesofilo foliar de plantas adultas de P. oceanica en agua de mar natural (NSW). A
continuacion, se midié el E,, utilizando como medio de ensayo agua de mar artificial
(ASW). La composicion del ASW fue: 500 mM NaCl, 10 mM KCI, 12 mM CaCl,, 55
mM MgCl,, 2 mM NaHCOs, 0.01 mM NaNOs;, 0.01 mM KH,PO,4 y tamponada a pH
82 con 10 mM MOPS-BTP (4cido 3-[N-Morfolino]propanosulfénico -
BisTrisPropano). Ademas, se realizd la misma medida en el mesofilo foliar y en la
epidermis radicular de plantulas obtenidas a partir de la germinacion de semillas en el

laboratorio.

Para ello, las hojas escogidas tanto en plantas adultas como en plantulas, fueron
hojas centrales-intermedias del haz, correspondiendo con el mismo tipo foliar que el
elegido para la observacion de la estructura tisular. Este tipo de hojas fue ademas el
seleccionado para la realizacion de experimentos en adelante. En el caso de la medida

en células de la epidermis radicular, se utilizaron secciones de raices secundarias.

3.1.1 Efecto de la transicion luz - oscuridad sobre el E,,

Para estudiar el efecto de la transicion luz-oscuridad sobre el E,, una vez
obtenido un valor de estable del mismo en NSW y en presencia de 150 umol fotones m’
? s (irradiancia medida con un radiémetro de sensor esférico modelo Li-Cor), se
procedidé a apagar la fuente de luz del microscopio, asi como las presentes en el
ambiente del laboratorio. Estas condiciones de oscuridad se mantuvieron hasta
observarse un valor de E,, constante el tiempo (aproximadamente 30 minutos), momento
en el cual se procedio al encendido de las lamparas correspondientes. Ademas, se

realizaron experimentos en los que se prolongd la condicion de oscuridad hasta un

tiempo maximo de 2.5h.
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3.1.2 Efecto de la fusicocina sobre el E,, y el pHy

Para determinar el efecto de la fusicocina (FC) sobre el E, de hojas de plantas
adultas de P. oceanica medido en NSW, una vez obtenido un valor estable de la
diferencia de potencial eléctrico a ambos lados del plasmalema, se afiadié al medio de
ensayo SuM de FC. Estas condiciones se prolongaron durante 30 minutos, hasta

observarse un valor constante del E,,,.

Ademas, se midi6 el efecto de la adicion de 10 uM de FC al NSW sobre el pHex
mediante minielectrodos i6n selectivos para H'. Para ello, se utilizaron secciones de dos
hojas de plantas adultas de P. oceanica enfrentadas por el envés y fijadas con parafina
por sus extremos a la cadmara de perfusion. De este modo se aprovechd la ligera
curvatura inherente a la forma de la hoja para la introduccion del minielectrodo de pH
entre las dos secciones. No obstante antes de la fijacion, se utilizé un capilar de vidrio
que se colocd a modo de horma en el lugar donde posteriormente se introduciria el
minielectrodo. El espacio quedaba cerrado con la ayuda del electrodo de referencia, que
se posicionaba en el lateral izquierdo por encima de las hojas (Fig. 12). Durante la
realizacion del experimento, se mantuvo un flujo continuo de 1.5 mL min”. Una vez
realizada la calibracion del electrodo, se procedio a su colocacion entre las hojas y se
comenzod la medida del pHexe en NSW. A continuacion, se cambi6 el medio de ensayo
por NSW con 10 uM de FC. La duracion del experimento no fue mayor de una hora, ya
que a pesar de la reduccion del flujo, el tiempo de respuesta del minielectrodo de pH fue
similar a la de los microelectrodos i6n selectivos intracelulares, (0.6 segundos)

observandose el inicio de la respuesta a FC en menos de 1 min tras su adicion.

En ambos ensayos, las diluciones de FC se realizaron a partir de una disolucion
madre 10 mM en etanol. No obstante la concentracion maxima de etanol en el medio de

ensayo fue siempre menor de 0.4% (v/v) y no tuvo efecto alguno en las medidas.
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Figure 12. External pH measurement in P. oceanica leaves. (a) Lateral view of pH
minielectrode placed between two leaves sections. (b) Frontal view of pH (right) and reference
(left) electrodes. Pictures by Dr. D. Antonio Matas Arroyo.

3.1.3 Permeabilidad relativa Py, /Py y concentracién citosélica de Na*

Para determinar el valor del Ep en hojas de plantas adultas de P. oceanica, se
uso de cianuro sodico (NaCN), inhibidor de la citocromo oxidasa del complejo IV de la
cadena transportadora de electrones, que impide la sintesis de ATP y consecuentemente
la actividad de la bomba H'-ATPasa (Felle, 1981). Una vez alcanzado un valor estable
de E, en NSW, se afnadio al medio 1 mM de cianuro sddico (NaCN). La lenta
repolarizacion espontanea observada tras la despolarizacion inicial se evitod afiadiendo
acido salicilhidroxamico (SHAM), inhibidor de la respiracion resistente a cianuro
(Laties, 1982). La adiciéon de ambos inhibidores se hizo a partir de disoluciones
concentradas (1M). En el caso del NaCN, la solucion concentrada se prepar6d en agua
destilada; sin embargo, puesto que el SHAM no es soluble en agua, la disolucion
concentrada de este inhibidor se prepard en 2-metoxietanol (C3HgO,, Fluka 64720),
siendo despreciable la cantidad de metoxietanol afadida al medio de ensayo. A

continuacion se realizé la misma medida utilizando como medio de ensayo ASW.
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El potencial de difusion en plantas puede predecirse de las asimetrias entre el
exterior y el interior de la célula de los iones K', Na" y CI" y la permeabilidad de la
membrana a dichos iones, segtn la ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz:

RT P [K' ), + Pyq+ [ Na'], + P CT],
=—1In
P F T P |k + Pyp NG+ P CT,

(Equation 4)

donde R es la constante universal de los gases (8.31 J K' mol), T la
temperatura absoluta (K), F la constante de Faraday (96.5 J mol” mV™") y Prv, Py,
P son las permeabilidades de la membrana para K', Na" y CI respectivamente. Los
subindices e, i hacen referencia a la concentracion del ion en el exterior e interior

celular respectivamente.

La permeabilidad relativa de la membrana al Na™ con respecto a K™ (Pn, /Px’) se
determiné a partir de los valores del Ep para 10 mM, 1 mM y 0.1 mM KCIl en el medio
externo (ASW), asumiendo que las concentraciones internas de Na" y K' no varian y
que la concentracion externa de Na' (500 mM) es muy superior a la citosolica
(Fernandez et al., 1999). Ya que la concentracion de KCl en el ASW es 10 mM, el
primer valor de Ep correspondia con el obtenido tras la adicion de I1mM NaCN/SHAM.
Seguidamente se redujo la concentracion de KCI en el ASW con cianuro a Il mM y 0.1
mM. Finalmente se restaurd la concentracion inicial de KCl en el medio de ensayo con

los sucesivos incrementos de un orden de magnitud.

Por otro lado, se midi6 la actividad citosolica de Na’ y el E, de manera
simultanea en células del mesofilo de hojas jovenes de plantas adultas de P. oceanica
incuabadas en NSW mediante el uso de microelectrodos i6n selectivos. La
concentracion citosolica del ion se estim6 a partir del ajuste lineal de la sefial del
microelectrodo obtenida respecto al logaritmo de la concentracion externa del ion

presente en las soluciones de calibracion (Equation 3).

Ademas, se determind el efecto de la adicion de NaCN sobre la actividad
citosolica de Na'. Para ello, una vez obtenido sendos valores estables de las sefiales
emitidas por el microlectrodo doble, se procedid a la desactivacion de la bomba
primaria afiadiendo 1mM de NaCN/SHAM. Finalmente se procedié al lavado del

inhibidor del medio de ensayo.
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3.2 Estudio de la incorporacion de bicarbonato

Se determino el efecto del incremento de la concentracion de NaHCOs hasta un
valor de 5 mM sobre el E,, junto con el pH, el Na" y el CI” citosélicos (pHc, Na'c y Cl°).
Para ello se emplearon microelectrodos dobles selectivos para cada 16n. La medida se
realizé en células del mesofilo foliar de plantas adultas de P. oceanica incubadas en
NSW. Tras la obtencion de los correspondientes valores constantes de £, y pHc, se

afiadio 3 mM de NaHCOj; al medio de ensayo (NSW).

La medida simultanea del £, y el pH. también se realiz6 en presencia del
inhibidor de la anhidrasa carbonica (CA) etoxizolamida (EZ), derivado de las
sulfanamidas permeable a la membrana capaz de inhibir tanto la CA externa como la
que se encuentra en el interior de la célula. Para ello, se prepard como medio de ensayo
NSW con 0.1 mM de EZ, afadido a partir de una disolucion concentrada 10 mM en
0.05 N de NaOH. No obstante, la cantidad de NaOH anadida al medio de ensayo fue

despreciable, y no vario el pH del agua de mar.

En cada caso la concentracion citosolica del i6n se estimo a partir del ajuste
lineal de la sefal del microelectrodo obtenida respecto al logaritmo de la concentracion

externa del i6n presente en las soluciones de calibracion (Equation 3).

3.2.1 Efecto del incremento de CO; sobre el E,, y el pH citosolico

Para determinar el efecto del aumento de la concentracion de CO; en el medio
sobre el £, y el pH,, la medida mediante electrodos i6n selectivos se inicié en NSW. A
continuacion se cambi6 el medio de ensayo por NSW enriquecida en CO,. Para ello
previamente se burbujed de manera continua el NSW con aire con 1000 ppm de CO,.
Un flujo de 50 ml min" (Fig. 13). Dicho burbujeo se mantuvo durante al menos una
hora previa al inicio del ensayo. En estas condiciones de alto CO», el pH del NSW fue
de 7.9. Una vez incrementado el CO,, la respuesta se observd durante 20 minutos,

tiempo al cabo del cual la sefial se mantuvo estable.
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(@)

Figure 13. Experimental setup for the assay medium (NSW) bubbling with 1000 ppm CO, (a)
and detail (b). The assay medium was bubbled with 1000 ppm CO, at a rate of 50 ml min™ at
least 1 hour before and during the full time of experiments. In these conditions the pH of NSW
was measured as 7.9.

3.2.2 Transporte de bicarbonato y fotosintesis

En primer lugar se midi6 la variacion del pH externo durante el continuo de la
transicion oscuridad-luz. Para ello se emplearon minielectrodos H'-selectivos. El
ensayo se realizé en NSW asi como en NSW con 2 mM de NaHCOj; como unica fuente
de C;. Este ultimo medio de ensayo se obtuvo tras eliminar previamente el C; del medio
bajando el pH de 2L de NSW hasta un valor de 3.3 mediante adiciéon de 4 mL de HCl
IN. El mantenimiento en estas condiciones durante al menos 12h permitio la
transformacion del HCO;™ por desplazamiento del equilibrio ZCO; + H™ < CO, +
H, Oy favorecer la pérdida de DIC formandose CO; que es liberado al aire. Antes de la
realizacion de los experimentos, se burbujed el medio con aire sin CO; utilizando para
ello un filtro con soda-lima (ADC BioScientific Limited). Para asegurar la liberacion
del CO, formado, dicho burbujeo se mantuvo durante al menos una hora previa al inicio
del ensayo asi como a lo largo del mismo. Seguidamente se ajust6é el pH a 8.00 con
MOPS/BTP 10 mM y finalmente se afiadio 2 mM NaHCOs. Para la realizacion de cada
experimento una vez calibrado y ubicado el minielectrodo entre las dos secciones de
hoja y tras obtener una medida estable del pHex, se procedié al apagado de las fuentes
de luz. Transcurridos unos 30 minutos, se restaurd la irradiancia inicial (150 umol

fotones m™ s™'), momento en el que comenzo6 a observarse la respuesta buscada.
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Por otro lado, se determind la actividad fotosintética aparente (APS) en NSW, en
NSW con 2 mM de NaHCO3 como unica fuente de C; y en NSW sin CO, y con distintas
concentraciones de NaHCO; (0.01, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 y 10 mM). En estos dos
ultimos medios el pH se ajustdé a pH 8.5 para evitar la formacion espontanea de CO,.
Para ello, se midio la evolucion de O, liberado mediante un electrodo de oxigeno tipo
Clark (Hansatech - Norfolk, England) conectado a una caja de control y ésta a su vez a
un registrador. El funcionamiento se basa en una membrana de teflon permeable al
oxigeno en contacto con el medio de ensayo y bajo la cual se encuentra un dnodo y un
catodo bafiados en KCI 3 M que actia como electrolito. Cuando se aplica una diferencia
de potencial entre los dos electrodos, el oxigeno es reducido en el catodo, mientras que
en el 4nodo la plata se oxida. La corriente que fluye es proporcional a la cantidad de

oxigeno producido.

Para la medida, se utilizaron secciones de hojas jovenes de plantas adultas de
aproximadamente 1 cm”® y 0.02 g de masa fresca, que se colocaron en la cdmara
transparente del sensor de oxigeno con un volumen de 1.5 mL del medio de ensayo
correspondiente, a 20°C y una irradiancia de 150 umol fotones m™ s™. La temperatura
se mantuvo constante mediante recirculacion de un bafio de agua refrigerada, mientras
que la intensidad de luz fue proporcionada por una bombilla halégena situada a la
distancia adecuada de la camara de reaccion para conseguir el flujo fotonico deseado.
Antes de la realizacion del experimento, se procedio al calibrado del electrodo de O,
mediante la medida (cm) del punto de saturacion de O, del medio. Para ello se
afadieron 1.5 mL de NSW a la camara del electrodo y se burbuje6 con gas N, en
ausencia de planta, con el objetivo de conseguir una presion parcial de Oy (£, ) igual a
cero. Seguidamente, se cambi6 el medio por nueva NSW y se dejo equilibrar durante al
menos 20 minutos, obteniéndose de este modo la concentracion de saturacion de
oxigeno, la cual depende de la temperatura y de la salinidad, y cuyo valor esta tabulado

(Riley & Chester, 1971).

El inicio de cada experimento comenzo6 con la medida de la tasa de respiracion
para cada segmento de hoja como el O, consumido dentro del volumen de la camara de
reaccion en condiciones de oscuridad durante al menos 20 minutos. A continuacion, se
procedié al iluminado de la hoja durante al menos 10 minutos para la determinacion de
la tasa de fotosintesis aparente (APS). Antes de cada medida en NSW con 2 mM de

NaHCO;3; como unica fuente de C;, se comprobo la ausencia de fotosintesis en
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condiciones de luz y con el medio de ensayo libre de toda fuente de C; (NSW sin C).
Acto seguido se procedid a cambiar el medio por NSW sin CO, y con 2 mM de
NaHCOs;. Los parametros que describen la curva se estimaron mediante el ajuste al
modelo de Edwards & Walker (1983), y los resultados se expresaron en umol O, g’

-1
masa fresca h™.

Asi mismo, se determind el efecto de la concentracion de NaHCO; sobre la
variacion inicial del £,, en el mismo medio de ensayo (NSW sin CO; ajustada a pH 8.5),
medido con electrodos simples. En este caso las concentraciones de NaHCO; utilizadas
fueron: 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5, y 10 mM vy los valores de despolarizacion de la membrana

observados se ajustaron al modelo de Michaelis & Menten.

Ademas, se realizaron medidas de la APS en presencia de los inhibidores de la
CA, acetazolamida (AZ) y EZ, asi como en presencia de una elevada concentracion de
Ci en el medio. Ambos inhibidores de la CA, difieren en que el primero, la AZ, no es
permeable a la membrana, con lo que no es capaz de inhibir la CA interna. Para realizar
el experimento se afladieron 15 uL de una solucion stock (10 mM) al volumen de la
camara (1.5 mL), dando lugar a una concentracion final de 100 uM, concentracion
utilizada por otros autores para inhibir la actividad de la CA en condiciones
experimentales similares (Bjork et al. 1997). En ambos casos, la matriz utilizada para la

realizacion de las disoluciones madre fue NaOH 0.05N.

El efecto sobre la medida de la APS del incremento de C; en el medio de ensayo
se determiné tanto en forma de CO, como de HCOs'. Para enriquecer la concentracion
de CO,, el NSW se burbujed con aire con 1000 ppm de CO, antes y durante la
realizacion del experimento. En el caso del incremento de HCOs', se afadio 3 mM de

NaHCO; al NSW.

Finalmente, al objeto de determinar el papel del Na" y el CI" en el uso
fotosintético del carbono, se estudié el efecto de los inhibidores monensina (MON),
acido 4,4’-Dilsotiocianatostilbenato-2,2> DiSulfénico (DIDS) y 4acido Nitro-
PhenylPropylamino-Benzoico (NPPB) sobre la APS. La monensina es una molécula
capaz de intercambiar iones Na™ (y K') por H™ de forma electroneutra. Se trata por tanto
de un iondforo para iones Na', es decir, disipa el gradiente establecido para dicho i6n
entre la célula y el medio externo, y su efecto demuestra la existencia de transportadores

de HCOs en simporte con Na" (Pressman 1976; Pressman & Fahim 1982). Por su parte,
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el DIDS y el NPPB son inhibidores de canales anionicos de la membrana, que afectan
mayoritariamente al flujo de iones CI' y NOj3™ (Schroeder ef al., 1993; Schwartz et al.,
1995).

Cada experimento se inicid6 en NSW (1.5 mL) a la que posteriormente se
afiadieron 6 uL de una disolucion madre 25 mM de monensina en etanol ((MON]z=100
uM). Ademas, se realizaron medidas de la APS en ausencia de Na' en el medio de
ensayo. Para ello se utiliz6 ASW como control (500 mM NaCl, 10 mM KCI, 12 mM
CaCly, 55 mM MgCl,, 2 mM NaHCOs;, 0.01 mM NaNOs;, 0.01 mM KH,PO4 y
tamponada a pH 8.2 con 10 mM MOPS-BTP) y ASW sin Na" (en la que se sustituy? el
NacCl por 800 mM sorbitol, y el NaHCO3; y el NaNOj; por las mismas concentraciones
de KNO; y KHCOs; respectivamente).

La concentracion de DIDS ensayada fue 100 uM, la cual se afadio al NSW a
partir de una solucion stock 50 mM en 0.1 M KHCO;. La adicion al medio de la misma
concentracion de HCOs; (200 uM KHCOs3) en ausencia del inhibidor no tuvo
repercusion alguna en el valor de la medida. En el caso del NPPB la solucién stock 50
mM se prepard en etanol, afiadiendo al medio de ensayo la misma concentracion final
(100 uM). El volumen de etanol, utilizado como matriz de las soluciones madre de

monensina y NPPB tampoco tuvo efecto sobre el valor de la APS.

3.3 Estudio de la incorporacion de nitrato (NOj)

La caracterizacion de la incorporacion de nitrato en P. oceanica comenzd
midiendo mediante electrodos simples la respuesta del £, de células del mesofilo foliar
tras la adicion de concentraciones crecientes de NaNOs. Para ello, se seleccionaron
haces de hojas que se incubaron previamente durante 14-17 dias en ASW sin N pero si
con P;. La composicion del ASW fue: 500 mM NaCl, 10 mM KCI, 12 mM CaCl,, 55
mM MgCl,, 2 mM NaHCOs3, 0.01 mM NaH,POy,. Para el medio de incubacion el ASW
se tampono a pH 8.2 con 1N NaOH, mientras que para la medida del E,, el pH se ajusto
con 10 mM MOPS/BTP.
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Cada experimento comenz6 con la medida del £, y acto seguido se procedio a
la adicion de concentraciones de NaNOs (Sigma-Aldrich) en el rango 5-250 uM (5, 10,
25, 50 100, 250 uM) en la misma hoja. Posteriormente cada concentracion se ensayo
por triplicado en experimentos independientes. Los ensayos se realizaron en luz y en

oscuridad.

3.3.1 Efecto del Na* sobre la incorporacién de NOs

Al objeto de determinar el i6n motriz en la incorporacion de NOs', se realizaron
experimentos de electrofisiologia con microelectrodos simples en los que se retiro el
Na' del medio y se sustituyé por 800 mM de sorbitol (ASW sin Na"). De este modo la
osmolaridad, medida mediante un osmoémetro crioscopico (Osmomat, modelo 030,
Gonotec GmbH, Berlin, Germany), se mantuvo similar al ASW de experimentos
anteriores (1.09 osmol Kg'). En este medio libre de Na', el C; se afiadié como KHCO3,
y los pulsos de NO;™ se afiadieron como sal de K™ (KNO3). Ademas se utilizé un tercer
medio en el que se afiadio 30 mM de NaCl (ASW-30mM Na"). En este tiltimo, la fuerza
osmoética del Na" que resta hasta la concentracion normal del agua de mar (500 mM) se

compenso con una menor concentracion de sorbitol (752 mM).

Los experimentos se llevaron a cabo en hojas de P. oceanica mantenidas en
deficiencia de N durante 14-17 dias, manteniendo de esta forma las condiciones del
apartado anterior. Cada ensayo comenzo con la adicion de la concentracion saturante de
NaNO; (100 uM) en ASW (control). Seguidamente, se cambid el medio de ensayo por
ASW sin Na' y, una vez estabilizado el E,, en este nuevo medio (al cabo de 2h), se
volvié a dar un pulso de 100 uM de KNO;. Finalmente se restaurd parcialmente el Na"
del agua de mar cambiando el medio de ensayo por ASW con 30 mM Na' y se repiti6 el

mismo procedimiento.

Para determinar la cinética del i6n motriz en el transporte de NOs3™ se midi6 la
variacion del E,, por la adicion de 100 uM de KNO3; en ASW en la que se incremento
progresivamente la concentracion de NaCl en el rango 5 - 250 mM (5, 10, 25, 50, 100,
250 mM) a osmolaridad constante. Al igual que anteriormente, la medida se realiz6
mediante electrodos simples en células del mesoéfilo de hojas de P. oceanica mantenidas

en deficiencia de N durante al menos 2 semanas.
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Ademsas se midi6 simultaneamente el E, y la concentracion de Na“ en el
citpolasma durante la adicion de un pulso de 100 uM de NaNO; al ASW. Para ello se

g . . +
utilizaron microelectrodos dobles selectivos para Na'.

