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Carta del Presidente

En esta mi primera comunicacién con todos vosotros, quisiera en primer lugar expresaros mi
agradecimiento por la confianza que en mi habeis depositado para dirigir la SEFV en los préximos cua-
tro afios. Afios que van a estar cargados con fechas muy significativas, como son el cambio de siglo y
los 25 afios de la creacién de nuestra Sociedad, que se cumpliran en el afio 2000. Espero que con vues-
tra colaboracién podamos celebrar este cuarto de siglo de la forma més adecuada.

Quisiera, por otra parte, haceros participes de algunos de los proyectos que me gustaria acome-
ter durante estos cuatro afios. En primer lugar y de forma perentoria, habria que mejorar la situacion
econémica de la Sociedad. ;Para qué?. Creo que una sociedad cientifica como la nuestra debe tener mas
vitalidad y més presencia social de la que ha tenido hasta ahora. La SEFV deberia estimular a los
estudiantes de los 1iltimos cursos de las titulaciones en las que la Fisiologia Vegetal es asignatura tron-
cal, dando a conocer qué se hace y cémo se hace la investigacién en Fisiologia, Bioquimica y Biologia
Molecular de Plantas. La convocatoria de cursos de iniciacién en la investigacién, tal como se hace en
otras sociedades cientificas, serfa una buena aproximacién a estos jévenes y serviria para despertar no
pocas vocaciones. Por otra parte estaria la convocatoria de bolsas de viaje para facilitar la asistencia a
los congresos de la SEFV, asi come incrementar las aportaciones econémicas, tanto para las reuniones
de los Grupos de la SEFV, como para los congresos nacionales. Todas estas actividades, aunque para
alguna de ellas pudiera encontrarse financiacién externa, cuestan dinero, y con la financiacién actual
de la SEFV (cuotas de los socios) es imposible llevarlas a cabo. Por ello os propongo dos vias de actua-
cién: una campafia de captacién de nuevos socios, e, inevitablemente, el incremento de las cuotas. Yo
ya hubiera querido que la cuota a partir del primero de enero de 1998 hubiera sido de 6.000 ptas, pero
la lectura detallada de nuestros estatutos me lleva al articulo 19 que dice: “La Asamblea General Ordi-
naria fijard, cada afio, la cuota a pagar por cada asociado”. Por ello, y muy a mi pesar, se mantendra
la misma cuota para 1998 y en la préxima Asamblea General se tratara este tema para actualizar
nuestra cuota a partir de 1999.

Otro tema muy controvertido es el de la informacién entre todos los socios. ;Se debe mantener el
boletin en su estado actual, o hay que modificarlo o, incluso suprimirlo?. Por las opiniones que he reci-
bido de algunos compafieros, estas van de un extremo a otro. En mi opinién creo que la relacién entre
beneficios que reporta el boletin y coste del mismo estd4 muy desequilibrada, en otras palabras, el bole-
tin en su estado actual es muy caro para la utilidad que tiene. Como ya sabeis la FESPP, y por este
mismo motivo, se ha planteado sustituir la Newsletter, por informacién a través de Internet. Por ello
os solicitamos recientemente la actualizacién de vuestros datos con la inclusiéon de vuestros correos
electrénicos. La respuesta ha sido satisfactoria pero no completa. Todos los datos que nos habeis envia-
do ya obran en poder de Mike Jackson de tal forma que toda la informacién de la FESPP ya se recibi-
ra a través del correo electrénico. Por nuestra parte ya tenemos instalado el ordenador que hemos
adquirido para la SEFV y en breve os enviaremos el E-mail para que envieis toda cuanta informacién
considereis pertinente y que, de forma inmediata, serd comunicada a todos los socios. En breve, tam-
bién elaboraremos una pagina web, que pretendemos sea un canal tanto de comunicacién como de ser-
vicio para que en todo momento cualquier socio pueda acceder a la misma y obtener la informacién
que, hasta ahora, sélo recibiriamos en enero y julio con los boletines. En principio, se podria seguir
manteniendo el boletin, al menos durante algun tiempo, pero sélo con informacién general de interés
para la marcha de la Sociedad. Yo no creo que nuestro boletin deba incluir revisiones cientificas, que
deben ser difundidas por los medios habituales en revistas especificas, por lo que yo conozco, ningtin
boletin informativo de otras sociedades cientificas las incluye. De todas formas el boletin de enero se
editara en su forma habitual, aunque en otro tipo de papel para abaratar costes.