Finalmente, se determinaron las tasas de incorporacion en las tres condiciones
diferentes estudiadas hasta este punto: ASW-500 mM Na" & luz, ASW-500 mM Na’ &
oscuridad y ASW-0 mM Na" & luz. Para ello, se tomaron secciones de hojas de P.
oceanica (0.3-0.4 g masa fresca) previamente ayunadas de N durante 14 dias, que se
colocaron en matraces de 100 mL y se incubaron con 50 mL de medio. El ensayo se
llevo a cabo a 25°C y en agitacion orbital continua para un mantenimiento homogéneo
del medio. Las incubaciones en luz se realizaron a intensidad constante y bajo la
irradiancia de saturacion (150 umol fotones m™ s). Para cada tratamiento el ensayo se

realizo por triplicado.

El inicio del experimento comenzo con la adicion de 100 uM de NaNO; (KNO;
en el caso del ASW-sin Na") tras 1 hora de incubacion en el medio. A continuacion se
tomaron muestras de 1 mL del medio de ensayo a los tiempos 0, 5, 10, 15, 30 min, 1, 3,
6, 12 y 24 h. El contenido de NOs; en cada muestra se analizd por el método
colorimétrico descrito por Garcia-Robledo et al., 2014, en el cual el VCIs reduce el
NOs™ a NO;, y éste reacciona con N-Naftil EtilenDiamida y sulfanilamida formando un
producto coloreado que presenta una maximo de absorbancia a 550 nm. Las tasas de
incorporacion se estimaron como la pendiente del ajuste lineal del contenido de NOj5
presente en el medio a lo largo del tiempo y se expresaron en funcion de la biomasa

seca (DM).

3.3.2 Efecto del incremento de la concentracion de HCO; sobre la incorporacion

de NOQ_

Se realizaron experimentos de electrofisiologia con electrodos simples en hojas
de P. oceanica en los que se midio la repuesta del E,, por la adicion de concentraciones
crecientes de NOs', en ASW enriquecida en C; con 10 mM NaHCOs;. Previamente las
plantas se mantuvieron en ASW (2 mM NaHCOs) sin N durante 14-17 dias., La
respuesta a cada concentracion (5, 10, 25, 50, 100 y 250 mM) y réplica (n=3) se midid
en una hoja diferente. Cada experimento comenzé con la medida de un E,, estable en

ASW (2 mM HCOy") y su variacion por la adicion de la concentracion de NO;™ a
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ensayar. Seguidamente se cambio6 el medio de ensayo por ASW con 10 mM NaHCOs, y
se esperd a la estabilizacion del valor del E, (entre 30-40 minutos). Finalmente se

volvié a anadir la misma concentracion de NaNOs.

3.3.3 Determinacion de la concentracion citosdlica de nitrato ([NOs].). Efecto de

la transicion luz-oscuridad y del incremento de C;

Se realizaron experimentos mediante microelectrodos dobles selectivos para
NOs™ en hojas mantenidas en NSW. De este modo se midio el £, de forma simultdnea a
la actividad de NOj;™ en el citosol. Para estudiar el efecto de la transicion luz-oscuridad
sobre la [NOs']., una vez obtenido un valor estable para ambas variables en condiciones
de luz saturante, se apag6 la luz del microscopio y se observé la respuesta durante al
menos 1 hora. Al cabo de este tiempo se volvid a restaurar la condicion de luz inicial. El

experimento se repitid 5 veces, 3 de ellas en hojas independientes.

Para determinar el efecto del incremento de C; en el medio sobre la variacion de
la concentracion citosolica de NOs', se realizaron experimentos anadiendo 3 mM
NaHCO; al NSW (concentracion final de 5 mM) por un lado y burbujeando el NSW
con aire con 1000 ppm de CO; por otro. En este ultimo caso, el NSW se dejo equilibrar
con el burbujeo de CO; 1 hora antes del inicio y durante todo el experimento. Ademas,
se realizaron experimentos en NSW enriquecida en CO, y en presencia de 0.1 mM del
inhibidor de la CA permeable a la membrana EZ. Cada experimento comenz6 la medida
estable del £, junto con la [NOj3]c en NSW. Seguidamente se cambi6 el medio por el
enriquecido en C; y se observo la respuesta durante aproximadamente una hora. Para
cada condicion el ensayo se realizd por triplicado en hojas independientes de P.

oceanica mantenidas en NSW.
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3.4 Estudio de la incorporacion de fosforo inorganico (P

El estudio de la incorporacion de P; en P. oceanica comenzd, con la medida del
potencial de membrana mediante electrodos simples en respuesta a la adicion de un
pulso de P;. Para ello se afiadieron concentraciones crecientes de NaH,PO4 al medio de
ensayo de plantas preincubadas en deficiencia de P; durante al menos 5 dias. Este
mantenimiento en ausencia de P; se prolongo hasta 19 dias. El medio de incubacion y de
ensayo fue ASW compuesta por: 500 mM NaCl, 10 mM KCI, 12 mM CaCl,, 55 mM
MgCl,, 2 mM NaHCOs, 0.01 mM NaNOs;. Para el medio de incubacion el ASW se
tampond a pH 8.2 con IN NaOH, mientras que para la medida del £, el pH se ajusto
con 10 mM MOPS/BTP.

3.4.1 Determinacion de la tasa de incorporacion de P;. Efecto del Na*

Para determinar la tasa de incorporacién de P; en hojas de P. oceanica, se
realizaron experimentos de deplecion por triplicado en ASW-500 mM Na“ y ASW-0
mM Na' en condiciones de luz (150 umol fotones m™ s™). La composicion del ASW
fue: 500 mM NaCl, 10 mM KCI, 12 mM CaCl,, 55 mM MgCl,, 2 mM NaHCOs, 0.01
mM NaNOs. En caso del medio sin Na* el NaNO; se reemplazo por 0.01 mM de KNOs
y el agente osmotico utilizado fue cloruro de colina (500 mM), puesto que la presencia
de sorbitol interferia en el método colorimétrico del verde malaquita (Fernandez et al.,
1985) empleado para la determinacion de P;. Al igual que en el caso de los medios con
sorbitol, la osmolaridad del medio con cloruro de colina fue similar a la medida en
ASW. Ademas en este caso se utilizaron secciones de hojas ayunadas de P durante 5

dias en ASW sin P y con 0.01 mM NaNO;.

Cada experimento comenz6 con la adicion de 10 uM de KH,PO, tras el
mantenimiento de las plantas durante al menos 1 hora en el medio correspondiente.
Seguidamente se tomaron muestras de 1 mL a los tiempos 0, 10, 20, 30 minutos y 1, 2,
4, 6,9 y 24h. El contenido de P; de cada muestra se determind midiendo la absorbancia
a 660 nm del producto de reaccion de la muestra con oxalato de verde malaquita, en
medio acido (Fernandez ef al., 1985). Las tasas de incorporacion de P; se calcularon a
partir de la pendiente del ajuste lineal del contenido de P; en el medio con respecto al

tiempo.
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3.4.2 Efecto del incremento de la concentracion de HCOs” sobre la incorporacion

de Pi

El efecto del aumento de la concentracion de HCOs™ en el medio sobre la
incorporacion de Pj, se determind mediante experimentos de deplecion en ASW con 2
mM NaHCOj; (control) y en ASW con 10 mM NaHCOs. En esta ocasion las hojas se
mantuvieron en deficiencia de P; durante 7 dias. Asi, se determind la tasa de

incorporacion de P; en alto NaHCO; (10 mM).

Por otro lado, se midio el efecto de la adicion de concentraciones crecientes de
P; sobre el £, en ASW con 10 mM NaHCOs;. Para ello se utilizaron plantas de P.
oceanica mantenidas durante 5-8 dias en deficiencia de P; (ASW con 2 mM NaHCOs y
0.01 mM NaNOs). Antes de comenzar cada experimento las secciones de hojas se
mantuvieron en luz (150 umol fotones m™ s) en la camara de perfusion con flujo
continuo de 1.5 mL min™ en ASW con 2 mM NaHCO; durante 1 hora y en ASW con
10 mM NaHCO; durante 2 horas mas. Una vez estabilizada la medida del E,, se
afnadieron las concentraciones de NaH,POq: 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 uM. Las medidas
se realizaron mediante electrodos simples y cada conjunto de concentraciones crecientes

se aplico a una sola célula del mesofilo.

3.4.3 Efecto del Na' sobre la incorporacién de P; en alto HCO3’

Para determinar el papel del Na” en la incorporacién de P; en hojas de P.
oceanica, se midio6 la variacion del E,, por adicion de un pulso 25 uM de KH,PO4 en
ASW con 10 mM KHCO3 y 0 mM de NaCl. Al igual que en experimentos anteriores,
previamente las plantas se incubaron durante 5-9 dias en ASW sin P; (con 2 mM
NaHCO;3 y 0.01 mM NaNOs). Antes del inicio de cada experimento, las secciones de
hojas se mantuvieron en la camara de perfusion bajo la irradiancia de saturacion (150
umol fotones m™ s') y con un flujo continuo de 2 mL min™' de ASW con 10 mM
KHCOs3 durante 1 hora y de ASW con 10 mM KHCO; y 0 mM Na" durante 2 horas
mas. En este medio libre de Na" el nitrato se afiadié como KNOs y la osmolaridad se
mantuvo constante afiadiendo 800 mM de sorbitol. Una vez conseguido un valor

constante de E,,, se aiadio al medio de ensayo 25 uM de KH,PO,.
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Ademas el procedimiento se repitid0 aumentando progresivamente la
concentracion de Na™: 5, 10, 50, 100, 250 mM NaCl. Para las medidas se utilizaron
microelectrodos simples y cada concentracion y réplica se realizd en una seccion de

hoja diferente.

3.5 Estudio del transporte de aminodcidos (L-Ala & L-Cys)

Se analiz¢ el efecto de la adicion de concentraciones micromolares (100, 250 y
500 uM) de cada uno de los 20 aminoacidos en su forma levogira sobre el E,. La
medida se llevé a cabo mediante microelectrodos simples en hojas preincubadas en
ausencia de N durante 7-9 dias en ASW con 0.01 mM NaH,PO, y tamponada a pH 8.2
con 1N NaOH. Asi mismo el medio de ensayo fue ASW sin N, con 0.01 mM NaH,PO,
y tamponada a pH 8.2 con 10 mM MOPS/BTP. Unicamente en el caso de los

aminoacidos L-Ala y L-Cys se registraron despolarizaciones de la membrana.

Seguidamente se llevo a cabo la caracterizacion cinética del transporte de estos
aminoacidos, afiadiendo al ASW sin N concentraciones crecientes de cada uno de ellos:
5,10, 25, 50, 100, 250 y 500 uM en el caso de la L-Ala, y 5, 10, 25, 50, 100 uM en el
caso de L-Cys. Las réplicas de las cinéticas de cada aminoacido se realizaron en hojas
diferentes, si bien cada conjunto de concentraciones crecientes se aplicoO a una misma

célula del mesofilo.

Finalmente, una vez determinada la concentracion de saturacion para cada uno
de estos aminoacidos, se estudié el papel del Na" en la energética de su transporte. Asi,
se observo la variacion del E,, por la adicion de 250 uM de L-Ala y 100 uM de L-Cys
en ASW con 0 mM NaCl (+800 mM de sorbitol).
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4 Analisis de datos

El ajuste de los datos a modelos matematicos, tanto lineales como de saturacion
se realizd mediante el programa informatico Kaleida Graph 4.5 (Synergy Software).
Los datos se representan como la media =+ la desviacion estandar (SD) de 3 a 5 réplicas

independientes.

El analisis estadistico de los datos se realizdo mediante test de comparacion de
medias por el estadistico de contraste t de Student o mediante Analisis de la Varianza
(ANOVA) cuando el factor de influencia tenia mas de dos niveles. Previamente se
verifico en todos los casos los criterios de homocedasticidad y normalidad de los datos
mediante la realizacion de la prueba de homogeneidad de la varianza (contraste de
Levene) y la prueba de Kolmogorov-Smirnov (con la correccion de Lilliefors). En todos
los casos se consider6é un limite de confianza (o) de 0.05. Para la realizacion de los

calculos estadisticos se utilizé el programa informatico SPSS Statistics 25.0.
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Resultados

1 Obtencion de plantulas de Posidonia oceanica

Se seleccionaron 76 frutos de los recolectados en el arrecife de barrera frente a la
costa de Roquetas de Mar (Almeria), de los cuales se us6 la mitad (38) para inducir la
germinacion de las semillas segn se indica en Material & Métodos (apartado 1.3). La
germinacion de las semillas extraidas y colocadas individualmente en tubos sigma con
NSW tuvo un rendimiento medio del 75%. Tal y como describe Balestri ez al. (1998) el
proceso de germinacion comenz6 con el desarrollo de la plumula seguido de la
emergencia en el polo opuesto de una blanquecina raiz principal al cabo de 3-5 dias
(Fig. 14a). Seguidamente, se observo el crecimiento del meristemo apical, apareciendo
las primeras 2-3 hojas, y varias raices adventicias al cabo de 15-20 dias. Transcurrido
un mes en NSW a 15°C bajo una intensidad de luz de 150 pmoles de fotones m™> s y
con un fotoperiodo de 16h luz - 8h oscuridad, se obtuvieron plantulas bien
desarrolladas, de unos 9 cm de longitud (Fig. 14b), que se utilizaron para la realizacion

de experimentos de electrofisiologia. No obstante, el porcentaje de supervivencia de las

plantulas hasta entonces fue menor que el de germinacion (55%).

(b)

Figure 14. Posidonia oceanica seedlings. (a) Seedlings after 5 days of germination treatment.
(b) A seedling after 1 month growing in filtered natural seawater (NSW). Fruits were surface-
sterilized by rinsing in ethanol (70% v/v) for 2 min, followed by immersion in sodium
hypochlorite (10 % v/v) diluted in filtered, autoclaved seawater for 2 min. Seeds were then
removed aseptically and maintained at 15°C, 150 pmol photons m™ s and 16:8 h light:dark
photoperiod in filtered NSW. The scale of both pictures shows a cm range.
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Al cabo de 2 meses, las plantas se transfirieron a un vaso de precipitados con
unos 5 L de NSW filtrada, utilizando como soporte una malla de nylon, debido al mayor
requerimiento de volumen por el aumento de tamafio observado. En estas condiciones
las plantulas pudieron ser mantenidas durante un afio completo, siendo el tamafio
maximo observado unos 20 cm de longitud desde el apice de la raiz principal al extremo

de la hoja de mayor tamafio.

2 Energética del plasmalema y permeabilidad relativa Py, /Py

El valor medio del potencial de membrana (£,,) en células del mesoéfilo de hojas
jovenes de P. oceanica en agua de mar natural (NSW), fue de -174 £ 4 mV (n=27). Este
valor fue similar al registrado en agua de mar artificial (ASW) (p=0.263). Ademas, el
valor de E, observado en el mesofilo foliar de plantulas obtenidas a partir de la
germinacion de semillas en el laboratorio en ASW (-179 £ 4 mV, n=3) tampoco fue
significativamente diferente (p=0.06). En cambio, en las células de la epidermis
radicular de dichas plantulas el £,, medido fue significativamente menos negativo (-140

+ 6 mV, n=20; p<0.001).

Debido a la dificultad técnica para realizar las medidas en las células
epidérmicas de la raiz se decidié centrar el estudio en la hoja. Por otro lado, dada la
similitud de los valores de E,, de las células del mesoéfilo foliar de plantas de diferente
edad, y la poca disponibilidad de semillas que pudieron ser germinadas, la mayor parte

del trabajo se desarrolld en hojas de plantas adultas.

2.1 Efecto de la transicion luz - oscuridad sobre el E,,

En condiciones de luz (150 umol fotones m? s'l), una vez alcanzado un E,
estable en NSW, la transicion a oscuridad provocd una pequefia y rapida
despolarizacion de la membrana, seguida de una hiperpolarizacion transitoria (AE,, = -
33 £ 7 mV; n=7) y finalmente de nuevo una despolarizacion, en esta ocasion lenta y de
mayor magnitud, hasta un £, = -87 = 8 mV al cabo de 30 minutos; n=7 (Fig. 15). Al
restaurar la iluminacion, se observo una pequeila despolarizacion transitoria de la
membrana (AE,, =3 £ 1 mV; n=7) seguida de la hiperpolarizacion de la misma (AE,, = -
105 £ 10 mV; n=7), para terminar con la recuperacion del £, inicial al cabo de 20

minutos (Fig. 15).
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En experimentos en los que se prolongo la condicion de oscuridad en el tiempo,
la membrana se mantuvo despolarizada durante unos 50 minutos, tiempo al cabo del
cual se observo el inicio de la repolarizacion de la membrana en condiciones de

oscuridad.

-250 +

-200 +

-150 +
Dark

E (mV)

-100 +

-50 1+ Light

0__-
20 min

Figure 15. Effect of light-dark transition on membrane potential (£,) of a P. oceanica
mesophyll leaf cell. Measurements were performed in continuous perfusion of natural seawater
(NSW). Trace is a representative record of 7 independent experiments.

Esta respuesta, similar a la descrita para Zostera marina (Fernandez et al.,
1999), se relaciona con la actividad de una H'-ATPasa como bomba primaria. En
oscuridad, al detenerse la asimilacion fotosintética del CO,, éste se acumula en el
citosol, provocando la acidificacion del mismo y la hiperpolarizacion inicial transitoria

de la membrana debido a la salida del exceso de H' (Fernandez et al., 1999).

2.2 Efecto de la fusicocina sobre el E,, y el pH,,,,

La fusicocina (FC) es una fitotoxina utilizada como indicadora de la actividad P-
ATPasa y, especialmente, de la actividad de la H'-ATPasa de plantas vasculares (Marré
et al., 1979). Para determinar la presencia de esta ATPasa de tipo P como bomba
primaria responsable de la generacion del £, en P. oceanica se analizo el efecto de la
presencia de FC sobre el potencial de membrana de células del mesofilo foliar y sobre
el pH del medio. En el primer caso, una vez obtenido un E,, estable, la adicién de 5 uM
de dicha fitotoxina al medio de ensayo (NSW) provoco una rapida hiperpolarizacion de

la membrana, hasta -227 =4 mV (n=5; p<0.001) en 15 min. (Fig. 16a).
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Por otra parte, la medida del pH del medio (pHext), con minielectrodos selectivos
para H', en el espacio formado entre dos secciones de hoja incubadas en NSW, revelo
una acidificacion del mismo, pasando de 8.1 = 0.1 a 6.6 = 0.1 (n=5; p<0.001) en 50
minutos tras la adicion de 10 uM de FC (Fig. 16b).
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Figure 16. Effect of fusicoccin (FC) on membrane potential of mesophyll cells (£,, mV) and on
external pH of leaves of Posidonia oceanica. (a) Effect of the addition of 5 uM FC on the
membrane potential measured in natural seawater. (b) External pH variation induced in P.
oceanica leaf pieces incubated in natural seawater after the addition of 10 uM FC. Traces are a
representative measurement of five similar experiments. Auxiliary (dotted grey) lines indicate
the normal values of each variable in the absence of FC treatments.

2.3 Permeabilidad relativa Py, /Py’ Yy concentracion citosdlica de Na*

Segun la ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz, el valor del potencial de difusion
(Ep) viene determinado por la asimetria de Na', K"y CI" a ambos lados de la membrana
y la permeabilidad de la membrana a dichos iones. Asi, variando la concentracion
externa de uno de ellos es posible estimar la permeabilidad relativa de la membrana. En
este sentido, la permeabilidad relativa de la membrana a Na’ con respecto a K’
(Pna /Px ) en las células del mesofilo foliar de P. oceanica, se estimé midiendo el efecto

de la variacion de la concentracion de K en el medio sobre el Ep.
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El valor del potencial de difusion de dichas células se obtuvo tras la adicion de 1
mM de NaCN/SHAM al medio de ensayo (ASW). Tal como se muestra en la Figura 17,
la adicion del ambos inhibidores de la respiracion provoco la despolarizacion de la
membrana hasta un valor estable de -77 mV + 7 mV (n=5). Este valor fue similar al

observado en los ensayos realizados en NSW (p=0.537; datos no mostrados).

Una vez alcanzado un valor estable de Ep en ASW, la disminucion de la
concentracién externa de K™ de 10 mM a 1 mM KCl provocé la hiperpolarizacion de la
membrana (Ep = -107 =+ 3 mV; n=5). Asi mismo, una segunda disminucion de la
concentracién externa de K de 1 mM a 0.1 mM KCI provoco nuevamente la variacion
del Ep, aunque en este caso el cambio fue menor (Ep = -110 = 1 mV; n=5).
Seguidamente, el aumento de la concentraciéon externa de K', primero hasta | mM y
después hasta 10 mM indujo la despolarizacion de la membrana hasta los respectivos
valores de Ep previamente registrados a cada una de dichas concentraciones externas de
K. Por ultimo, la retirada del medio del coctel inhibidor NaCN/SHAM provocé el

inicio de la recuperacion del E,, inicial (Fig. 17).

1 mM
200 NaCN/SHAM
01 1
-150+ 1 mM mM 10
mM KCl KCl mM
KCl ¢ KCl
= v Y
=_ 100+
w
50T NaCN/SHAM
Wash
0__ /

20 min

Figure 17. Effect of external K concentration variation on diffusion potential of P. oceanica
mesophyll leaf cells. The addition of 1 mM NaCN and 1 mM SHAM to the assay medium
(ASW) evokes the plasma membrane depolarization until the diffusion potential. After reaching
a stable value in the presence of both respiratory inhibitors the external K™ concentration was
varied as indicated. Trace is a representative record of 5 independent experiments.
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La variacion del Ep en funcion de la presencia de diferentes concentraciones
externas de K', permitio calcular la Py, /Px" a partir de la linealizacion del modelo de
Goldman-Hodgkin-Katz (Ec. 4), asumiendo que la concentracion citosolica de K™ (asi
como la de Na" y CI) permanece constante al variar la concentracion externa y
considerando despreciable la concentracion citosolica de Na' respecto a la

concentracion externa (500 mM NaCl) (Fernandez et al., 1999):

PNa+/ _ B[K;]e - A[Kf]e
Py+ ™ A[Na*], — B[Na'],

(Equation 5)

E E
donde A = 10ﬁ, B =100 y E1y Exlos Ep a las concentraciones 1 y 2 de

KCl en el medio de externo, es decir [K';]e =10 mM y [K'5]. = 1 mM.

Sustituyendo los valores en la ecuacion, se obtuvo un valor medio para la
relacion P, /P’ = 0.0046 + 0.0012 (n=5). Este valor indica que la permeabilidad de la
membrana a K™ es tres ordenes de magnitud superior a la de Na', mientras que la

concentracion externa de Na' es 50 veces mayor que la de K.

Esta permeabilidad restringida a Na' podria estar relacionada con el
mantenimiento de una baja concentracion citosélica de este i6n. En este sentido, se
realizaron medidas de la concentracion citosélica de Na’ ([Na'].) mediante el uso de
microelectrodos selectivos. Las medidas se realizaron en células del mesofilo foliar
incubadas en NSW, obteniéndose, tal como muestra el registro de la Figura 18, un valor
de concentracion citosélica de Na" de 17 £ 2 mM (n=6). En estas condiciones, la
adicion de ImM de NaCN/SHAM al agua de mar produjo la disminucion del potencial
de membrana hasta alcanzar el correspondiente valor de Ep, mientras que la [Na'],
increment6 hasta un valor de 20 £ 2 mM (n=3). Por otra parte, al retirar el coctel
inhibidor del medio de ensayo se observo el restablecimiento de los valores iniciales
tanto de E,, como de [Na'].. Estos resultados sugieren que, ademas de la permeabilidad
restringida al Na’, deben operar mecanismos activos que mantienen una baja

concentracion citosolica de este i0n en las células del mesoéfilo foliar de P. oceanica.
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Figure 18. Simultaneous measurements of membrane potential (E,) and cytosolic Na’
concentration of mesophyll leaf cells of P. oceanica in NSW. Effect of the addition of 1mM
NaCN/SHAM. A representative record of 3 independent experiments is shown. Auxiliary
(dotted red) lines indicate the normal values of each variable before the addition of inhibitors.

3 Incorporacion de bicarbonato (HCO;)

El estudio del modelo de incorporacion de carbono inorgénico se inici6 con la
medida de forma simultanea del £, y el pH citosélico (pH;) mediante el uso de
microelectrodos dobles, selectivos para H'. El experimento, realizado en plantas adultas
de P. oceanica en NSW, revelo un pH en el citosol de las células del mesofilo foliar de
7.3 £ 0.03 (n=12). La adiciéon de 3 mM HCOs™ al NSW, provoco una despolarizacion
inicial y transitoria de la membrana de 3 mV seguida de una hiperpolarizacion hasta un
valor de -183 £ 1 mV (n=5). Aproximadamente 4 minutos después del incremento de la
concentracion de HCO;3 en el NSW, se observé una lenta despolarizacion de la
membrana, hasta un valor de -162 £ 2 mV (n=5; p=0.002) en aproximadamente 20
minutos (Fig. 19a). Al mismo tiempo, se registrd una acidificacion del citosol (pH =

7.22 £ 0.01) seguida de una alcalinizacién del mismo (pH = 7.47 £ 0.02) (Fig. 19b).

Para determinar el origen de la variacion de pH observada en el citosol, se probd
el efecto del inhibidor de la anhidrasa carbonica (CA) permeable a la membrana
etoxizolamida (EZ). En presencia de 0.1 mM de EZ, los valores de E,, tanto inicial
como final fueron similares a los obtenidos en ausencia del inhibidor. Sin embargo, la

hiperpolarizacion inicial transitoria de la membrana causada por la adicion de 3 mM
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HCOs™ fue retardada y ligeramente menor (-181 + 3mV, n=5; p=0.33) con respecto a las
condiciones control (Fig. 19a). En cuanto al pH, la presencia de EZ no tuvo efecto sobre
el pH citosolico inicial (7.28 & 0.02, n=5) ni sobre la acidificacion inicial del citosol tras
la adiciéon de HCOj;". En cambio, la posterior alcalinizacion fue claramente menor en
presencia del EZ, alcanzando un pH = 7.35 £ 0.01 (n=5; p<0.001) al cabo de 20 min
tras la adicion de HCOs;  (Fig. 19b). La acidificacion inicial, independiente de la
presencia de EZ, sugiere que la incorporacion de HCO;™ en células del mesofilo foliar

de P. oceanica podria estar mediada por un sistema de simporte con H'.

Para determinar el i6n que pudiera actuar como motriz en la incorporacion de
HCOs', ademas del pH., se midi6 el efecto de la adicion de HCO; sobre la
concentracion citosolica de Na“ y Cl' mediante microelectrodos i6n selectivos. Las
medidas se realizaron en NSW, obteniéndose un valor de concentracion de Na' de 17 +
2 mM (n=6), valor que fue mayor que el observado para el CI" en las mismas

condiciones (9.5 £ 1 mM, n=3) (Fig. 19¢).

La adicion de 3 mM HCOs; al NSW, provocd inicialmente una rapida y
transitoria disminucion del Na' presente en el citosol seguida de una segunda
disminucion del mismo, esta vez mas lenta, hasta llegar a una valor de 16 £ 1 mM (n=3)
(Fig. 19¢). No obstante tales variaciones de la concentracion de Na' no fueron
significativas (p=0.48). En cambio, el incremento de la concentraciéon de HCOs en el
medio, si produjo una clara disminucion de la concentracion citosdlica de C1 (Fig. 19c¢).
Cabe destacar que, en comparacion con la respuesta del pH, la disminucion de la
concentracion de Cl fue posterior en el tiempo. La adiciéon de 3 mM HCOs™ al NSW,
inicialmente indujo una rapida y transitoria disminucion del CI citosolico (no
significativa), tras lo cual éste se mantuvo constante (9.5 + 1 mM CI, n=3). Sin
embargo, transcurridos 4 minutos, cuando el £,, comenzaba a despolarizarse, se observo
una lenta disminucion del CI” en el citosol. Finalmente, al cabo de 15 minutos, de
manera simultdnea a la estabilizacion del £, el valor de la concentracion citosélica de
CI" se mantuvo constante en el tiempo en torno a 6.3 + 1 mM (n=3; p=0.017). Este
resultado sugiere la existencia de un flujo de salida de CI" que podria compensar la
acumulacion de cargas negativas resultantes de la incorporacion de HCO;3™ y/o los OH

generados por la deshidratacion interna del bicarbonato.
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Figure 19. Effect of the addition of 3 mM NaHCO; on membrane potential (E£,, mV) and
cytosolic pH, cytosolic Na” (Na',, mM), or cytosolic CI" (Cl', mM) measured in mesophyll leaf
cells of Posidonia oceanica. (a) Membrane potentials in natural seawater (NSW; blue trace,
control conditions) or NSW containing 0.1 mM ethoxyzolamide (EZ; red trace). (b) Cytosolic
pH measured in NSW (blue record) or in the presence of 0.1 mM EZ (red record). (¢) Cytosolic
Na' (dark trace) or cytosolic Cl” (green trace) measured in NSW. Traces are a representative
record of a minimum of three independent experiments for each treatment, and mean values and
statistics are indicated in the text. Auxiliary (dotted grey) lines show the normal value of each
variable before HCO;™ addition.
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3.1 Efecto del incremento de CO; sobre el E,, y el pH citosdlico

Para analizar si el origen de las variaciones de pH. se debia a la formacion de
CO; proveniente de la deshidratacion externa del HCOj;, se probo el efecto del
incremento de la concentracion del mismo en el NSW burbujeando el medio con 1000
ppm de CO,. Como se observa en la Figura 20, la adicion de 1000 ppm CO; produjo
una pequeia hiperpolarizacion del E,, de unos 5mV, a la vez que una lenta
acidificacion del pHc de 0.1 unidades. Esta respuesta sugiere que la acidificacion inicial
y transitoria encontrada al afiadir 3 mM de HCO3™ al NSW no esté relacionada con un

aumento de la concentracion externa de CO,.
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Figure 20. Effect of the addition of 1000 ppm CO, to natural seawater on the membrane
potential (E,, mV) and cytosolic pH measured in Posidonia oceanica leaf cells. Traces are a
representative example of three equivalent simultaneous measurements. Auxiliary (dotted grey)
lines show the control values before CO, treatment.

3.2 Transporte de bicarbonato y fotosintesis

Para determinar el uso del bicarbonato como fuente de carbono para la
fotosintesis en hojas de P. oceanica se probo el efecto de la presencia de 2 mM HCO;5
como unica fuente de carbono inorganico sobre la variacion de pH externo (pH.)
durante la transicion oscuridad-luz, respecto a condiciones control. Al incubar una
seccion de hoja en agua de mar natural, que contiene CO, y 2 mM HCOs, en
condiciones de oscuridad se obtuvo un valor estable del pH del medio (pHe) de 7.93 +
0.15. Tras la aplicacion de luz (150 umol fotones m™ s™) se observo una alcalinizacion
del pH. hasta un valor de 856 = 0.05 (n=5; p=0.001) al cabo de 20 minutos,

consecuente con la actividad fotosintética (Fig. 21). En cambio, en NSW sin CO;
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suplementada con 2 mM HCOj5', el incremento de pHe observado tras la aplicacion de
luz fue menor, de 7.92 + 0.03 a 8.25 + 0.07, aunque igualmente significativo (n=5;
p=0.001). Esto supone que el uso de HCO; como fuente de carbono para la fotosintesis

representaria aproximadamente un 40% de la alcalinizacion del medio externo.

Por otro lado, se determiné el efecto del HCO;™ sobre la tasa de fotosintesis
aparente (APS - Apparent photosynthesis), medida como produccion de O, en secciones
de hoja de P. oceanica incubadas a pH 8.5 y 150 umol fotones m™ s™'. En NSW sin CO,
y suplementada con 2 mM HCOs, el valor de APS obtenido fue de un 40% del
observado en condiciones control (NSW) (Fig. 21), porcentaje similar al observado en

el caso de la alcalinizacion del pH externo.
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Figure 21. Effect of HCO; on the photosynthetic activity of Posidonia oceanica leaves. (a)
External pH variation induced by dark—light (150 pmol photons m” s') transitions in P.
oceanica leaf pieces incubated in natural seawater (NSW; black line) or in C-free NSW
supplemented with 2 mM NaHCOj; (dashed line). Auxiliary dotted grey line shows the external
pH in the dark. Traces are a representative measurement of five similar experiments. (b)
Apparent photosynthesis (APS) rates of P. oceanica leaf pieces measured at 150 pmol photons
m® s in NSW (n=12) or in C-free NSW supplemented with 2 mM NaHCO; (n=5). Data are
mean + SD and asterisk indicates significant differences (Student’s ¢-test, p<0.0001).

Al objeto de caracterizar el uso fotosintético del HCOs™ se determinaron las tasas
de fotosintesis aparente a distintas concentraciones de NaHCOs (de 0.01 a 10 mM) en
NSW sin CO; ajustada a pH 8.5 y condiciones de luz (150 umol fotones m™ s™'). Las
tasas obtenidas incrementaron a medida que se aumentd la concentracion de carbono

inorgénico disponible en el medio de ensayo hasta llegar a saturarse a concentraciones

de HCOs en torno a 3 mM (Fig. 22).
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Por otra parte, se midi6 la variacion del E,, de células del mesofilo foliar de P.
oceanica en respuesta a la adicion de las mismas concentraciones de NaHCOs (de 0.01
a 10 mM) en NSW sin CO; ajustada a pH 8.5. Al igual que en el caso de las tasas de
fotosintesis aparente, los valores de despolarizacion inicial en respuesta a la adicion de
concentraciones crecientes de HCO; aumentaron, hasta llegar a saturarse en torno a 3

mM HCOjs" (Fig. 22).

Mediante ambas aproximaciones metodologicas, se obtuvieron sendas curvas de
saturacion que se ajustaron a los modelos de Edwards & Walker (1983) y Michaelis &
Menten respectivamente (Fig. 22), obteniéndose los correspondientes parametros

cinéticos mostrados en la Tabla 5.
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Figure 22. Apparent photosynthesis (APS) rates at 150 pmol photons m™~ s (black points,
umol O, grv' h™') and membrane induced depolarizations (open circles, mV) at different
external HCOj; ™ concentrations. Assay medium consisted of C-free natural seawater adjusted to
pH 8.5 with NaOH supplemented with different NaHCO; concentrations. Values showed
saturations kinetics and were fitted to the Edwards & Walker (1983; R* = 0.987) and Michaelis
& Mentel (R* = 0.990) models, respectively. Data are mean + SD of three independent
measurements.
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Tanto el valor del punto de compensacion para el bicarbonato (CPyco3), 0.09 =
0.01 mM (n=3), como de la constante de semisaturacion (Sys), 0.35 = 0.07 mM (n=3),
estimador de la afinidad por el HCO;3', cuyo valor es similar al de la constante de
semisaturacion obtenida mediante electrofisiologia (Ku), 0.36 £ 0.04 mM (n = 3),
indican la presencia de un sistema de incorporaciéon de HCOj;™ en P. oceanica con una
afinidad mucho menor que la concentracion de HCOs™ del agua de mar, lo que sugiere

que la incorporacion de este i6n seria mediada a través de un mecanismo eficiente.

Table 5. Photosynthetic and kinetics parameters for the use of bicarbonate as an inorganic C
source in P. oceanica mesophyll leaf cells. Values were obtained by curve fitting of the
apparent photosynthesis or membrane depolarizations showed in Figure 22. Data are mean + SD
(n=3). APS..x and D, are the maximum apparent photosynthesis and the maximum
depolarization, respectively; Sy is the half saturation constant for the apparent photosynthesis
(APS); CP is the compensation point for HCO;’; and K, is the Michaelis constant for HCO35
uptake kinetics.

Photosynthetic parameters Kinetics parameters
APSpax =5.27 £ 0.28 pmol O, g gy h! Dy =2.1£0.1 mV
Sos =0.35+£0.07mM Ky =0.36+0.04 mM

Para una mayor caracterizacion del uso fotosintético del HCOs3™ en hojas de P.
oceanica, se probo el efecto de diferentes inhibidores de la anhidrasa carbonica asi
como el suplemento con 1000 ppm de CO; 6 con 3 mM HCOj; del NSW sobre la tasa
de fotosintesis aparente medida a 150 pmol fotones m™ s'. Tal como muestra la Figura
23, en presencia de 100 uM del inhibidor de la anhidrasa carbonica permeable a
membranas, etoxiazolamida (EZ), la tasa de APS obtenida fue de tan so6lo el 50%
respecto al valor observado en condiciones control (NSW) (n=3; p=0.006). En cambio,
cuando se afiadi6 la misma concentracion de acetazolamida (AZ), inibidor de la
anhidrasa carbdnica que no atraviesa la membrana plasmatica, la disminucion de la tasa
de fotosintesis aparente fue en torno a un 5%, lo cual no resultd significativamente
diferente respecto al control (n=3; p=0.97). A diferencia de ello, la tasa de APS medida
en NSW suplementada con 1000 ppm CO,, fue similar a la de condiciones control (n=5;
p=0.68), mientras que la adiciéon de 3 mM HCO; al NSW provocd un aumento

significativo de la tasa de fotosintesis (n=3; p=0.01).
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Figure 23. Apparent photosynthesis (APS) of Posidonia oceanica leaf pieces measured in
different conditions. For each treatment, photosynthesis was measured at 150 pmol photons m™
s first in control conditions (NSW) and then after the addition of 0.1 mM ethoxyzolamide
(EZ), 0.1 mM acetazolamide (AZ), CO,, and 3 mM NaHCOs;. Data are mean + SD of at least
three independent measurements. Asterisk indicates significant differences with respect to
control conditions (Student’s #-test, p<0.01).

Por ltimo, para estudiar la relacién del Na” y el CI” con el uso fotosintético del
HCOy5’, se realizo la misma medida en presencia de diferentes inhibidores del transporte

de estos iones en la membrana plasmatica.

En primer lugar, se determindé el efecto de 0.1 mM de monensina, ionoforo para
el ion Na' (Fig. 24). Ademas, se probo el efecto de la ausencia de Na™ en el medio de
ensayo. Para ello se utiliz6 ASW (control) y ASW sin Na' (con 800 mM sorbitol). El
resultado fue un 25% de reduccion de la tasa de APS en presencia del iondforo. No
obstante, no se observaron diferencias significativas entre la tasa de fotosintesis en
NSW, ASW y ASW sin Na" (p=0.308). Estos resultados sugieren que la disminucién de

la tasa de fotosintesis en presencia de monensina parece ser un efecto inespecifico.

Por otra parte, la presencia de 0.1 mM de DIDS, inhibidor del transporte de
HCOj3™ en intercambio con aniones, fundamentalmente CI', asi como de 0.1 mM de
NPPB, inhibidor de canales anionicos de tipo S, tampoco produjo una reduccion de la
tasa de fotosintesis respecto al control (datos no mostrados). Ambos resultados sugieren

que los canales anidnicos no mediarian la incorporacion de HCOs™ en esta especie.
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Figure 24. Apparent photosynthesis (APS) of Posidonia oceanica leaf pieces measured in
different conditions. For each treatment, photosynthesis was measured at 150 pmol photons m™
s first in control conditions (NSW) and then after the addition of the inhibitor monensin (white
columns). Grey columns show APS measured in artificial seawater (ASW; 500mM NaCl) and
artificial seawater without Na™ (Na'-free ASW). Data are mean = SD of at least three
independent measurements. Asterisks indicate significant differences with respect to control
conditions (Student #-test, *p< 0.05).

4 Estudio de la incorporacion de nitrato, fosforo inorganico y

aminoacidos

4.1 Incorporacion de nitrato (NOj)

En agua de mar artificial sin N, la adicién de concentraciones micromolares de
NOs™ provoco la despolarizacion de la membrana de células del mesofilo foliar de P.
oceanica. Previamente, las plantas fueron incubadas en ausencia de N durante al menos
14 dias. La adicion de concentraciones de NaNO; en el rango 5-250 uM, provocd
despolarizaciones crecientes. No obstante, en experimentos preliminares se observod que
pulsos consecutivos de concentraciones crecientes provocaban una disminucion de la
magnitud de la respuesta, por lo que cada concentracion y réplica se ensayo en hojas
independientes. La adicion de concentraciones similares de NaCl no produjo ningin

efecto sobre el £, (datos no mostrados).

Tras la adicion de la concentracién de NOjs', la variacion o incremento del E,,
alcanzo6 un valor maximo estable después de aproximadamente 1 min. Este valor de E,,
mas positivo, se mantuvo hasta que la concentracion de NO;™ afiadida se retird del

medio, restableciéndose el valor inicial.
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La magnitud de las despolarizaciones de la membrana inducidas por la adicion
de NOs" se saturo a partir de 100 uM NOj", permitiendo el ajuste al modelo cinético de
Michaelis & Menten (Fig. 25). De este modo se obtuvo la constante de semisaturacion
(Ky = 8.7 £ 1 uM) y el valor de despolarizacion maxima (D = 6.3 £ 0.2 mV), que

puede considerarse un estimador de la velocidad maxima del transporte.

Al igual que en condiciones de luz, en oscuridad se obtuvieron despolarizaciones
crecientes del £, inducidas por NOs’, pero de menor magnitud. De igual modo, las
despolarizaciones obtenidas para cada concentracion se ajustaron al modelo de
saturacion de Michaelis & Menten (Fig. 25). En este caso, el valor de D, fue de 3.1 £+
0.1 mV (n=3), lo cual supone una reduccion del 50% respecto a condiciones de luz. En
cambio, el valor de Kj, obtenido (8.2 + 1.7 uM, n=3), no fue significativamente
diferente (p=0.717). Este resultado sugiere una menor actividad de los sistemas de

transporte de nitrato en ausencia de luz.
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Figure 25. Membrane depolarizations (AE,,) induced by increasing NaNOj; concentrations in
artificial seawater (ASW) without N (containing 500 mM Na“ and 2 mM NaHCOs).
Measurements were performed in mesophyll leaf cells of plants previously maintained in ASW
without N during 14-17 days. Open and closed symbols indicate light and dark conditions,
respectively. Data were fitted to the Michaelis & Menten equation (R* = 0.993 in light, R =
0.975 in dark) and kinetics parameters are shown in the table. Values are means = SD of five
independent replicates and asterisk indicates significant differences (Student’s #-test, p<0.001).
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4.1.1 Efecto del Na' sobre la incorporacién de NOz

Para determinar el papel del Na” en el modelo de transporte de nitrato en células
del mesofilo foliar de P. oceanica, se probo el efecto de la ausencia de tal i6n en el
medio de ensayo sobre la variacion del £, inducida por la adicién de la concentracion
saturante del transporte de NO;™ (100 uM). Para ello, se utilizo ASW sin Na' en la que
la fuerza osmotica se compensd con 800 mM de sorbitol. En presencia de 500 mM de
NaCl (control), la adiciéon de NOj;™ provocd una despolarizacion de la membrana en
torno a 6 mV, valor similar a la despolarizacion maxima descrita en el apartado anterior.
Al retirar el Na' del medio, se observd la despolarizacién de la membrana,
estabilizdndose en -164 mV al cabo de 2h. En esta nueva condicion, al afiadir el pulso
de 100 uM NOs no se observo variacion del E,,. Por ultimo, tras restaurar parcialmente
la concentracion de NaCl en el medio de ensayo (30 mM), la adiciéon de 100 uM NO;5
provoco una despolarizacion de la membrana en torno a 3mV, siendo menor que la
observada en condiciones control (500 mM NaCl). La Figura 26 muestra un registro
representativo de dicho experimento. Ademas, en condiciones control, la adicion de 100

puM KCI no provoco variacion alguna del £, (datos no mostrados).
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Figure 26. Membrane potential (£,,) changes after the addition of 100 pM KNO; (downward
arrow) in (a) ASW containing 500 mM NaCl, (b) Na'-free ASW (with 800 mM sorbitol), and
(¢) ASW containing 30 mM NaCl. Vertical lines indicate onset of the NO;™ wash. Traces are a
representative measurement of five similar experiments.
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Este resultado sugiere que la incorporacion de nitrato en las células del mesofilo
foliar de P. oceanica es dependiente de la presencia de Na' en el medio de ensayo. No
obstante, dada la recuperacion parcial del E,, al restablecer parte de la concentracion
externa de Na', se procedié a la medida de la variacion del E,, inducida por 100 pM
NO; en agua de mar artificial en la que se vari6 la concentraciéon de Na™ en el rango 5 -
250 mM. El aumento de la concentracion de NaCl en el medio de ensayo produjo
despolarizaciones crecientes de la membrana al afiadir 100 uM NOs". La magnitud de
tales despolarizaciones se saturd respecto a la concentracion de Na™ en el medio, siendo
de similar valor a partir de 50 mM de NaCl (Fig. 27). El ajuste de los valores al modelo
de Michaelis & Menten, permiti6 calcular un valor de constante de semisaturacion (Kj,)
para Na" de 7.2 = 1.1 mM. Sin embargo, el valor de D,,, encontrado en estas
condiciones fue de 4.3 + 0.1 mM, significativamente menor que en condiciones control
(»=0.035). Esta disminucion podria deberse a un efecto inhibitorio inespecifico del

sorbitol.

Ky (M) | 725 1.4
D, (MV)[ 437 £ 0.1

0 ‘ I I ) I ) I
0 50 100 150 200 250 300
[Na'] (mM)
Figure 27. Membrane potential depolarizations induced by the addition of 100 uM KNOs; in
ASW containing increasing Na" concentrations. Plants were starved from N during 14-17 days
and maintained in ASW without Na" (sorbitol - ASW) at least 2 hours before the experiment.

Data are mean + SD (n=3). Values were fitted to the Michaelis & Menten model (R” = 0.989)
and kinetics parameters are shown in the table.
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Ademas de la dependencia de la presencia de Na', la saturacion del transporte de
NO;  respecto a Na' sugiere el acoplamiento entre la entrada de nitrato y de Na', el cual
funcionaria como i6n motriz de un mecanismo de simporte Na'/NOs". En este sentido la
incorporacion de NO;™ deberia estar asociada a un incremento de la concentracion
citosolica de Na'. Asi, se procedi6 a determinar el efecto de la adicion de NO; ™ sobre la
concentracion citosdlica de Na' medida de manera simultanea al E, mediante
microelectrodos selectivos para Na'. El experimento reveld un incremento de la
concentracion de Na' en el citosol de 0.4 + 0.2 mM (sobre un valor de 17 =2 mM Na")
al afiadir 100 uM de KNOs. Este aumento se mantuvo estable hasta que el pulso de
NOj’ era retirado del medio de ensayo. Al mismo tiempo se registro la correspondiente

despolarizacion del E,, por la adicion de la concentracion saturante de NO3™ (Fig. 28).

100 uM NO

170 + 3 18 2
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Figure 28. Effect of the addition of 100 uM KNO; on membrane potential (E£,,; black trace) and
cytosolic Na' concentration (blue trace) simultaneously measured in P. oceanica mesophyll leaf
cells. The downward arrow indicates the addition of nitrate and the vertical line the onset of the
wash. Traces are a representative example of 3 equivalent measurements.

Ademas de la medida directa en células del mesoéfilo foliar, se determiné la tasa
neta de incorporacion de nitrato en hojas incubadas en 100 uM NOj;™ en presencia y
ausencia de Na" asi como en condiciones de luz y oscuridad (500mM NaCl - luz, 0mM
NaCl — luz, y 500 mM NaCl - oscuridad). Al igual que en los experimentos anteriores,
las plantas fueron preincubadas en ausencia de N durante 14 dias previos a la
realizacion del experimento. Tal como muestra la Figura 29 en presencia de 500 mM
NaCl y luz (control) el contenido inicial de NO; del medio disminuyd de forma
practicamente lineal a lo largo del tiempo, agotandose a las 22 horas de incubacion. En
condiciones de oscuridad (500 mM NaCl - oscuridad), se observo igualmente una
disminucion lineal en la concentracion de NOjs™ al inicio del experimento, si bien a partir

de las dos horas se observo un descenso del contenido de NOs™ en el medio de ensayo
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mas paulatino. Por su parte, en ausencia de Na" (0 mM NaCl - luz) el contenido inicial
de NOs™ disminuy6 también linealmente durante las primeras 2 horas. Sin embargo, a
partir de ese momento, el contenido de NO3™ del medio se redujo en menor grado (Fig.
29). Estos resultados son consistentes con los descritos anteriormente en relacion a las
despolarizaciones inducidas por concentraciones micromolares de NOs™ y sugieren el
funcionamiento de un transportador de alta afinidad de NO;  dependiente de Na" en

células del mesofilo foliar de P. oceanica.
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Figure 29. Nitrate uptake of P. oceanica leaves incubated in light (500 mM NaCl, open
symbols), dark conditions (500 mM NaCl, close symbols) and in the absence of Na' (0 mM
NaCl + 800 mM Sorbitol — light, diamonds). Plants were starved from N during 14-17 days. At
time 0, 100 uM NaNOs or 100 uM KNO; was added to ASW or ASW (Na'-free), respectively.

Samples of the assay media were taken at different times for NO;™ analysis. Data are mean = SD
of three independent experiments.

Las tasas de incorporacion se calcularon a partir de la pendiente de la recta
obtenida por el ajuste lineal de los valores de concentracion de NOs™ observados en el
medio y se expresaron en funcion de la biomasa seca (DM). Los valores obtenidos,
reflejados en la Tabla 6, mostraron diferencias significativas para cada uno de los
tratamientos respecto al control (»<0.001). En presencia de 500 mM NaCl - luz, el valor
calculado fue el mayor de los observados en los tres tratamientos. En condiciones de
oscuridad, la incorporacion de NO; disminuyd en un 50 % con respecto al valor
obtenido en ASW en luz, mientras que en ausencia de Na' la tasa de incorporacion de

NOj;™ disminuy6 en un 80 % con respecto al control (Tab. 6).
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Table 6. Nitrate net uptake rates of P. oceanica leaves. N-starved plants were incubated in
artificial seawater (ASW) containing 500 mM NaCl and Na'-free ASW in which NaCl was
substituted by 0.8 M sorbitol. Net uptake rates were calculated as the slope of the linear phase
of NOj;™ depletion curve within the 1 - 22h after the addition of 100 uM NaNO; or 100 uM
KNO;. Data are mean + SD (n=3). Asterisks indicate significant differences with respect to the
control (Student’s #-test; p<0.01).

500 mM Na* 0 mM Na*
Light .
(CONTROL) Dark Light

NOs™ Net Uptake Rate

+ 4 *
(umol NOy g'l DM h'l) 1.54+0.1 0.73 +£0.23 0.29 £0.03

4.1.2 Efecto del incremento de la concentracion de HCOj sobre la cinética de

incorporacion de NOj3

Para una mayor caracterizacion del transporte de NOs', se probo el efecto del
aumento de la concentracion de HCOsz en el ASW hasta 10 mM sobre las
despolarizaciones inducidas por concentraciones crecientes de NO3™ en condiciones de
luz. En presencia de 10 mM HCOj el valor de E,, fue de -164 mV = 7 mV (n=11),
similar (p=0.189) al observado en los experimentos descritos anteriormente en NSW
suplementada con 3 mM HCOs™ (E,, =-162 mV + 2 mV; Fig. 19). No obstante, en ASW
con 10 mM HCOs;™ la magnitud de las despolarizaciones inducidas por la adicion de
concentraciones crecientes de nitrato, en rango micromolar, fue mayor que los valores
registrados en ASW con 2 mM HCOs™ (Fig. 30). Asi mismo, los valores de dichas
despolarizaciones también se saturaron respecto a la concentracion de NOs™ afiadida. El
ajuste al modelo de Michaelis & Menten mostr6 un valor de Dy, = 8.1 £ 0.3 mV (n=3)
mayor que el obtenido en condiciones control (p<0.001) y un valor similar para la

constante de semisaturacion (K = 7.5 £ 1.2 uM, n = 3, p=0.445).
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Figure 30. Membrane depolarizations (AE,,) induced by increasing NaNOj; concentrations in
mesophyll leaf cells of P. oceanica. Assays were performed in artificial seawater ASW
containing 2 mM NaHCOj; under light (control condition, grey continuous line) or dark
conditions (grey discontinuous line) and in ASW containing 10 mM NaHCO; under light
conditions (dotted line). Plants were N-starved for 14-17 days before the experiments. Data are
mean = SD of 3 independents replicates. Kinetics parameters, shown in the table, were obtained
by curve fitting to the Michaelis & Menten model (R* = 0.993 light, R* = 0.975 dark and R* =
0.986 light-10 mM HCOx5’). Asterisks indicate significantly different values with respect to the
control (Student’s ¢-test; p= 0.005).

4.1.3 Medida de la concentracion citosdlica de NO3

Dado el efecto de la presencia-ausencia de luz, asi como del incremento de
HCOs  sobre el transporte de NOj', se procedio a analizar el impacto de ambas variables

sobre la concentracion citosolica de NO3™ en células del mesofilo foliar de P. oceanica.

En primer lugar se analiz6 el efecto de la transicion luz-oscuridad. En este caso,
dicha transicion provoca el incremento transitorio del CO, (y HCOs;’) dada la
interrupcion de la asimiliacion fotosintética de CO, en oscuridad. Las medidas se
realizaron en células del mesofilo foliar de plantas incubadas en NSW con

microelectrodos selectivos para NOs™ (Fig. 31).
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En estas condiciones (NSW), la concentracion citosélica de NOs™ ([NOs'].)
resulté ser de 5.7 = 0.2 mM (n=10). Al apagar la luz se observo la rapida
despolarizacion inicial seguida de la hiperpolarizacion y posterior despolarizacion lenta,
descrita anteriormente y caracteristica de las células fotosintéticas. Por su parte, la
concentracion citosolica de NOs;  comenzd a aumentar de manera simultdnea a la
despolarizacion lenta de la membrana, hasta llegar a un valor estable de 8.5 +£ 1.1 mM

(n=5) (Fig. 31).

Figure 31. Effect of light - dark transition on membrane potential (£,) and NOj;™ cytosolic
concentration of P. oceanica mesophyll leaf cells measured simultaneously in NSW. Traces
are representative record of 5 similar experiments.

Este resultado sugiere que el incremento transitorio de la concentracion de C
inorgénico (C;) en el citosol, debido a la ausencia de fotosintesis en oscuridad, podria
tener un efecto sobre la concentracion citosélica de NOs™ en las células del mesofilo
foliar de P. oceanica. Asi, se procedio al analisis del efecto del incremento de C; en

NSW sobre la concentracion de citosolica de NOs'.

En primer lugar se analiz6 el efecto de la adicion de 3 mM de HCOs™ al medio
de ensayo (NSW), dando lugar a una concentracion final de 5 mM de HCOs'". Segln se
observa en la Figura 32, el incremento de la concentracion de HCOs™ en el medio
provocéd una disminucion paulatina de la concentracion citosolica de NO3™ (5.7 = 0.2
mM) de manera simultanea a la despolarizacion lenta de la membrana descrita
anteriormente, alcanzandose un valor de [NO3']. de 4.8 + 0.7 mM al cabo de 40 minutos

en presencia de 5 mM de HCOj;™ (Fig. 32).
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Por otra parte, el aumento de la concentracion de C; también se realizd mediante
el burbujeo del medio de ensayo (NSW) con aire con 1000 ppm CO,. En este caso, el
incremento de la concentracion de C; del medio también provocod la disminucion
paulatina de la concentracion citosolica de NOs™. Sin embargo, en estas condiciones la
disminucion fue menor que en el caso del incremento del C; en forma de HCOj,
manteniendo una [NOj3']¢ en torno a 5.5 mM tras 40 min de tratamiento con 1000 ppm
de CO, (Fig. 32). En el caso del E,, tal como se ha descrito en la Figura 20, tras la
adicion de 1000 ppm CO, se observo una pequeia hiperpolarizacion seguida de una
pequefia despolarizacion (Fig. 32). Finalmente, se repitidé el experimento afadiendo
1000 ppm de CO, al medio en presencia de EZ, inhibidor de la CA permeable a
membranas. En este caso, la respuesta del E, fue una hiperpolarizacion mas lenta,
aunque de mayor duracion, que la observada en ausencia de EZ, obteniéndose un valor
de E,, en torno a -175 mV al cabo de 15 minutos en presencia de 1000 ppm de CO,
valor que se mantuvo constante hasta el final del ensayo. Por su parte, la adicion de
1000 ppm CO; en presencia de EZ provoco una ligera disminucion de la [NOs]., hasta

un valor en torno a 5.6 mM, que se mantuvo hasta el final del experimento (Fig. 32).
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Figure 32. Membrane potential (E£,) and cytosolic NOs concentration of P. oceanica
mesophyll leaf cells measured simultaneously in NSW. Effect of addition (downward arrows)
of 3 mM NaHCOs (black line), 1000 ppm CO; (blue line) or 1000 ppm CO, to the assay media
(NSW) containing 0.1 mM of the membrane permeable CA inhibitor EZ (red line). Traces are
representative records of 3 similar experiments for each condition.
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Estos resultados parecen indicar que la concentracion citosolida de NO3™ podria
estar regulada por el Ci, principalmente en forma de HCOs’, lo que sugiere la actividad
de canales anionicos de tipo S (Slow). Tales canales se abren en respuesta a alto HCOj',
Ca™ y pH, alcalino, cuando la membrana se despolariza (Roberts, 2006; Roelfsema et
al., 2012). Dichas condiciones parecen ser similares a las observadas en células del
mesofilo foliar de P. oceanica en respuesta al incremento de HCO;™ en NSW, de manera
que la disminucion de la concentracion citosolica de NO;™ se deberia a la activacion de

tales canales anionicos de tipo S.

4.2 Incorporacion de fosforo inorgdnico (P

Al igual que en el caso del NOj, el estudio del transporte de P; en hojas de P.
oceanica, comenzo6 analizando el efecto de la adicion de concentraciones micromolares
de H,PO4 sobre el potencial de membrana de células del mesofilo foliar de plantas
preincubadas en ASW sin P; durante al menos 5 dias. Una vez alcanzada una medida de
E,, estable en ASW, la adicién de concentraciones micromolares de NaH,PO4 en el
rango 5-250 uM, no origin6 variacion observable de dicho potencial de membrana. La
prolongacién del tiempo de mantenimiento en ausencia de P; hasta un maximo de 18
dias no tuvo ningun efecto. La ausencia de despolarizaciones inducidas por P; sugiere

que este i6n podria ser incorporado a través de un sistema eléctricamente silencioso.

4.2.1 Determinacion de la tasa de incorporacion de P;. Efecto del Na*

Puesto que la adicion de concentraciones micromolares de P; al agua de mar no
dio lugar a despolarizaciones de la membrana de células del mesofilo foliar de P.
oceanica, se procedio a estudiar su incorporacion mediante experimentos de deplecion
de P; del medio de incubacion. Asi, se analiz6 la variacion de P; en el medio de ensayo
(ASW) a lo largo del tiempo tras la adicion de 10 uM KH,PO4. El experimento se
realiz6 en hojas mantenidas en deficiencia de P; durante 7 dias. Ademas, se determino si
la incorporacion de este nutriente era dependiente de la presencia de Na' realizando el
mismo ensayo en ASW en la que se sustituia el NaCl (500 mM) por 500 mM cloruro de

colina, asi como en presencia de 50 mM de NaCl y 450 mM cloruro de colina.
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En condiciones control (ASW - 500 mM Na+), la concentracion inicial de P; en
el medio disminuy6 significativamente (p = 0.002) a lo largo del tiempo de incubacion,
si bien no llegd a agotarse aun transcurridas 24h. En estas condiciones, la disminucion
del P; del medio de ensayo fue mas rapida durante la primera hora, observandose
seguidamente una menor pendiente en la curva de deplecion. En las tltimas 12h del
experimento se registré de nuevo un aumento de la pendiente, llegando a disminuir al
final del ensayo un 34% del contenido inicial de P; en el medio (Fig. 33). En ausencia
de Na" (ASW + colina), el contenido de P; apenas varié en las 24h que durd el
experimento, disminuyendo tan sélo un 7% del contenido inicial de P;. Por su parte, en
las hojas incubadas con ASW en la que se restaur6d parcialmente la concentracion de
NaCl (50 mM), se observd nuevamente la disminucion del contenido de P; (Fig. 33).
Este decremento fue menos acusado que en condiciones control y se mantuvo
practicamente lineal a lo largo de las 24h de duracion del experimento, hasta llegar a

disminuir un 21% del contenido inicial de P; en el medio de ensayo (Fig. 33).
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Figure 33. P; depletion from different assay media in which 5 days P-starved P. oceanica leaves
were incubated. Assay media consisted of ASW containing 500 mM NaCl (control, black
circles), 500 mM choline chloride (0 mM Na', open diamonds) or 450 mM choline chloride
plus 50 mM NaCl (white squares). At initial time 10 uM KH,PO4 was added to each medium
and then samples of the assay media were taken at different times to further P; concentration
analysis. Data are mean = SD (n=3).
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Las tasas de incorporacion se determinaron como la pendiente de la recta
tangente a la curva de deplecion de P; en la primera hora de ensayo (Tabla 7). En
condiciones control se observo la mayor tasa de incorporacion de los tres tratamientos,
mientras que en ausencia de Na' la incorporaciéon de P; se redujo significativamente
hasta un valor préximo a cero (p<0.001). En presencia de 50 mM de Na" el valor de la

tasa de incorporacion de P; fue similar al observado en condiciones control (p=0.386).

Table 7. P; net uptake rates in leaves of P. oceanica starved of P; during 7 days in ASW. Values
were calculated as the slope of the linear phase of P;depletion curve within the first 24h after
the addition of 10 uM KH,PO,4. Data are mean £ SD (n=3). Asterisk indicates significant
differences with respect to the control conditions (Student’s #-test; p<0.001).

500 mM Na*

+ +
(Control) 0 mM Na 50 mM Na

P; Net Uptake Rate

+ y +
(umol P; g-l DM h'l) 0.45+0.08 0.09 +£0.04 0.39 + 0.03

Al igual que se ha descrito en el caso de la incorporacién de NOj', la ausencia de
. .y ., . . + . .
variacion de la concentracién de P; en el medio de ensayo sin Na' sugiere que el sistema

que media la incorporacion de P; en hojas de P. oceanica también dependeria de Na'.

4.2.2 Efecto del incremento de la concentracion de HCOj3” sobre la incorporacion

de Pi

Al objeto de estudiar el efecto del incremento de HCOs™ en el medio sobre la
incorporacion neta de P; se midié dicha tasa mediante experimentos de deplecion. Asi,
se analiz6 la variacion de P; a lo largo del tiempo en ASW, que se consider6 como
control, y en ASW con 10 mM HCOj5' tras la adicion de 10 uM P;. El experimento se

realizo en hojas mantenidas en deficiencia de P; durante 7 dias.

Tal como se describe el apartado anterior, en condiciones control (ASW), el
contenido inicial de P; en el medio disminuy6 en la primera hora de ensayo, siendo
durante las ultimas 12h del experimento cuando se registrdé la mayor pendiente de la
curva de deplecion, disminuyendo hasta un 34% del contenido inicial de P;. (Fig. 34).
En ASW con 10 mM HCOj la concentracion de P; en el medio durante la primera hora
de ensayo sigui6 un patrén similar al observado en condiciones control. Sin embargo, a
partir de la segunda hora de experimento se observd un incremento en la incorporacion
de P; en presencia de 10 mM HCOj respecto a las condiciones control, incorporandose

un 86% del contenido inicial de P; transcurridas 24h.
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Estos resultados indican que tras la exposicion de unas dos horas a una elevada
concentracion de HCOj;™ la tasa de incorporacion de P; en hojas de P. oceanica,
calculada como la pendiente de la recta tangente a la curva de deplecion, aumenta. En
condiciones control, el valor de dicha tasa de incorporacion resultd de 0.45 £ 0.08 umol
P; ¢! DM h™', mientras que en alto bicarbonato fue casi el doble, 0.84 + 0.19 umol P; g™
DM h™' (Fig. 34).

P Net Uptake Rate (wmol P g”" DM h)

ST - S
Control (ASW) | ASW 10 mM HCOS'
0.45 £ 0.08 | 0.84* £ 0.19
=
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Time (h)
Figure 34. P; uptake in P. oceanica leaves maintained in ASW (control) and ASW containing
10 mM NaHCO:s. Plants were starved of P; during 7 days before the experiment in ASW P;-free.
Leaves were incubated in 10 uM NaH,PO4-ASW, and samples of the assay media were taken at
different times. Data are mean + SD (n=3). P; net uptake rates calculated as the slope of the
linear phase of P; depletion curves are shown in the table. Asterisk indicates significant
difference at p< 0.001 (Student’s ¢ - test).

Dada la mayor incorporacion de P; detectada en presencia de altas
concentraciones de HCOj;™ se decidi6 analizar el efecto del incremento de C; (hasta una
concentracion de 10 mM HCOjs) sobre la variacion del £, de células del mesofilo foliar
de plantas preincubadas en ausencia de P; en respuesta a la adicion de P; al medio de
ensayo. Una vez obtenido un E,, estable en ASW con 10 mM HCOs™ (-164 + 7 mV), la
adicion de pulsos de concentraciones crecientes de P; al medio de ensayo, en el rango 1-
100 uM, provocd la despolarizacion creciente de la membrana en funcion de la
concentracion afadida. Dichas variaciones del E, oscilaron entre 1 y 6 mV,
incrementando su magnitud con el aumento de la concentracién ensayada hasta

saturarse en torno a 25 uM de P; (Fig. 35).
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Figure 35. Membrane potential (E£,) changes induced by the addition of P; micromolar
concentrations in ASW (control) and in ASW containing 10 mM HCOs5'. Plants were starved of
P; during 5 - 9 days before the experiments. Downward arrows indicate the addition of P; or
HCOj and vertical lines the onset of the washes. Representative record of 3 similar experiments
is shown.

El ajuste de los valores al modelo de Michaelis & Menten (Fig. 36) permitio el
calculo de los parametros cinéticos, Ky = 5.8 £ 0.8 uM y Dy = 5.7 £ 0.2 mV. Este
bajo valor de la constante de semisaturacion indica que la incorporacion de P; en P.

oceanica en presencia de 10 mM HCO;™ ocurre a través de un transportador de alta

afinidad.
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Figure 36. Membrane depolarizations of P. oceanica mesophyll leaf cells induced by the
addition of micromolar concentrations of NaH,PO, (range 1 - 100 uM) in ASW containing 10
mM NaHCOs;. Plants were maintained in P;-free ASW during 5 - 9 days before experiments.
Data are mean + SD (n=3). Values were fitted to the Michaelis & Menten model (R* = 0.984)
and kinetics parameters are shown in the table.
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4.2.3 Efecto del Na' sobre la cinética de incorporacion de P; en alto HCOy’

Al objeto de estudiar la dependencia de Na' del transporte de P;, se analizo el
efecto de la ausencia de Na' sobre las despolarizaciones observadas. Para ello se
sustituyd el NaCl (500 mM) por 800 mM sorbitol en el ASW con 10 mM de KHCO:;. El
E,, observado en ASW sin Na" (+ Sorbitol) y con 10 mM HCOs™ fue de -144 + 9 mV
(n=13), significativamente menor que en el mismo medio con 500 mM de Na' (-164 + 7
mV; p<0.001). En ausencia de Na", la adiciéon de 25 uM P;, concentracion saturante del
transporte, no indujo la despolarizacidon previamente registrada en condiciones de alto
HCOs™ y en presencia de Na' en el medio. El aumento de la concentracion externa de
NaCl en el rango 5 - 250 mM, provocod la restauracion de las despolarizaciones
inducidas tras la adicion de 25 uM P;. Tales despolarizaciones fueron mayores cuanto
mayor fue la presencia de NaCl en el ASW-10 mM HCOj', llegando a saturarse a una
concentracion proxima a 50 mM de Na'. Ajustando las despolarizaciones observadas al
modelo de Michaelis & Menten (Fig. 37) se obtuvieron los parametros Ky = 4.3 + 0.5
mM y Dyu = 45 = 0.1 mV para el i6n Na'. Estos resultados sugieren que la
incorporacion alta afinidad de P; en células del mesofilo foliar de P. oceanica estaria

mediado por un simporte Na'/P;.

6T K (mM) | 43+05

D (mV)| 45+0.1

0 L I I I I I
0 50 100 150 200 250
[Na"] (mM)

Figure 37. Effect of increasing external Na' concentrations on membrane depolarizations
induced by the addition of 25 uM KH,PO,4 to ASW containing 10 mM KHCOs;. Data are mean
+ SD (n=3). Values were fitted to the Michaelis & Menten model (R* = 0.997) and kinetics
parameters are shown in the table. Plants were starved of P; during 5-9 days before experiments.
Leaf sections were maintained in the assay medium under continuous flow (2 ml min™) for 2h
before the beginning of each experiment.
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4.3 Incorporacion de aminodcidos (L-Ala & L-Cys). Efecto del Na*

Para determinar la existencia de otros sistemas de transporte impulsados por Na"
en P. oceanica, se estudid la incorporacion de aminoacidos. Para ello, inicialmente se
probo el efecto de la adicion de concentraciones micromolares de los 20 aminoacidos
sobre el E,, detectindose una variacion del mismo (despolarizacion) Gnicamente para
los aminoacidos alanina (L-Ala) y cisteina (L-Cys). Previamente las hojas se

mantuvieron en deficiencia de N durante 7-10 dias.

Al igual que en el caso del NOs" y el Pj, la adicion de concentraciones crecientes
de L-Ala y L-Cys provocod despolarizaciones de la membrana de las células del
mesofilo foliar de P. oceanica de magnitud creciente en funcion de la concentracion
afladida. En ambos casos, la magnitud de las despolarizaciones se satur6, si bien para la
L-Ala la concentracion de saturacion fue mayor que para la L-Cys (100 uM L-Ala y 40
uM L-Cys, respectivamente). Los valores de despolarizacion respecto a la

concentracion de cada aminodcido se ajustaron al modelo de Michaelis & Menten (Fig.

38).

() (b)
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Figure 38. Membrane potential changes of P. oceanica mesophyll leaf cells induced by the
addition of increasing L-Ala (a) or L-Cys (b) micromolar concentrations to the assay medium
(ASW). Plants were N-starved during at least 7 days before experiments. Data are mean + SD
(n=5). Values were fitted to the Michaelis & Menten model (L-Ala: R* = 0.973; L-Cys: R* =
0.995).
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Los parametros del ajuste al modelo de Michaelis & Menten (Tab. 8) revelaron
una mayor constante de semisaturacion (K),) para L-Ala (37 = 11 uM) que para L-Cys
(10 = 1 uM), si bien ambos valores sugieren la existencia de un sistema de transporte de
alta afinidad. Por otra parte, el valor de despolarizacion maxima (D) también fue
menor en el caso del aminoacido L-Cys (5 + 0.2 mV), respecto al obtenido en el caso de
L-Ala, con una D,,,, = 16 £ 1.2 mV. En este sentido, la menor afinidad encontrada para
la incorporacion de este aminoacido, podria estar compensada con un mayor numero de

transportadores.

Table 8. Kinetics parameters for L-Ala and L-Cys membrane potential induced depolarization
in N-starved mesohyll leaf cells of P. oceanica. Data are mean + SD of five independent
experiments.

L-Ala  L-Cys

Ky @M) | 3711 1011

Dy V) | 1612 5402

Por otro lado, la carga eléctrica que presentan ambos aminoacidos al pH del
agua de mar (8.2) dado sus puntos isoeléctricos (pli-aa = 6.02, plicys = 5.02), es
negativa. Por tanto, para que pueda ser registrada una despolarizacion de la membrana,
es necesario que su entrada se vea acoplada a un flujo de carga neta positiva. Asi, al
estudiar el efecto del Na" sobre la incorporacion de estos aminoacidos retirando el NaCl
del medio de ensayo (ASW en la que se sustituye el NaCl, 500 mM, por sorbitol, 800
mM), se observo la ausencia de las despolarizaciones anteriormente registradas por la

adicion de la concentracion saturante de cada aminoacido, 250 uM en el caso de la L-

Alay 100 uM en el caso de la L-Cys (Fig. 39).
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E.,(mV)

Figure 39. Membrane potential (E£,,) changes in P. oceanica mesophyll leaf cells induced by the
addition of L-Ala measured in ASW (control; black line) and Na'-free ASW (+800 mM
Sorbitol) (blue line). Plants were N-starved during 7 - 11 days before experiments. Traces are
representative record of 5 equivalent experiments.

Este resultado sugiere que, al igual que en el caso del NO; y el Pj, la
incorporacion de los aminoacidos L-Ala y L-Cys en células del mesoéfilo foliar de P.

. . , : . N
oceanica también estaria mediada por un sistema de cotransporte con Na'.
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Discusion

1 Energética del plasmalema y permeabilidad relativa Py, /Py

El potencial de membrana (E,) medido en células del mesofilo foliar de
Posidonia oceanica en NSW es -174 £ 4 mV (n = 26), un valor que es mas negativo que
el observado en las angiospermas marinas Zostera marina (-156 + 10 mV; Fernandez et
al., 1999) y Cymodocea nodosa (-160 mV; resultados del grupo no publicados).
Ademas, es mas negativo que el descrito para la mayoria de las algas marinas (£,~ -140
mV, Gutknecht & Dainty, 1968; Gradmann & Boyd, 1995), aunque es similar al
observado en el alga verde Acetabularia mediterranea L. (E, = -170 mV; Gradmann &

Bentrup, 1970).

Por su parte, el E, de la raiz de plantulas de P. oceanica (-140 = 6 mV), es
similar al encontrado en las células de la epidermis radicular de Z. marina (-150 £ 11
mV; Rubio et al., 2005), y que el observado en otras halofitas como Atriplex lentiformis
y Chenopodium quinoa, con valores de -144 £3.3 mV y -138 +£ 5.4 mV respectivamente
(Bose et al., 2015) o como Halimione (=Atriplex) portulacoides (E, = -140 mV; Ait-
Hammou, 2014).

Las plantas marinas estdn sometidas a un elevado gradiente de potencial
electroquimico para el Na' dirigido hacia el interior celular, lo que podria resultar en
una acumulaciéon de Na’ en el citosol potencialmente dafiina, y en valores de
potenciales de membrana poco negativos. Por el contrario, la concentracion de iones
presente en plantas de agua dulce favorece voltajes muy negativos. Asi, potenciales de
membrana tan negativos o incluso mas son habituales en plantas de agua dulce como la
hepatica Riccia fluitans L. (E,, = -230 mV Felle & Bentrup, 1976; Felle, 1981) o el alga
Chara corallina (E,, = -230 mV; Mimura et al., 1998).

Por otro lado, el valor de E,, de las células de las hojas de P. oceanica es similar
al tipicamente descrito para las plantas vasculares de agua dulce como es el caso de
Lemna gibba (E, = -175 mV; Novacky et al., 1978), o Elodea densa (E,, = -160 mV;
Miedema et al., 1992).
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1.1 P. oceanica conserva una H' -ATPasa como bomba primaria

Teniendo en cuenta que las fanerégamas marinas son angiospermas, la bomba
primaria de la membrana plasmética debiera ser una H'-ATPasa, que energizaria la
membrana y la actividad de co-transportadores con H'. Sin embargo, ya que el agua de
mar tiene un pH entre 7.9 y 8.2 y una concentraciéon de NaCl en torno a 0.5 M, el Na*
podria ser mejor i6n que el H' para energizar el transporte de nutrientes, como se ha
observado en Z. marina (Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005). No obstante,
dada la toxicidad del Na', seria necesario la actividad de sistemas que eviten una
excesiva acumulacion interna del i6n. Sin embargo, aun no se ha descrito ninguna
bomba de Na’ en plantas vasculares (Pedersen et al., 2012). Solo en la microalga
marina Heterosigma akashivo se ha descrito una bomba primaria, que utiliza la energia
del ATP para la extrusién de Na* en contra de gradiente (Shono et al., 1995). En el alga
marina Acetabularia mediterranea ha sido descrito otro tipo de bomba primaria la cual

incorpora CI” en contra de gradiente de potencial electroquimico (Gradmann, 1989).

El estudio de la energizacion de la membrana plasmatica en P. oceanica
comenzo con la observacion de la variacion del E, en respuesta a pulsos de luz -
oscuridad (Figura 15). En ausencia de luz, cesa la actividad fotosintética y se acumula el
CO; en el citosol, lo que provoca la acidificacion del mismo y la hiperpolarizacion
inicial transitoria de la membrana debido a la salida del exceso de H'. Rdpidamente, la
energia disponible en forma de ATP para la extrusion de H' disminuye y cesa la
actividad de la bomba primaria, lo que resulta en una lenta despolarizacion de la
membrana. Este resultado, similar al descrito para Z. marina (Fernandez et al, 1999),
estaria relacionado con la respuesta de la bomba primaria al cambio en la concentracion
de H ya que es el ion que transporta (Sanders et al., 1981), pero también podria deberse
a la acumulacion de CO; en el citosol o a la actividad de otro tipo de transportadores

como los KEA (K" -Efflux Antiporter) (Zhu et al., 2018).

La Figura 16 muestra que la FC hiperpolariza la membrana plasmatica de P.
oceanica. Este resultado por si solo no puede probar la activacién de una H'-ATPasa,
ya que la FC activa las ATPasas de tipo P en general, lo que también incluye a la Na'-
ATPasa (Pedersen et al., 2012). No obstante, la observacion de la fuerte disminucion de
pH externo resulta ser una evidencia muy potente de que esta especie tiene una bomba

+ . ;.
de H" que energiza la membrana plasmatica.
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1.2 La permeabilidad a Na' respecto a K  del plasmalema es muy

restringida

Ya que P. oceanica es una angiosperma que se ha adaptado a la vida en el mar,
es importante comprender como esta planta resuelve el problema del Na', como ya ha
sido estudiado en otras faner6gamas marinas (Fernandez et al., 1999; Rubio et al.,

2005).

La magnitud de la despolarizacién de la membrana causada por el conjunto de
inhibidores de la respiracion NaCN/SHAM representa el componente metabolico o
activo del E,,, mientras que el potencial residual que queda se denomina potencial de
difusién (Ep) y refleja la asimetria de los iones K*, Na', y CI entre el citosol y el
exterior de la célula (Nobel, 2009). En las células del mesofilo foliar de P. oceanica el
Ep observado es -77 mV = 7 mV. Por tanto, la variacion del E,, que corresponde al
componente metabélico del mismo es proxima a -100 mV. Asi, la H'-ATPasa, generaria
la mayor proporcion del E,, medido. Ademas, el valor de Ep observado en P. oceanica,
es similar al descrito previamente en células del mesoéfilo foliar de Z. marina (Ep = -64
+ 11 mV; Fernandez et al.,1999) y C. nodosa (Ep = -86 mV; resultados del grupo no
publicados). Sin embargo, es menos negativo que el observado en el caso de la hepatica
de agua dulce R. fluitans (Ep = -111 mV; Felle, 1981). Las pequefias variaciones
observadas en los valores de Ep en faner6gamas marinas, podrian explicarse por una
diferente restriccion de la membrana a la entrada tanto de Na“ como de CI', ambos iones
presentes en el medio externo a una elevada concentracion ([NaCl]nsw= 500 mM). De
hecho, uno de los mecanismos utilizados para evitar la toxicidad del Na" en el interior
celular es restringir su permeabilidad a la membrana al objeto de mantener una elevada
relacion K'/Na" en el citosol (Maathuis & Amtmann, 1999; Shabala & Mackay, 2011).
La relacion Py, /Px " en P. oceanica es 0.0046 + 0.0012, un valor particularmente bajo
en comparacion con las plantas vasculares terrestres incluidas halofitas (Tab. 9) y que
indica una permeabilidad extraordinariamente pequefia para Na' respecto a la
permeabilidad para K. Dicho valor de permeabilidad relativa es similar al encontrado
en Z marina (Pna /Px’ = 0.0033; Fernandez et al., 1999) y Cymodocea nodosa
(Pxa /Px” = 0.015; Rubio & Fernandez, 2019), si bien dentro de las faner6gamas
marinas esta ultima especie parece tener una mayor permeabilidad al Na’ respecto a K

(Tab. 9).
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Table 9. Plasma membrane Na"/K" permeability ratios (Py, /Px') in seagrasses and terrestrial
plants.

Species Pwa'/Px" Reference

Zostera marina

0.003 Fernandez ef al., 1999
(Mesophyll leaf cells) ernandez et al.,

Cymodocea nodosa 0015  Rubio & Fernandez, 2019

(Mesophyll leaf cells)
Thellungiela halophylla 0.1 Demidchik & Tester, 2002
(Root protoplast) . Volkov et al., 2003
Halin?ione portulacoides 0.19 Rubio ef al., 2009
(Epidermal root cells)
Arabidopsis thaliana 0.67 Demidchik & Tester, 2002
(Root protoplast) ' Volkov et al., 2003
Posidonia oceanica )
0.005 This work

(Mesophyll leaf cells)

Por otra parte, el valor de la concentracion de Na' en el citosol ([Na'].) en P.
oceanica es de 17 £ 2 mM, valor que se encuentra en el rango descrito para plantas
vasculares terrestres que han crecido en concentraciones inferiores a 200 mM NacCl
(Carden et al., 2003; Tester & Davenport, 2003). Este bajo valor de actividad citosolica
de Na" (similar al de glicofitos) atn viviendo en un medio mucho més salino puede
explicarse por una entrada restringida de Na' hacia el citosol de las células de P.
oceanica, como demuestra el bajo valor de permeabilidad relativa de Na" respecto a K

(PNa+/PK+) descrito anteriormente.

Ademas de la restriccion de la entrada de Na', también se ha descrito el papel de
intercambiadores Na'/H" de la membrana plasmatica tipo SOSI para la extrusion de Na"
como mecanismo de tolerancia a la salinidad en los tejidos (Apse & Blumwald, 2007;
Munns & Tester, 2008). La Figura 18 muestra el aumento de la [Na'], hasta un valor de
20 mM por efecto de los inhibidores de la respiracion NaCN/SHAM. Considerando un
E, =-174 mV, en el caso de P. oceanica la entrada de Na' hacia el citosol se produce a
favor de gradiente de potencial electroquimico, con un valor de potencial de Nernst para
Na" (E%f) de 85 mV, si bien la entrada de Na* en P. oceanica queda restringida a los

canales no selectivos dependientes de voltaje (Carpaneto et al., 2004).
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Estos resultados sugieren que la concentracion citosélica de Na™ estaria regulada
por mecanismos activos, los cuales se inactivarian en presencia de los inhibidores de la
respiracién. Dado que no se han encontrado bombas de Na" (Na'-ATPasas) en plantas
vasculares (Garciadeblas et al., 2001; Pedersen et al., 2012) el posible mecanismo
activo que mantendria la concentracion de sodio en P. oceanica podria ser un
antiportador Na'/H", tal como se ha demostrado para Z. marina (Rubio et al., 2011) y se
ha sugerido para C. nodosa (Piro et al., 2015), si bien en esta tltima el antiportador
estaria localizado en el tonoplasto. En el caso de P. oceanica, el incremento de la
concentracién citosélica de Na' en presencia de inhibidores de la respiracion
(CN/SHAM) sugiere la implicacion de mecanismos activos, que podrian operar tanto a
nivel de plasmalema como de tonoplasto y que contribuirian a retirar Na" del citosol, tal
como se ha descrito en el caso del antiportador Na'/H" de la membrana plasmética en Z.

marina (Fernandez et al., 1999; Rubio et al., 2011).

2 Incorporacion de bicarbonato (HCQO5) en P. oceanica

Las faner6gamas marinas pueden tener un crecimiento limitado por carbono
(Beer et al., 2002; Koch et al., 2013). Sin embargo, algunos estudios muestran que el
incremento de CO; desde la época preindustrial a la concentracion prevista para el afio
2100 puede tener consecuencias sobre la fotosintesis de las especies de fanerogamas
marinas de aguas templadas (Borum ef al., 2016). Asi, el aumento en la pCO, puede
afectar a la forma de incorporacion del propio carbono inorganico lo que podria
implicar importantes cambios en la competencia por los recursos entre las diferentes

especies de plantas marinas (Hughes et al., 2017).
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2.1 Incorporacion directa de HCO; mediante un simporte H'/HCO; en

células del mesdfilo foliar

La mayoria de fanerégamas marinas parecen tener la capacidad de utilizar
HCOs™ para la fotosintesis (Koch et al., 2013). En P. oceanica, el estudio de la
incorporacion de HCOs3™ comenzd con la observacion de que su adicion al NSW no
resulté en una acidificacion del pH; a medio plazo como era de esperar a raiz de la
deshidratacion externa de dicho 16n y posterior transporte de CO, por difusion al citosol
(Raven & Beardall, 2016; Poschenreider et al., 2018), sino en una acidificacion
transitoria seguida de una alcalinizacion que permaneci6é durante el tiempo en que se
mantuvo el incremento de HCOs'. Esto conlleva consecuencias relevantes para explicar

como el HCOjs' es utilizado y transportado en esta especie.

En este sentido, varias evidencias sugieren la actividad de un simportador
nH'/HCO; en la membrana plasmatica de las células del mesofilo foliar de P. oceanica.
Este modelo de simporte con H' como mecanismo para la incorporacion directa de
HCOj; ha sido revisado por Larkum et al. (2017) y Poschenrieder et al. (2018) y
propuesto para Zostera marina (Beer & Rehnberg, 1997; Hellblom et al., 2001),
Zostera noltii (Mercado et al., 2003), Posidonia oceanica y Cymodocea nodosa (Invers
et al., 1999), Halophila stipulacea y Ruppia maritima (Beer et al., 2002), Ruppia
cirrhosa (Hellblom & Axelsson, 2003), y Halophila ovalis (Uku et al., 2005).

La Figura 19a muestra una despolarizacion inicial del E,, por adicion del HCOs',
indicando la entrada de una carga neta positiva. Esto probablemente es debido a un flujo
de entrada de H', al igual que ocurre en el simporte H'/CI™ de la membrana plasmatica
descrito en Sinapis alba (Felle, 1994). En efecto, la Figura 19b pone de manifiesto la
disminucion simultdnea del pH,. Este descenso de pH da paso a la observacion de una
hiperpolarizacion transitoria del E,, debido a la estimulacién de la bomba de H' y/o a la

generacion de OH en el citosol.

Esta respuesta también concuerda con un aumento de la concentracion de CO,
debido a la deshidratacion espontanea del HCOs™ en el apoplasto. En Z. marina, el
aumento del CO, provoca la acidificacion del citoplasma por activacion de la bomba,
provocando la hiperpolarizacion del E,,. (Fernandez ef al., 1999). De este modo, el CO,
tendria el mismo efecto que un acido débil sobre el E,, y el pH,, tal y como se ha visto

en los pelos radiculares de Sinapis alba (Felle, 1987). Sin embargo, el lento y pequefio
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efecto sobre el E,, y la acidificacion del pH. provocada por la adicién de 1000 ppm CO,
al NSW (Fig. 20) indican que la acidificacion inicial del citosol no es causada por la
entrada de CO, sino por los H™ que estdn siendo incorporados como ién motriz para
impulsar el transporte de HCO3". De forma similar, el largo y continuado aumento en el
pH. da lugar a una lenta despolarizacion. La medida del pH externo, cuasi apoplastico,
en experimentos de flujo continuo ha sido previamente utilizada proporcionando
evidencias de un simporte H/HCOs™ en el alga Chara corallina en la que el gradiente
electroquimico de protones generado por la H'-ATPasa es utilizado de forma secundaria

para el transporte activo de HCO3™ (Lucas & Nuccitelli, 1980; Fisahn & Lucas, 1992).

La inhibicion, a largo plazo, de la respuesta del pH, a la EZ (Fig. 19b) también
indica que el HCOy', tras ser incorporado en simporte con nH', es deshidratado en el
interior celular en una reaccion catalizada por la CA. Asi, los OH™ generados por la
deshidratacion podrian contribuir al aumento de pH observado a largo plazo, antes de
ser exportados de la célula. Este transporte podria tener lugar a través de un posible
canal H/OH™ (Al Khazaaly & Beilby, 2012; Taylor et al., 2012). La presencia de EZ no
afecta al transporte ya que no inhibe ni la despolarizacion inicial ni la acidificacion del
citosol, pero si afecta a la alcalinizacion citosolica y a la fotosintesis, ya que inhibe la
deshidratacion interna del HCOj3™ y en consecuencia la formacion de CO, y OH™ (Fig.
23). Un efecto similar ha sido descrito en especies de fitoplancton que utilizan HCOj5
(Tortell et al., 1997) en las que la EZ no afecta a la acumulacion interna de carbono

inorgénico disuelto (DIC) pero inhibe la fotosintesis.

Finalmente, la ausencia de una respuesta rapida del Na" o del CI" (Fig. 19¢)
citosolico parece descartar la implicacion de estos iones en el transporte de HCO;™. No
obstante, la Figura 24, muestra una notable disminucion de la fotosintesis neta en
presencia del ionéforo monensina, lo cual podria involucrar al i6n Na' en la
incorporacion de HCOs". Sin embargo, la ausencia de Na™ en el medio de ensayo no
resulta en un efecto significativo sobre la fotosintesis de P. oceanica (Fig. 24),
sugiriendo que el efecto de la monensina seria independiente al transporte de HCO;™. En
este sentido, hay que considerar que las técnicas electrofisioldgicas suponen una medida
directa de lo que sucede en la célula en tiempo real, por lo que el resultado de la
monensina observado sobre la fotosintesis debe ser causado por un efecto inespecifico
sobre el funcionamiento de la célula en general y no por un efecto directo sobre el

transporte de HCOs'.
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2.2 Utilizacion de HCOj para la fotosintesis en P. oceanica

En P. oceanica, la tasa de fotosintesis aparente (APS) en funcion de la
concentracion de HCO;™ afiadido muestra curvas de saturacion tipicas con una Sy s de
0.35 = 0.07 mM. Este valor concuerda con la constante de afinidad (0.36 + 0.04 mM)
obtenida para la magnitud de la despolarizacion de la membrana en funcion del HCO;5
anadido (Fig. 22, Tab. 5). Esta coincidencia sugiere que la afinidad del transportador
por HCOs™ determina la Sy s para la fotosintesis. Estos valores se asemejan con los
obtenidos por Invers et al. (2001), utilizando una aproximacion experimental similar
(curvas APS vs DIC) en varias especies de fanerégamas marinas. Estos autores
obtuvieron un valor de Sys de 0.44 £ 0.17 mM para P. oceanica, 0.56 + 0.18 mM para
Z. marina, 0.80 = 0.26 mM para Phyllospadix torreyi, y 0.26 + 0.06 mM para C.
nodosa. Sin embargo, Hellblom et al. (2001) obtuvieron un mayor valor para S5 (1.6 £
0.66 mM) que Invers et al. (2001) para Z. marina. No obstante, estos valores no son tan
bajos como los descritos para la fotosintesis de las faner6gamas tropicales Thalassia
testudinum, Halodule wrightii y Syringodium filiforme (Ks co> = 0.025, 0.012, 0.009
mM respectivamente), lo cual refleja un uso menos eficiente del HCO3™ en comparacion
con el CO, (Campbell & Fourqurean, 2013). En cualquier caso, los valores de Sys de
HCOs" se encuentran por debajo de la concentracion presente en el agua de mar. Esto
significa que la fotosintesis de las faner6gamas marinas y en concreto en P. oceanica,
no est4 limitada por la disponibilidad de HCO3™ como ocurre con las macroalgas con las
que compiten (Beer et al., 2002), al contrario de lo que indicaban los primeros estudios
(Beer & Koch, 1996; Beardall et al., 1998; Short & Neckles, 1999). De hecho, las
faner6gamas marinas de aguas tropicales Cymodocea serrulata y Halophila ovalis
muestran tasas de fotosintesis similares a las macroalgas a elevados valores de pH en
los que la disponibilidad de CO, es baja, si bien en este caso la utilizaciéon del HCO3 se
da mediante la deshidratacion externa del mismo (Schwarz et al., 2000; Beer et al.,

2002).

La fotosintesis de muchas faner6gamas marinas es sensible a la accion del
inhibidor de la anhidrasa carbdnica externa (CA.x) acetazolamida (AZ). Esto indica
que, al igual que en numerosas macroalgas, la conversion del HCO;™ a CO; en la capa
limitrofe de difusion catalizada por la CA precede la entrada de la forma de C;
incorporado en ultima instancia. Este sistema se encuentra en especies del género

Posidonia como Posidonia australis (James & Larkum, 1996). Sin embargo, en
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Posidonia oceanica no se ha observado que la presencia de 100 uM de AZ tenga un
efecto significativo sobre la tasa de fotosintesis (Fig. 23), indicando la ausencia de
incorporacion de C; por dicho mecanismo. Esta falta de respuesta de la fotosintesis por
efecto de la AZ es similar a la descrita en las faner6gamas Halodule wrightii y en

Syringodium filiforme (Campbell & Fourqurean, 2013).

Hay que tener en cuenta que las CAs son ubicuas en células fotosintéticas
cualquiera que sea el mecanismo de incorporacion de C; (DiMario et al., 2017) y que la
AZ no es capaz de actuar sobre la CA intracelular (Palmqvist et al., 1990), por lo que se
requiere el uso adicional del inhibidor de la CA permeable a la membrana EZ, el cual
actua tanto sobre la CA extracelular como la intracelular (Mercado ef al., 2003) para
discriminar la existencia de una deshidratacion catalizada del HCOs™ externa o interna.
Los valores en este estudio muestran que la fotosintesis en P. oceanica disminuye en
presencia de este Ultimo inhibidor (Fig. 23). La ausencia de efecto de la AZ en
combinacion con la inhibicion observada por la EZ permite determinar la CA inhibida.
Asi, este resultado apunta a una inhibicion de la CA intracelular y una menor

conversion citosolica del HCO;™ a CO,, limitando el suministro de CO; al cloroplasto.

Por otro lado, la APS de P. oceanica muestra un mayor incremento en NSW
suplementada con 3 mM HCOs™ (en torno al 50%) que el incremento observado en
NSW enriquecida con 1000 ppm CO, (Fig. 23). Este resultado apoya el modelo en el
que la incorporacion directa de HCOs™ contribuye a la actividad fotosintética en esta
especie. La ausencia de un aumento en la fotosintesis a un nivel similar de CO,, cercano
al nivel de CO, previsto en la atmosfera para el afio 2100, ha sido recientemente
descrito en 9 especies de fanero6gamas marinas del sur-oeste de Australia (Borum ef al.,
2016). No obstante, la adicion de 3 mM HCOs™ supone la adicion de mayor contenido
de C; que 1000 ppm CO», por lo que ambos efectos no serian comparables a la hora de
concluir que la planta utilice preferentemente HCO;3™ frente a CO,. Sin embargo, la
comparacion de la variacion de pHex junto con la medida de la APS en NSW con y sin
CO; (Fig. 21) muestra que el CO; sigue siendo la principal fuente de C; para la
fotosintesis en esta especie (60% CO, vs 40% HCOj"). No obstante, la capacidad de
utilizar el HCOs', cuya concentracion es mayor a la de CO; en el agua de mar, sugiere

un mecanismo concentrador de carbono inorganico en esta especie.
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2.3 Incorporacion de HCO; y homeostasis anionica

Segun refleja la Figura 19, el inicio de la despolarizacion de la membrana debido
a la incorporacion de HCOs™ coincide con el inicio de la disminucion de Cl” en el
citosol. Este resultado podria explicarse por la presencia de canales anionicos de tipo
lento (tipo S) de la membrana plasmatica implicados en la salida de CI', de manera que
su activacion tiene lugar cuando la célula se despolariza (Roberts, 2006; Roelfsema et
al., 2012). En las células oclusivas de angiospermas terrestres, estos canales se activan
cuando la concentracion de Ca*? en el citosol aumenta, asi como también lo hace la de
HCOj3;" (no CO;) y el pHe es alcalino (Xue ef al., 2011), siendo las dos ultimas
condiciones similares a las observadas en P. oceanica en respuesta al aumento de la

concentracion externa de HCOs'.

Por otro lado, en diferentes estudios se ha empleado el inhibidor de
intercambiador anidénico DIDS para determinar la existencia de un mecanismo de
incorporacion directa de HCOj;™ a través de un intercambiador anidnico como el de tipo
CI/HCOs'. Asi, se ha descrito que la fotosintesis es sensible a DIDS en especies de
macroalgas como Ulva sp. (Drechsler et al., 1993), microalgas como Nannochloropsis
oculata y N. gaditana (Merret et al., 1996; Huertas et al., 2000, 2002) y diatomeas
(Nakajima et al., 2013). Sin embargo, también se ha descrito un mecanismo de
incorporacion directa de HCOj; insensible a DIDS en la microalga Dunaliella
tertiolecta (Young et al., 2001). No obstante, no se ha descrito ningin efecto
significativo de DIDS sobre la fotosintesis de fanerégamas marinas como Z. marina
(Beer et al., 2002). En P. oceanica ocurre lo mismo, es decir, la ausencia de efecto
significativo de 100 uM de DIDS sobre la fotosintesis, asi como la ausencia de efecto
en presencia del inhibidor de canales anionicos de tipo lento NPPB, descartan que la
entrada de HCOj3™ en células del mesofilo foliar de P. oceanica ocurra a través de un
intercambio aniénico, apoyando el modelo de simporte con H como mecanismo para la

incorporacion directa de HCO3 en esta especie.

Ademas, una pequefia parte (en torno al 5%) de la sefial generada por los
electrodos sensibles a Cl” es debida a NOs™ (Felle, 1994; Miller & Zhen, 1991), lo que
permite pensar que el aumento de HCO3™ no solo provocaria la extrusion de Cl™ sino
también la salida de NOs'". Este efecto inesperado del aumento de la concentracion de

HCOj;™ puede ser importante no solo para la homeostasis anidnica sino también para la
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nutricion mineral de organismos marinos en condiciones de alto CO,. Sin embargo,
serian necesarios nuevos experimentos para entender correctamente tanto los

mecanismos de extrusion de aniones como la importancia ecoldgica del proceso.

2.4 La incorporacion de HCO; acoplada a H' contribuye a los CCM en

Posidonia oceanica

Los mecanismos de concentracion de carbono (CCM) contribuyen a la
acumulacion de CO; en el estroma de los cloroplastos en una amplia variedad de
organismos fotosintéticos, desde cianobacterias a plantas vasculares. Las cinéticas de
saturacion de la enzima Rubisco son similares en fanerogamas marinas y plantas
vasculares terrestres con CCM lo cual es consistente con la presencia de estos
mecanismos en fanerégamas (Larkum et al., 2017). Tales mecanismos pueden implicar
el transporte activo y la acumulacion de HCO3™ y CO, o un mecanismo bioquimico mas
complejo como ocurre en plantas C4 y tipo CAM (Giordano et al., 2005; Raven et al.,

2008; Raven & Beardall, 2016).

Los CCM basados en el transporte de HCO;™ han sido descritos en un gran
nimero de organismos fotosintéticos acuaticos, incluyendo las faner6gamas marinas
(Beer et al., 2002; Raven et al., 2008). En el caso del ambiente marino, dado el elevado
pH, podria esperarse el transporte activo de HCO; como CCM, ya que la
deshidratacion espontanea de HCO;™ a CO, y la posterior difusion es dependiente de un

bajo valor de pH.

En el caso de P. oceanica, con un E,, = -174 mV (y asumiendo R7/F = 59 mV),
si se considera una concentracion externa de HCO; (en NSW) de 2.2 mM, la
concentracion interna de HCOj3™ en el equilibrio seria 2.2 uM. Por tanto, la acumulacion
de HCOs; en el citosol por encima de este valor requeriria energia. Ademas,
considerando un pH en el NSW de 8.2 y un pH, de 7.3 (y los mismos valores de E,, y
RT/F mencionados anteriormente), la fuerza H' motriz, A%i y+/ F, disponible para la
incorporacion de HCOj', seria -121 mV (dirigida hacia el interior celular). Esto significa
que bajo condiciones ideales, y considerando un minimo estequiométrico de
1H"/1HCO5’, el mecanismo de simporte seria capaz de incorporar HCOs™ al citosol hasta
una concentracion de HCOj;™ de acuerdo con una fuerza electroquimica para el HCOs',

AﬁHcog /Figual a +121 mV (dirigida hacia el exterior celular). Es decir, con las
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asunciones anteriores y una concentracion externa de HCOs™ de 2.2 mM, el simporte
1H'/1HCO5 seria capaz de concentrar hasta 0.22 mM de HCOj en el citosol, 100 veces
por encima de la concentracion en el equilibrio. Dado que la relacion entre el gradiente
de potencial electroquimico y el ratio de concentracion es logaritmico, un aumento en el
nimero de H' daria lugar a una mayor concentracién de HCOs en el citosol. Al
aumentar el nimero de H' implicados en el transporte, aumentaria la capacidad para
una mayor acumulacion de HCO;". Asi, 1.5 H generarian una A+ /F=-174 mV,
capaz de acumular 2.2 mM HCO; en el citosol, 1000 veces por encima de la

concentracion en el equilibrio.

Al igual que se ha propuesto para determinadas algas y faner6gamas marinas
(Beer et al., 2002; Giordano et al., 2005; Raven & Hurd, 2012), la existencia de zonas
acidas en el apoplasto de P. oceanica, resultado de la extrusion activa de H" mediante la
H'-ATPasa, incrementaria la energia asociada al transporte por cada H' y, en
consecuencia, la capacidad de bombeo del sistema concentrador de carbono. Este
mecanismo podria actuar en conjunto con otros transportadores localizados en la
membrana del cloroplasto que eventualmente podrian incrementar la concentracion de

HCOj en el estroma (Giordano et al., 2005; Raven et al., 2008).

Esta capacidad de utilizar la elevada concentracion de HCOs™ en el agua de mar
mejora la incorporacion de carbono cuando la entrada por difusion de CO; es limitada.
Ademads, la posibilidad de cambiar el grado utilizacion de CO, a HCOj para la
fotosintesis como ocurre en macroalgas, puede suponer una ventaja competitiva a
elevadas concentraciones de CO,, ya que reduce la proporcion de energia gastada en la

incorporacion de carbono (Raven, 2011).
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3 Energética y transporte de NO;', P; y aminoacidos en Posidonia

oceanica

Dada la relacion de C:N:P en fanerogamas marinas de 474:21:1 descrita por
Duarte (1990), una posible limitacion al crecimiento en un futuro ambiente enriquecido
en CO,, vendria determinada por la baja disponibilidad de N y P en el agua de mar en
relacion al C;. Se sabe que las faner6gamas marinas son capaces de incorporar nitrogeno
y fosforo inorganico tanto a través de la raiz como de las hojas (Touchette &
Burkholder, 2000; Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005; Rubio et al., 2007), a
pesar de que en el agua de mar se encuentran a concentraciones inferiores a 10 uM. El
mantenimiento de un potencial de membrana negativo en las células sometidas a altas
concentraciones de Na' permite mantener una fuerza motriz elevada para la
incorporacion de nutrientes (Volkov & Amtmann, 2006). En el caso de las plantas
vasculares terrestres, se considera que la H'-ATPasa del plasmalema proporciona la
energia para el transporte a nivel de membrana generando un gradiente de H' que es
posteriormente utilizado como i6n motriz para la incorporacion de nutrientes
(Palmgren, 2001). Sin embargo, segun los valores observados de E, (-174 mV),
concentracién de Na™ en el citosol (17 mM), y pHc (7.3) en P. oceanica, el gradiente
electroquimico para el Na’ (-260 mV) superaria el gradiente electroquimico dirigido

hacia el interior celular del H™ en aproximadamente -140 mV.

Ejemplos de simporte con Na" han sido anteriormente descritos en angiospermas
de agua dulce como Egeria densa, Elodea y Vallisneria donde se da un simporte de
Na'/K" (Walker, 1994; Maathuis & Sanders, 1996). En el caso del medio marino,
varios estudios demuestran sistemas de transporte dependientes de Na' para la
adquisicion de NOy, PO4>, glucosa, SO47? e incluso silice en algas (Hellebust, 1978;
Bhattacharyya & Volcani, 1980; Boyd & Gradmann, 1999; Chan ef al., 2012) en vez de
un transporte impulsado por H' en la membrana plasmética. Sin embargo,
transportadores dependientes de Na™ en angiospermas marinas s6lo se han descrito en la

especie Z. marina (Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005).
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Por tanto la caracterizacién de los sistemas de transporte en P. oceanica
incluyendo qué i6n utiliza para impulsar el transporte en el plasmalema es importante,
especialmente en el contexto de la adaptacion de las angiospermas a un medio alcalino,
con una alta concentracién de Na" y poca disponibilidad de nutrientes esenciales como

nitrato o fosfato.

3.1 Transporte de NOjs en P. oceanica

El transporte de iones a través de membranas deja un rastro eléctrico como
despolarizaciones de la misma cuando la carga eléctrica neta que entra es positiva. Estas
despolarizaciones de la membrana han sido utilizadas como evidencias de la actividad
de sistemas de transporte en diferentes especies (Sanders ef al., 1984; Fernandez et al.,
1999; Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005; Ait-Hammou et al., 2014; Planes
et al., 2015 ). Ya que la magnitud de las despolarizaciones refleja la entrada de una
carga neta positiva que atraviesa la membrana, en el caso de aniones como NO; o P;, la
despolarizacion de la membrana revela la actividad de un mecanismo de transporte en

simporte con un i6n positivo que proporciona la fuerza motriz.

Las medidas mediante electrofisiologia muestran que el NOs™ es incorporado
mediante un sistema de transporte de alta afinidad en las células del mesoéfilo foliar de
P. oceanica (Fig. 25). Ademas, al igual que en otras faner6gamas marinas el valor de la
constante de semisaturacion para el NOs™ se encuentra por debajo de 10 uM (Tab. 10),
si bien es mayor que los valores obtenidos en células del mesofilo foliar de las
faner6gamas marinas Z. marina (Garcia-Sanchez et al., 2000) y Thalasia testudinum
(Lee & Dunton, 1999) o en el alga roja Gracilaria gracilis (Ky = 6.9 = 2.3 uM NOs’;
Smit, 2002) pero similar a la encontrada Phyllospadix torreyi (Terrados & Williams,
1997) o en células radiculares de Z. marina (Rubio et al., 2005). Sin embargo, es mucho
menor que las publicadas para la incorporacion de NOs™ de alta afinidad en plantas
terrestres, con valores proximos a 60 uM NO; en cebada (Glass et al., 1992) o

Arabidopsis (Okamoto et al., 2006; revisado en Wang et al., 2012).
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Table 10. NO5™ half-saturation constants (K, uM) for high affinity transport systems reported
in seagrasses.

Species Ky (uM) Reference

2.3+ 0.78 (leaf cells) Garcia-Sanchez et al., 2000
Zostera marina
8.9 + 3.9 (root cells) Rubio et al., 2005
Thalasia testudinum 2.2 + 1.3 (leaf cells) Lee & Dunton, 1999
Phyllospadix torreyi 8.7+ 0.2 (leaf cells)  Terrados & Williams, 1997

Posidonia oceanica 8.7 £ 1 (leaf cells) This work

Dada la variacion del potencial de membrana (AE,,) observada en respuesta a la
adicion de NOs', la estequiometria del transporte debe ser >1. No obstante, la magnitud
de las despolarizaciones observadas fue de tan s6lo unos pocos milivoltios (entre 1 y 10
mV), lo cual sugiere un transporte de nitrato poco electrogénico, con un bajo nivel de
expresion del transportador o con algin grado de inhibicion en las condiciones de

experimentacion acometidas.

Por otro lado, el patron de incorporacion observado en hojas de P. oceanica, con
una velocidad mayor al inicio de la incubacion con NOj;™ (Fig. 29), es consistente con lo
previamente observado en otras fanerdgamas marinas como Z. marina (Rubio et al.,
2005) y Z. noltii (Alexandre et al., 2011). Ademas, los valores obtenidos para las tasas
de incorporacion se encuentran en el rango descrito a concentraciones saturantes de

NOj" tanto para estas como para otras especies de fanerégamas marinas (Tab. 11).
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Table 11. NO;™ net uptake rates, measured in the presence of 500mM Na" and light conditions,
reported for different seagrass leaves (umol NO; g”' DM h™).

NOs™ net uptake rate

Specie (mmol NOy ¢ DM h) Reference
Zostera noltii 0.19-0.26 Alexandre et al., 2011
Modified from Garcia-
Zostera marina 2.33+0.34 Sanchez et al., 2000
(personal communication)
Posidonia angustifolia 0.05-0.55 Nayar et al., 2010
Phyllospadix iwatensis 1.0-2.1 Hasegawa et al., 2005
Thalassia testudinum 37-6.5 Lee & Dunton, 1999
Phyllospadix torreyi 249-75.4 Terrados & Williams, 1997
Posidonia oceanica 1.54+0.1 This work

3.1.1 Laincorporacion de NO; disminuye en oscuridad

La energia y el carbono necesarios para la metabolizacion de N durante el dia
son directamente aportados por la fotosintesis, mientras que en oscuridad la
metabolizacion del N implica el uso de carbohidratos de reserva (Turpin, 1991; Huppe
& Turpin, 1994). Este hecho es particularmente importante cuando el N es incorporado
en forma de nitrato, cuya asimilacion es energéticamente mas costosa que en forma de
amonio, ya que el NO3™ ha de ser primero reducido a nitrito y posteriormente a amonio
en reacciones catalizadas por la nitrato y nitrito reductasa respectivamente (Bloom et
al., 1992; Wiencke & Bischof, 2012). Asi, en presencia de luz se da una rapida
metabolizacion del NOj3™ incorporado, lo que hace descender la [NOs] en el citosol y, en

consecuencia, el transportador podria mover NOj;™ hacia el interior a mayor velocidad.

En este sentido, el valor de D, para la incorporacion de NO;™ en las células del
mesofilo foliar de P. oceanica en condiciones de oscuridad fue la mitad del valor
observado en condiciones de luz (Fig. 25) indicando un menor numero de
transportadores de NOs;  activos. No obstante, la afinidad del transportador es
independiente de las condiciones de luz, por lo que el valor de K, permanece constante.
Estos resultados se ven igualmente reflejados en las tasas de incorporacion obtenidas
mediante curvas de deplecion, en las que se observa una menor tasa de incorporacion de

NOs™ (Fig. 29; Tab. 6).
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Estos cambios en las tasas de incorporacion de nitrogeno en relacion a la
presencia o ausencia de luz han sido descritos en angiospermas terrestres y algunas
especies de algas. Por ejemplo, la tasa de incorporacion de nitrato (y de amonio) en
oscuridad disminuye entre un tercio y un medio respecto a la medida en luz en algas
pardas y rojas (Haines & Wheeler, 1978; Harrison et al., 1986; Gordillo et al., 2002;
Pereira et al., 2008). De igual forma, en presencia de luz se ha observado una mayor
tasa de incorporacion de nitrato en comparacion con la oscuridad en gramineas
(Macduff et al., 1997). Sorprendentemente, en fanerégamas marinas la incorporacion de
nitrégeno en condiciones de luz respecto a oscuridad ha sido determinada en tan so6lo
tres especies, Zostera marina, Thalassia testudinum y Zostera. noltii (Garcia-Sanchez et
al., 2000; Lee & Dunton, 1999; Alexandre et al., 2016). En estas dos ultimas, no se ha
observado variacion a lo largo del ciclo diario en la incorporacion de nitrato a través de
las hojas. No obstante, en Z marina si se han detectado diferencias entre la
incorporacion en presencia y ausencia de luz (Garcia-Sanchez et al., 2000; Tab. 12). Sin
embargo, las tasas obtenidas en P. oceanica fueron aproximadamente un 45% menores
que en Z. marina. Aun asi, la disminucién en la incorporacion de nitrato en oscuridad
respecto al control fue similar en ambas especies.

Table 12. NO;™ net uptake rates of Z. marina leaves compared with P. oceanica leaves (wmol
NO; g DM h™) in light and dark conditions.

Light Dark
(500 mM Na’) (500 mM Na")

Specie Reference

Modified from Garcia-Sanchez et
al., 2000 (personal communication)

P. oceanica 1.54+£0.1 0.73+£0.23 This work

Z. marina 2.33+£0.34 1.28 £0.03

3.1.2 El transporte de NO3” es dependiente de Na*

Las plantas vasculares terrestres normalmente utilizan el gradiente de H'
generado por la H'-ATPasa de la membrana plasmatica para impulsar los procesos de
transporte secundario del plasmalema (Palmgren, 2001). Asi, los sistemas de transporte
en simporte con H™ que median la incorporacion de nutrientes, incluyendo glucosa y
aminoacidos, han sido ampliamente descritos (Falhof et al., 2016). Sin embargo, el
medio marino es un ambiente alcalino (pH en torno a 8.2) donde la concentracion de
Na' en el medio externo es elevada (500 mM) y por tanto el gradiente electroquimico de

los H' resulta menor que para el Na'.
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En el caso de P. oceanica, la ausencia de despolarizacion en respuesta a la
adicion de la concentracion saturante de NOs™ en hojas en ASW sin Na’, sugiere la
actividad de un mecanismo dependiente de Na" para la incorporacion de dicho nutriente
(Fig. 26). Mecanismos de incorporacion de nitrato de alta afinidad dependientes de Na"
han sido encontrados en organismos marinos como cianobacterias (Hellebust, 1978;
Lara et al., 1993), diatomeas y numerosas algas (Rees et al., 1980; Raven, 1984), pero
solo en el estudio anterior del grupo en Z. marina ha sido demostrada su actividad en
faner6gamas marinas (Garcia-Sanchez et al., 2000; Rubio et al., 2005). Dicho
mecanismo de incorporacion dependiente de Na', es acorde con el aumento del
metabolismo del nitrogeno, particularmente de la asimilacion de nitrato, en presencia de
400 mM de Na" respecto a la ausencia de Na' recientemente descrito en la misma

especie (Lv et al., 2018).

En este sentido, tanto el aumento de la concentracion de Na* en el citosol hasta
un valor estable al afadir un pulso de la concentracion saturante de NOs3™ al medio de
ensayo (Fig. 28), como la caracterizacion cinética para el Na™ como i6n motriz del
sistema de transporte (Fig. 27), con un valor de K, para el Na' de 7.2 = 1.1 mM, apoyan
la actividad de un transportador de alta afinindad de NOs™ dependiente de Na" (simporte
de NOs;” / Na") en células del mesofilo foliar en P. oceanica, si bien para el
mantenimiento del gradiente de potencial electroquimico para Na' resultaria esencial la
actividad del antiportador Na" / H' propuesto anteriormente (Fig. 18). Dicho valor de
constante de semisaturacion para Na' es ligeramente mayor en el caso de P. oceanica
respecto a los valores descritos en Z. marina, asi como en la diatomea marina
Phaeodactylum tricornutum y en la cianobacteria Anacystis nidulans o incluso que la
Ky para el Na' de los transportadores de alta afinidad de HCO; encontrados en
cianobacterias (Tab. 13). Sin embargo, sigue siendo un valor mucho menor en
comparacién con la concentracion de Na' en el agua de mar (500 mM), lo que implica
que el transportador de NOs™ de P. oceanica, asi como en otros organismos, funciona

. . + . .
bajo concentraciones saturantes de Na' en el medio marino.
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Table 13. Half-saturation constants (K,,) for Na" (mM) as the driving ion of the Na'-dependent
transport systems found in different species.

Specie Ky Na" (mM) Reference
Zostera marina 0.72+0.18 Garcia-Sanchez et al., 2000
Phaeodactylum tricornutum  2.58 £0.56 Rees et al., 1980
Anacystis nidulans 0.36 £0.04 Rodriguez et al., 1994
Synechococcus PCC7942 1.7£0.1 Price et al., 2004

(Na'/HCOj; symporter)

Posidonia oceanica 72+1.1 This work

Por otra parte, ademas de las evidencias directas sobre la concentracion
citosolica de Na' en células del mesofilo foliar descrita anteriormente, la disminucion
de las tasas netas de incorporacion de NOs;  observada en hojas de P. oceanica en
ausencia de Na" (Fig. 29) también apoya la incorporacién acoplada a Na'. Asi, al igual
que habia sido descrito en Z. marina, en P. oceanica también se ha observado una
disminucién en torno al 80% de la tasa de incorporacion de NOj;™ en ausencia de Na"

(Tab. 14).

Table 14. NO5™ net uptake rates of Z. marina compared with P. oceanica leaves (umol NO5™ g
DM h™) in the presence and in the absence of Na” in the assay medium.

: 500 mM Na" 0 mM Na’
Specie , i Reference
(Light) (Light)

Modified from Garcia-
Z. marina 2.33+0.34 0.45+0.0 Sanchezetal., 2000
(personal communication)

P. oceanica 1.54 +£0.1 0.29 +£0.03 This work

Finalmente, la pequefia magnitud de las despolarizaciones inducidas por NO;™ en
células del mesofilo foliar de P. oceanica es acorde al célculo de la estequiometria del
transporte a partir del analisis de la energia asociada al nimero de iones necesarios para

impulsar el transporte, calculada a partir de la ecuacion:
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! Cn A '
AG/ = (n—z,)E, + 59log (%)

(Equation 6)

donde 7 es el numero de cationes transportados por cada anién; z4 es la carga
eléctrica del anion; C es el cation acoplado al transporte; 4 es el anién transportado y
los sufijos “i” y “e” se refieren al citosol (interior celular) y el medio externo,
respectivamente. Como muestra la Figura 40, considerando unos valores de 500 mM
Na', pH 8.2 y 10 uM NOs en el NSW y los valores observados en las células del
mesofilo foliar de P. oceanica (E, = -174 £ 4 mV;, Na'c 17 mM, pH: 7.3 y NOs°. 6
mM), un transporte con H' con una estequiometria 2H":1NOj;™ no seria suficiente para
impulsar la incorporacion de NOj3™ (energia libre, AG’>0). Incluso una estequiometria de
3H":1NO; tendria asociada una fuerza H'-motriz (AG'/F+) de tan sélo -26 mV.
Probablemente seria necesario incorporar ain mas numero de H' por cada ién NOy’
transportado, lo que implicaria un elevado gasto de energia. En cambio, una

estequiometria de 2Na' tendria asociada una AG'/F o+ de -185 mV, suficiente para

impulsar el transporte de 1NO;".

50 +500

25+ +250

AG' (KJ mol™)
o
N L
/
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nC":NO.
Figure 40. Thermodynamic relationship of NO5™ transporter employing either H” or Na" as the
coupling ion. Calculations were performed using Equation 6, considering NSW conditions (500

mM Na', pH 8.2 and 10 uM NOy) and P. oceanica mesophyll leaf cells parameters (E,, = -174
+ 4 mV; cytosolic Na" 17 mM, cytosolic pH 7.3 and cytosolic NO;” 6 mM).
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3.1.3 Laincorporacion de NO;” aumenta en alto HCOs3

Ademads de la estequiometria, el hecho de que el transporte de NO;™ sea poco
electroforético también podria deberse a una baja expresion del transportador. En este
sentido, un aspecto interesante sobre la magnitud de las despolarizaciones y el
transporte de nitrato en células del mesoéfilo foliar de P. oceanica es la regulacion del

mismo observada en respuesta a alto HCOs'.

En presencia de 10 mM de HCOs', las despolarizaciones observadas por adicion
de la concentracion saturante de NOs™ son mayores que a la concentracion normal de C;
en el NSW (2mM HCOs;'; Fig. 30). Dados los resultados obtenidos en relacion al
transporte de HCOj3™ en células del mesoéfilo foliar de P. oceanica, este efecto podria
deberse a la salida de NO;™ de la célula a través de los canales de salida de aniones. De
esta forma, el aumento del bicarbonato parece inducir la salida de NOs™ desde el citosol,
induciendo la deficiencia de NOs™ y, muy probablemente, una mayor actividad del

transportador de alta afinidad.

3.1.4 Regulacion de la concentracion citosolica de NO3

La determinacion de las concentraciones de iones en el interior de la célula es
esencial para la comprension de la energética de los procesos metabolicos y de
transporte a nivel de membranas. En el caso del NOs', los resultados discutidos
anteriormente sugieren que su concentracion citosolica podria estar regulada por los

niveles de carbono inorgéanico en forma de HCO;".

La concentracion citosolica de NO;  ([NO;]) ha sido estimada en algunas
plantas, mostrando un amplio rango de valores, entre 0.01 y 160 mM de NOs’, si bien la
mayoria se encuentran por debajo de 10 mM (revisado en Miller & Smith, 1996). Dicha
variabilidad en las estimaciones sugiere que la metodologia empleada no genera
resultados precisos. En este sentido, parece ser que la medida mediante microelectrodos
selectivos para nitrato es una de las mejores aproximaciones metodologicas para
estudiar la homeostasis citosolica de dicho i6n (Miller & Smith, 2008). Hasta el
momento pocos son los valores de la [NOs']. descritos en la literatura cientifica
estimados mediante esta técnica. Asi, se ha determinado una [NO;]. de 1.6 mM en el
alga Chara corallina (Miller & Zhen, 1991) y de 0.63 mM en células del tallo de la

hepatica Conocephalum conicwn (Trebacz et al., 1994). En plantas vasculares, las
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primeras medidas se realizaron en células epidérmicas de la raiz de maiz (Zea mays),
con una [NOs']; de 3.1 mM, y cebada (Hordeum vulgare), con una [NOs']. de 4.9 mM
(Miller & Smith, 1996) debido a su importancia respecto al uso de fertilizantes y
rendimiento agricola. Arabidopsis thaliana, como especie modelo, es la tnica en la que
se ha determinado la [NOs]. tanto en células epidérmicas de la raiz como en células del
mesofilo foliar, con valores de 2.2 = 0.5 mM y 2.8 + 0.7 mM respectivamente (Cookson
et al., 2005). En el caso de las fanerogamas marinas, este trabajo es el primero en
determinar la concentracion de NOj™ en el citosol medida de manera directa. Asi, en las
células del mesofilo foliar de P. oceanica, el valor de la [NO;3']. en condiciones de luz
es 5.7 £ 0.2 mM, concentracion que se encuentra por encima de la determinada en hojas
de Arabidopsis (Cookson et al., 2005), si bien sigue estando en el rango de los valores

observados en el resto de especies descritas.

Como se ha discutido anteriormente, en oscuridad se observa un menor
transporte de NOj;  en hojas de P. oceanica. A su vez, el cese de la actividad
fotosintética implica una menor asimilacion de N, lo cual explicaria el aumento de la
concentracion de NOs™ en oscuridad hasta un valor de 8.5 + 1.1 mM (Fig. 31). Esta
respuesta es similar a la encontrada en células del mesoéfilo foliar de Arabidopsis, en las
que la concentracion aumenta hasta un valor de 3.5 mM de NOj en la transicion de luz
a oscuridad (Cookson et al., 2005). No obstante, este aumento en Arabidopsis no
supone una diferencia significativa en la [NOs ], mientras que en el caso de P. oceanica

el NOs™ citosolico aumenta casi 1.5 veces.

En general, las faner6gamas marinas tienen una limitada capacidad de almacenar
nitrato, incluso bajo condiciones de alta disponibilidad (Touchette & Burkholder, 2000;
Invers et al., 2004). Ya que P. oceanica es una especie que no almacena nitrogeno en
forma inorgénica (Nayar et al., 2010), la necesidad de este nutriente debe suplirse con
su incorporacion directa del medio. Asi, es de esperar una mayor incorporacion de N del
medio ante una bajada de los valores de actividad de NOs™ en el citosol. La Figura 32
muestra una disminucion en el valor del NOs™ citosélico ante la presencia de 1000 ppm
de CO; en el medio de ensayo menor que la observada cuando el C; se incrementa en
forma de HCOj". Estos resultados apoyan la existencia de un flujo de salida de NO3”
inducido principalmente por alto HCOs', tal y como se habia propuesto a raiz de la
mayor incorporacion de NOj3™ observada en presencia de 10 mM HCO; (Fig. 30). De

esta manera la entrada de bicarbonato a la célula y su deshidratacion interna estaria
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asociada no sdlo a la salida de CI', sino también de NO;™ (y es probable que a la de otros
aniones como P;), induciendo en la célula un estado de déficit de N que provoca la

mayor actividad de los sistemas de incorporacion de NOs'.

3.2 Transporte de P; en P. oceanica

La ausencia de rastro eléctrico en el £, de células del mesofilo foliar de P.
oceanica tras la adicion de concentraciones micromolares de P; al ASW con 2 mM de
HCOys', indica que en estas condiciones el transporte de P; podria ser eléctricamente
silencioso. Este resultado es similar al descrito para el transporte de P; en las células del
mesofilo foliar de Z. marina (Rubio et al., 2005). Sin embargo, en presencia de una
elevada concentracion de HCOs™ (10 mM) si se observaron despolarizaciones de la
membrana por adicion de concentraciones crecientes de Pj, lo que indica que en estas
condiciones podrian inducirse sistemas de transporte de P;, permitiendo la

caracterizacion cinética de la incorporacion de P; mediante electrofisiologia.

Asi, al igual que en Z. marina, las células del mesofilo foliar de P. oceanica
también muestran incorporacion de P; de alta afinidad (Fig. 36). El valor de la constante
de semisaturacion obtenida es menor para el P; (K)y = 5.8 = 0.8 uM) que para el NOs’
(Ky = 8.7 =1 uM) indicando una mayor afinidad en la incorporacion de P; que de NO;5”
en esta especie. Ademas, la constante de semisaturacion de la cinética de incorporacion
de P; es mayor que la obtenida en las células de la epidermis de la raiz de Z. marina (1.5
uM; Rubio et al.,, 2005), pero similar a los valores descritos en hojas de otras
faner6gamas marinas como Zostera noltii (12.1 uM Pj; Pérez-Lloréns & Niell, 1995),
Thalassia hemprichii (7.7 uM Pj; Stapel et al., 1996) o Thalasia testudinum (11.9 uM
Pi; Gras et al., 2003), y esta en el rango de los valores de Kj, de alta afinidad descritos
para la familia de transportadores en simporte con H' (PHS) de plantas vasculares

terrestres (Rae et al., 2003).

Sin embargo, el valor obtenido para la tasa de incorporacion de P; en hojas de P.
oceanica en condiciones control (2mM HCO;’; 0.45 + 0.08 umol P; g’ DM h™) es algo
menor que para el NO3™ (1.54 + 0.1 umol NOs” g DM h™"). Esta mayor incorporacion

de N respecto a P responde a la relacion C:N:P descrita para faner6gamas marinas
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(474:21:1; Duarte, 1990), por lo que en otras especies, al igual que en P. oceanica,
también se han observado tasas de incorporacion algo mayores para el NO;s (3.7 - 75
umol NO;™ g' DM h™') que para el P; (0.014 - 43 umol g' DM h™) (Touchette &
Burkholder, 2000). Ademas, dicha tasa de incorporacion a pesar de ser menor que la
determinada en Z. marina y Thalassia hemprichii, se encuentra en el rango observado

tanto para esta como para otras especies de fanerogamas marinas (Tab. 15).

Table 15. P; net uptake rates reported in leaves of different seagrasses (wmol P; g'1 DM hh).

Pi net uptake rate
(umol P; g' DM h™)

Thalassia hemprichii 3.63-4.7 Stapel et al., 1996
Modified from Rubio ef al., 2005

Specie Reference

Zostera marina 2.03+0.34 (personal communication)
Zostera noltii 09-3 Pérez-Lloréns & Niell, 1995
Thalassia testudinum 05-19 Gras et al., 2003
Amphibolis antarctica 0.7-1.5 Nayar, 2015

Posidonia angustifolia 0.14-2.09 Nayar, 2015

Posidonia oceanica 0.45+0.08 This work

Por otro lado, la Figura 34 muestra una mayor incorporacion de P; en
condiciones de alto HCO3™ (10 mM; 0.84 % 0.19 umol P; g' DM h™). A pesar de ello,
dicho valor sigue estando en el rango descrito anteriormente para otras fanerogamas
marinas. Ademas, esta mayor incorporacion de P; en alto HCOj™ estaria en linea con el
vaciado de aniones (NOj; vy, en este caso, H,PO4') en respuesta a la incorporacion
directa de HCO3™ segtin se ha propuesto y discutido anteriormente. Cabe destacar que
las diferencias aparecen pasadas las dos primeras horas de incubacion, lo que coincide
con el tiempo de incubacién mantenido antes de la caracterizacion cinética de la
incorporacion de P; en alto HCO3;™ mediante electrofisiologia. Por tanto, este resultado
también parece apoyar la salida de aniones a través de canales anionicos, los cuales se

abririan en respuesta al aumento de HCOs'.
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3.2.1 Eltransporte de P; es dependiente de Na®

Al igual que se ha discutido para el caso del NO;, la ausencia de
despolarizacion por adicion de la concentracion saturante de P; en hojas en ASW con 10
mM HCO; y sin Na', indica la dependencia de Na“ en el transportador para la

incorporacion de dicho nutriente.

Esta dependencia de Na' es consistente con el anélisis termodindmico del
transporte reflejado en la Figura 41 considerando los valores de 500 mM Na', pH 8.2 y
10 uM P; en el NSW, los observados en las células del mesofilo foliar de P. oceanica de
E,=-174+4mV,Na'.= 17 mM, pH. = 7.3 y un valor de P; en el citosol estimado en 5
mM. Ya que el pH del medio de ensayo es 8.2, la forma mayoritaria de P; a este pH es
HPO,? (86%), mientras que el 14% restante corresponde a H,PO4. En el caso del
HPO,?, un cotransporte con hasta 4H" no serfa suficiente en términos de energia
(AG’>0). Seria necesario una estequiometria de al menos 5SH":1HPO4?, lo que supone
un gran gasto de energia por parte de la célula en la extrusion activa de H™ mediante la
H'-ATPasa. En cambio un transporte con entre 2 y 3 iones Na' por cada HPO,? es
suficiente para ser termodinamicamente viable. Para el H,PO,4™ sucede de forma similar:
mientras que un simporte con H' necesita de al menos 3 cationes para generar un
AG'/Fy+ de tan solo -29 mV, un cotransporte con 2 Na' tendria asociada una
AG'/Fy,+ de -188 mV. Asi, la estequiometria podria ser 2Na":1HPO,> y/o
2Na':1H,POy4. No obstante, el simporte con 2Na" de H,PO, es termodinamicamente
mas favorable para la célula: el transporte de 2Na’:1HPO, tiene una energia asociada
de tan solo -14 mV frente a los -188 mV del simporte 2Na":1H,PO,". Por tanto, es
probable que el H,PO, sea la principal forma de P; incorporado pese a que la

mayoritariamente disponible sea HPO,>.
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Figure 41. Thermodynamic relationship of P; transporter employing either H' or Na' as the
coupling ion. Calculations were performed using Equation 6, considering NSW conditions (500
mM Na', pH 8.2 and 10 pM P;) and P. oceanica mesophyll leaf cells parameters (E,, = -174 + 4
mV; cytosolic Na™ 17 mM, cytosolic pH 7.3 and cytosolic P; 5 mM).

Por otro lado, la caracterizacion cinética para el Na“ como i6n motriz (Fig. 37),
dio un valor de Ky = 4.3 + 0.5 mM Na'. Este valor es menor que el obtenido para la
incorporacion de NOs", indicando una mayor afinidad por el Na' del transportador de P;
que, claro est, funciona bajo concentraciones saturantes de Na“ en el medio marino.
Cabe destacar, que en ambos casos los valores de D,,,, obtenidos en medios en los que
el Na" se afiade progresivamente son similares y no llegan al méximo observado en

ASW con la concentracion de Na' del agua de mar natural.

Finalmente en P. oceanica, al igual que en las hojas de Z. marina, en ausencia
de Na' la tasa de incorporacion de P; es muy proxima a cero (0.09 + 0.04 umol P; g
DM h'y 0.26 + 0.08 umol P; g' DM h! respectivamente; Fig. 33). Esta tasa de
incorporacion, incluso menor que para el NOs en ausencia de Na', es acorde con la

mayor afinidad para el Na' observada en el transporte de P;.

Por tanto, los resultados mostrados en este trabajo demuestran un sistema de
transporte de P; de alta afinidad acoplado a Na' que opera a nivel de la membrana

plasmatica de células del mesofilo foliar de P. oceanica.
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3.3 El Na' también es el ion motriz para el transporte de los aminodcidos

L-Alay L-Cys

Si bien el NO;3" y el NH," son las formas mayoritarias de incorporaciéon de N en
plantas, se ha descrito la existencia de sistemas de incorporacion de aminoécidos en
hojas de faner6gamas marinas (Van Engeland er al., 2011). Numerosas pruebas
mantienen que la utilizacion de nitrégeno organico disuelto parece estar presente en un
amplio nimero de faner6gamas marinas, lo que les proporciona una ventaja competitiva
sobre las macroalgas en ambientes oligotroficos (Van Engeland et al., 2011; Nafie et al.,
2014). Resulta interesante que, ademds de la incorporacion de NOj", las células del
mesofilo foliar de P. oceanica también muestran un transporte de alta afinidad de
aminoacidos. Cinéticas de saturacion de aminoacidos han sido previamente publicadas
para las especies tropicales Thalassia hemprichii, Halodule uninervis y Cymodocea
rotundata, con valores de K, de entre 3.5 y 10.5 uM (Vonk et al., 2008). Dichos
valores son similares a los valores obtenidos en las células del mesofilo foliar de P.
oceanica para el aminoacido cisteina (10 + 1 uM; Fig. 38), pero son menores que la K,
obtenida para la alanina (37 £ 11 uM; Fig. 38). Sin embargo, al contrario que los
resultados obtenidos en este trabajo (Fig. 39), hasta el momento no se han descrito
previamente sistemas de incorporacién de aminoacidos dependientes de Na' en

faner6gamas marinas.

En el caso de Arabidopsis, 4 transportadores se han relacionado con la
incorporacion de aminoacidos en la raiz. Estos son las aminoacido-permeasas AtAAP1
(Lee et al., 2007 B) y AtAAPS (Svennerstam et al., 2008, 2011), el transportador de
tipo lisina/histidina AtLHT1 (Hirner et al., 2006; Svennerstam et al., 2007) y el
transportador de prolina/soluto compatible AtProT2 Lehmann et al., 2011). De ellos
LHT1 es probablemente el transportador mas importante para la incorporacion de L-Ala
en la raiz (Svennerstam et al., 2011). Este transportador de alta afinidad se encuentra
también localizado en la membrana plasmatica de las células del mesofilo y se ha
demostrado que son responsables de la incorporacion de aminodcidos de tipo acido y
neutro del apoplasto de la hoja (Hirner ef al., 2006). Resulta interesante que los valores
de Ky para el transporte de alta afinidad de aminoacidos en las células del mesofilo
foliar de P. oceanica son similares a los observados en el analisis de las cinéticas de la
actividad transportadora de LHT1 (de 7.4 a 44.8 uM; Svennerstam et al., 2011). En

plantas vasculares terrestres este transportador funciona como un transportador de
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aminoacidos en general, de forma similar a otras AAPs, las cuales, cuando se expresan
en levadura o en oocitos, median la incorporacién acoplada a H' e independiente de Na"

de una amplia variedad de aminoacidos (revisado en Tegeder et al., 2014).

Asi, los mecanismos dependientes de Na' para el transporte de alta afinidad de
alanina y cisteina encontrados en células del mesoéfilo foliar de P. oceanica parecen
respaldar la hipdtesis de que la adaptacion de las plantas vasculares al ambiente alcalino
y de elevada concentracién de Na“ como es el agua de mar, esta basada, junto con otros
procesos, en el aprovechamiento del elevado gradiente de potencial electroquimico del
Na" dirigido hacia el interior celular, a pesar de la energética basada en el ion H'
ampliamente distribuida entre las plantas vasculares (Palgrem, 2001). De este modo, la
disponibilidad de Na" en el medio puede haber sido una influencia principal en la
evolucion de los mecanismos de transporte a nivel de membrana plasmatica emergida

de forma independiente en angiospermas marinas y en algas.

4 Modelo general de energizacion del plasmalema e

incorporacion de nutrientes en P. oceanica

P. oceanica ha resultado ser un sistema util para el estudio de la incorporacion
de nutrientes en angiospermas marinas. Ha sido posible determinar no so6lo el potencial
de la membrana plasmatica y su variacion en respuesta a los nutrientes en el medio de
ensayo, sino también el pH, el Na', el CI" e incluso el NO;™ citosélico en las células del
mesofilo de esta especie. Con todo ello se ha elaborado un modelo de energizacion del
plasmalema e incorporacion de nutrientes (Fig. 42) que cuenta con ciertas

particularidades.

Posee una H'-ATPasa sensible a FC en la membrana plasmatica como bomba
electrogénica que extruye protones del citosol y, ademas, genera un gradiente
electroquimico transmembrana de H'™ que pueden utilizar los transportadores
secundarios del plasmalema para impulsar el movimiento de iones (Falhof et al., 2016).
De hecho, dicho gradiente es utilizado en esta especie para impulsar la incorporacion
directa de HCOj;™ a través de un mecanismo de transporte activo. La deshidratacion

interna del HCOj en el citosol o en el cloroplasto produce CO,, que es asimilado en la
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fotosintesis, y OH™ que alcaliniza el citosol y es transportado al exterior celular. Este
transporte puede tener lugar a través de canales H'/OH™ (Al Khazaaly & Beilby, 2012;
Taylor et al., 2012). Ya que el HCOs™ se incorpora directamente, el exceso de este i6n
altera la homeostasis citosdlica de aniones CI, NO;3™ y posiblemente P;. Este simporte
nH'/HCO; es capaz de concentrar HCO; en el citosol cerca de 100 veces la

concentracion de equilibrio, contribuyendo como un importante CCM en esta especie.

Las células de las hojas de P. oceanica, poseen una baja concentracion citosolica
de Na' (17 £ 2 mM) respecto a la del medio (500 mM Na"). Este valor se encuentra en
el rango de la concentracién citosolica de Na' registrada en glicofitos terrestres, pero
mucho menor que los valores propuestos para halofitas terrestres, de entre 70 y 200 mM
Na” en plantas que crecen en presencia de 50 y 400 mM de Na', respectivamente
(Flowers et al., 2015). A pesar de la ausencia de Na'-ATPasa, las cuales no se
encuentran en plantas vasculares (Pedersen et al., 2012), el mantenimiento de la baja
concentracion de Na' en el citosol encontrada en fanerégamas marinas parece ser
resultado tanto de la baja tasa de permeabilidad relativa Na'/K™ (0.003 en Z. marina,
Fernandez et al, 1999; 0.005 en P. oceanica, este trabajo), como de la accion de un
mecanismo de extrusion activo de Na' en la membrana plasmatica cuya actividad se ha
caracterizado en Z. marina (Rubio et al., 2011) y se ha evidenciado en los resultados
observados en el presente trabajo. De hecho, teniendo en cuenta la alta concentracion de
Na' en el agua de mar (500 mM) y el potencial de membrana bastante negativo (-174
mV) medido en las células de las hojas de P. oceanica, el gradiente electroquimico para
el Na" dirigido hacia el interior celular es -260 mV, mas de 2 veces mayor que el valor
de la fuerza H -motriz (-121 mV) calculada en P. oceanica, considerando un pH en el

citosol de las células del mesofilo foliar de 7.3 y un pH en el NSW de 8.2.

La incorporacién de NOj3', P; y aminoécidos tiene lugar mediante sistemas de
transporte de alta afinidad dependientes de Na'. La comparacién entre el gradiente de
potencial electroquimico para el Na' y el calculado para el NO;3™ y el P; proporcionan
una estimacion de la estequiometria para cada sistema de transporte. Teniendo en cuenta
las bajas concentraciones de NOs™ y P; en que éstos nutrientes se encuentran presentes
en el Mar Mediterraneo y la concentracion citosolica medida en el caso de NO;™ (6
mM), o esperada en el caso de P; (5 mM), se necesitarian alrededor de -350 mV para
energizar el transporte de NOs™ o P; al interior de las células del mesofilo foliar de P.

oceanica. Esto significa que una estequiometria de 2Na’/INO;" y 2Na'/1P; daria lugar a
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suficiente energia para que el transporte fuera termodindmicamente viable (Fig. 42). La
dependencia del Na“ de ambos sistemas de transporte de alta afinidad se encuentra
semisaturada a concentraciones de Na' milimolares bajas, 7.2 + 1.1 mM y 4.3 £ 0.5
mM, para la incorporaciéon de NO; y P; respectivamente (Tab. 16). Estos valores son
mayores que la Ky para el Na' en relacion al transporte de NO;™ publicada en Z. marina
(0.72 mM Na'; Garcia-Sanchez et al., 2000) y es también mayor que el valor publicado
para el transporte de Na'/NO;” en la diatomea marina Phaeodactylum tricornutum (2.58
mM Na'; Rees et al., 1980) o la constante de semisaturacion para el Na' para los
transportadores de alta afinidad de HCOj;™ encontrados en cianobacterias (1 and 1.7
mM; Price ef al., 2004). En cualquier caso, estos valores de Ky, para el Na" de rango
milimolar bajo implican que los transportadores de alta afinidad de NO;™ y de P; de P.
oceanica, al igual que los de Z. marina, se encuentran funcionando a concentraciones

N
saturantes de Na' en el agua de mar.

Table 16. NO;, P; and amino acid kinetics parameters for high-affinity transport systems
reported in seagrasses. Values in brackets show semisaturation constant for Na' as transport
driving ion.

Species Nutrient Organ Ky (pM) Reference
Leaves 2.3 Garcia-Sanchez et
NO; (0.72mM Na")  al, 2000

Zostera marina

. Egg:z fz Rubio ef al., 2005
] Lee & Dunton,
_ _ NO; Leaves 22 1999
Thalasia testudinum
P 11.9
P Roots 37 Gras et al., 2003
_ _ ) Terrados &
Phyllospadix torreyi  NO; Leaves 8.7 Williams, 1997
) Pérez Llorens &
Zostera noltii P; Leaves 12.1 Niell, 1995
Thalassia hemprichii  P; Leaves 7.7 Stapel et al., 1996
— 8.7
NO;” (Light) (7.2 mM Na")
NO;" (Dark) 8.2
Posidonia oceanica  L-Ala Leaves 37 This work
L-Cys 10
P 5.8
i (43 mMNa")
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Asi, la aparicién de transportadores de alta afinidad dependientes de Na™ podria
ser un modelo de adaptacion general para la incorporacion de nutrientes en fanerogamas
marinas y podria considerarse como una estrategia para vivir en un medio salino,

alcalino y pobre en N y P como es el agua de mar.

La Figura 42 resume el modelo propuesto para el mecanismo de energizacion de

la membrana, incorporacion de HCOj' y flujo de salida de aniones en P. oceanica.

NSW Ep=-174mV Cytosol

F\?ATP
o) e H pH=73
pri=® /&} ADP +P,

S

o O

HCO3 HCO3_ x:>OH_+ COZ oy

Na* = 500 mM
cl, NO,, P? «— L8

AuN*/F = -260mV

AMH+/F ~-121mV H* Na*=17 mM

NO, = 10 uM NO I LY AuNo*/F = 353mV
INa* JINa* Aut?PO4-/F = 348mV
. > H,PO,"
p~10um 120 270 p=5mM
2Na* 2Na*
L-Ala, L-Cys’ L-Ala’, L-Cys’
nNa* nNa*

Figure 42. Model for energizing the plasma membrane, HCO; incorporation and anion
extrusion and stoichiometry of the NO;™ and P; high-affinity transport in mesophyll leaf cells of
the seagrass P. oceanica. A Na'/H' antiporter is also indicated as a putative mechanism to
maintain the Na" gradient. The HCO5', taken up by an H -symport, is dehydrated in the cytosol
in a reaction catalysed by the enzyme carbonic anhydrase (CA) or transported to the chloroplast.
In the light, CO; is consumed by the chloroplast, and OH" ions increase cytosolic pH. Excess of
cytosolic HCO; activates S-type anion channels (SLAC) through which CI', NO;™ and possibly
P; leaves the cells. Cytosolic and seawater ion concentrations and the calculations of the
electrochemical potential gradients, included on the big arrows (AW/F; mV), are discussed in the
text.
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Conclusions

CONCLUSIONS

1. The marine angiosperm P. oceanica conserves a FC-sensitive H -ATPase as the
main plasma membrane energization system of the mesophyll leaf cells. These
cells exhibit a Na" / K plasma membrane permeability of 0.0046, an extremely

low value that allows the maintenance of a low cytosolic Na' concentration.

2. The electrochemical proton gradient is used in mesophyll leaf cells of P.
oceanica to drive the direct active uptake of HCOj; through an nH'/HCO5
symporter. The internal dehydration of HCOj; produces CO,, which is
consumed by photosynthesis, and OH’, which alkalinizes the cytosol and is
transported out of the cells. This #nH/HCO; symport has the capacity to
concentrate  HCO;  in the cytosol around 100 times the equilibrium
concentration and could be an important component of a Carbon Concentration

Mechanism in this species.

3. The mesophyll leaf cells of P. oceanica show Na'-dependent high affinity
transport systems for NOs", P; and amino acids, that distinguish this species from
the H'-dependent general model of nutrient uptake described in terrestrial

vascular plants.

4. The cytosolic NO;  concentration of mesophyll leaf cells of P. oceanica is
similar to that found in the model plant Arabidopsis thaliana and is affected by
the increase of Ci (specially HCOs") in the medium, leading to a greater
incorporation of NO;™ as well as the decrease of cytosolic NOj3', suggesting the

existence of a NOs™ outflow induced by high HCOs'".
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Seagrasses access HCOj3™ for photosynthesis by 2 mechanisms, apoplastic carbonic anhydrase-
mediated dehydration of HCO3;™ to CO, and direct HCO53™ uptake. Here, we have studied plasma
membrane energization and the mechanism for HCO3™ import in Posidonia oceanica. Classical
electrophysiology and ion-selective microelectrodes were used to measure the membrane
potential, cytosolic pH, and the cytosolic concentrations of Na* and CI™ upon the addition of
HCO3". The photosynthetic response to HCO3™ and to inhibitors was also measured. Results indi-
cate that the primary pump of P. oceanica plasma membrane is a fusicoccin-sensitive H*-ATPase.
Bicarbonate depolarizes the plasma membrane voltage and transiently acidifies the cytosol, indi-
cating that HCO3" is transported into the cells by an H*-symport. Initial cytosolic acidification is
followed by an alkalinization, suggesting an internal dehydration of HCO3™. The lack of cytosolic
Na* and CI” responses rules out the contribution of these ions to HCO3™ transport. The energetics
of nH*/HCO3~ symport allows, for n = 1, an estimate of cytosolic accumulation of 0.22 mM
HCO3™. Because this transporter could permit accumulation of HCO3;™ up to 100 times above
the equilibrium concentration, it would be a significant component of a carbon-concentrating

mechanism in this species.

KEYWORDS

carbon-concentrating mechanism (CCM), cytosolic Na* and CI7, cytosolic pH, H"/HCO3~ symport

for a vast majority of marine macroalgae and seagrasses (Koch, Bowes,
Ross, & Zhang, 2013 and references therein). Marine angiosperms are

Seagrasses are unique plants, the only group of flowering plants to
recolonize the sea; they occur on every continental margin, except
Antarctica, and form keystone coastal ecosystems (den Hartog &
Kou, 2006). Along the Mediterranean coast, Posidonia oceanica (L.)
Delile is an endemic species of great ecological significance (Aires
et al., 2011) that covers around 2% of the total Mediterranean surface
(Duarte, 1999; Gobert et al., 2006). One of the major challenges that
face angiosperms adapted to the marine environment is the acquisition
of dissolved inorganic carbon for photosynthesis. The low diffusion
rate of dissolved CO, and also the low rate constant of the uncatalysed
dehydration of HCO3™ at the pH of natural seawater (NSW) may result
in limitation of CO, supply for photosynthesis (Falkowski & Raven,
2007; Raven, 1984). Photosynthetic use of HCO3™ has been described

TThese authors made equal contributions to the work.

described as HCO3™ users (Beer, Bjork, Hellblom, & Axelsson, 2002;
Borum et al., 2016; Koch et al., 2013). The use of HCO3™ for photosyn-
thesis in seagrasses can be outlined in two basic models: (a) apoplastic
conversion of HCO3;™ to CO, and OH", catalysed by an external
carbonic anhydrase (CA), a process that should be sensitive to
acetazolamide (AZ), a plasma membrane-impermeable inhibitor of CA
(Beer et al., 2002; Bjork, Weil, Semesi, & Beer, 1997; Invers, Pérez, &
Romero, 1997, 1999; James & Larkum, 1996). A subset of this
category could be the conversion of HCO3;™ to CO, in external acid
regions, and this mechanism does not necessarily need external CA:
acidification speeds up the HCO3;™ to CO, conversion and establishes
a higher CO, : HCOj3™ ratio than in seawater and in the rest of the
boundary layer (Beer et al., 2002; Hellblom & Axelsson, 2003). When
supplemented with acid regions, this model of external HCO3;~
dehydration can constitute a CO, concentration mechanism (Ferrier,
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Abstract: Posidonia oceanica (L.) Delile is a seagrass, the only group of vascular plants to colonize
the marine environment. Seawater is an extreme yet stable environment characterized by high
salinity, alkaline pH and low availability of essential nutrients, such as nitrate and phosphate.
Classical depletion experiments, membrane potential and cytosolic sodium measurements were
used to characterize the high-affinity NO3;~, Pi and amino acids uptake mechanisms in this
species. Net uptake rates of both NO3;~ and Pi were reduced by more than 70% in the absence
of Na*. Micromolar concentrations of NO3~ depolarized mesophyll leaf cells plasma membrane.
Depolarizations showed saturation kinetics (Km = 8.7 £ 1 uM NO3 ™), which were not observed in
the absence of Na*. NO3; ™ induced depolarizations at increasing Na* also showed saturation kinetics
(Km =7.2 £2mM Na™). Cytosolic Na* measured in P. oceanica leaf cells (17 £ 2 mM Na*) increased
by 0.4 £ 0.2 mM Na* upon the addition of 100 pM NO3~. Na*-dependence was also observed
for high-affinity L-ala and L-cys uptake and high-affinity Pi transport. All together, these results
strongly suggest that NO3~, amino acids and Pi uptake in P. oceanica leaf cells are mediated by
high-affinity Na*-dependent transport systems. This mechanism seems to be a key step in the process
of adaptation of seagrasses to the marine environment.

Keywords: Posidonia; high-affinity transport; NO3 ™~ uptake; Pi uptake; Na*-dependent transport
systems; Cytosolic Na*; amino acid transport

1. Introduction

Nitrogen and phosphorus are essential nutrients for plants, whose availability may limit biomass
maintenance and growth. Seawater is a high salinity and alkaline medium with low concentrations
of N and P, often below 5 uM in the Mediterranean Sea [1]. The seagrass Posidonia oceanica, is a
Mediterranean endemism limited by N and P [2], but able to grow under nutrient concentrations
low enough (less than 5 uM of dissolved inorganic nitrogen and 1 pM P4i) to limit the proliferation of
other species, as Cymodocea nodosa [2,3]. This raises the question of how seagrasses are able to extract
nutrients at the low concentrations present in seawater to maintain primary production. To take up
nutrients at low external concentrations, plants have to: (i) evolve transport systems with the capability
to bind the free ion species with a very low Km and (ii) a powerful system to energize the movement of
the ions across the plasma membranes to compensate the high, outwardly directed, ion motive force.
Seagrasses studied so far use the Na* electrochemical gradient to drive the high-affinity uptake of
NO3~ and P; in both roots and leaves [4,5].

In terrestrial vascular plants, where the H*-ATPase energizes the plasma membrane [6], NO3~
transport depends on the cellular energy supply and is coupled to the proton electrochemical

Int. ]. Mol. Sci. 2018, 19, 1570; d0i:10.3390/1jms19061570 www.mdpi.com/journal/ijms
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