Respecto a la divisién del Area de Biologia Vegetal en Fisiologia Vegetal y Boténica, he vuelto a
reiterar, una vez mas, ante el Secretario General del Consejo de Universidades, el deseo undnime de
la SEFV de que este hecho quede resuelto lo antes posible. Estoy a la espera de recibir noticias. Tan
pronto como haya novedades os lo haré saber inmediatamente.

Como temas menores creo que habria que acometer la reforma de algunos aspectos de nuestros
estatutos, sobre todo los que hacen referencia a la composicién de la Junta Directiva y a la adquisicién
de la categoria de socio ordinario. En todo caso, seran temas que se someterdn a la consideracién de la
préxima Asamblea General.

Bien, no quisiera cansaros con méds literatura, sélo deciros que estoy abierto a todas vuestras
sugerencias, criticas, ideas, y que prometo, caso de recibirlas, contestarlas todas. También os animo a
todos a la maxima participacién en el préximo Congreso de la FESPP que se celebrard en Varna (Bul-
garia) el préximo mes de septiembre.

Con mi deseo de que en el préximo afo se cumplan todos vuestros proyectos, tanto cientificos
como personales, recibid un fuerte abrazo.

GREGORIO NICOLAS Roprigo
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Informes de Congresos y Simposios

XII Reunion Nacional de la SEFV
V Congreso Hispano-Luso de Fisiologia Vegetal
Cordoba 23-26 de septiembre de 1997

Durante los dias del 23 al 26 de septiembre de 1997, se celebré en Cérdoba Ia XII Reu-
nién Nacional de la SEFV y el V Congreso Hipano-Luso de Fisiologia Vegetal. Cerca de 400
investigadores, principalmente de Espafia y Portugal, nos reunimos en la Universidad de
Coérdoba, concretamente en las magnificas instalaciones del Colegio Mayor Nuestra Sefiora
de la Asuncién, para presentar, discutir e intercambiar opiniones sobre nuestros tltimos
resultados en el campo de la Fisiologia, Bioquimica y Biologia Molecular de las plantas.

La Reunién consté de dos Conferencias Plenarias, tres Simposios, doce sesiones de
comunicaciones orales y se presentaron cerca de trescientos paneles. La Conferencia de
Apertura corri6 a cargo del Prof. Manuel Losada, quien bajo un titulo muy sugerente. ;Es el
mecanismo de la fosforilacion otro huevo de Colén? nos ilustré, con su habitual elocuencia y
maestria, sobre lo que todavia constituye un reto transcendental para los bioenergetistas,
como se sintetiza una molécula de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico. La Conferencia
de Clausura, fué desarrollada por el Prof. Nicholas J. Brewin del John Innes Centre en Nor-
wich, y que bajo el titulo “Molecular Biology in the cell: immunolocalisation and in situ
hybridization with molecular probes” nos mostré, utilizando la formacién de nédulos radi-
culares por Rhizobium, la importancia que en los dltimos afios estd adquiriendo el uso de
sondas moleculares en temas bésicos de fisiologia y biologia celular de plantas.

En la eleccién de los temas, tanto de los simposios como de las sesiones de comunica-
ciones, los organizadores trataron algo tan dificil como el de ofrecer una panordmica, lo mas
amplia posible de la Fisiologia Vegetal actual, de tal forma que ninguno de los socios de la
SEFV pudiera sentirse marginado. En mi opinién, creo que estos objetivos se cumplieron
plenamente. Si hubiera que poner alguna objecién, esta no seria atribuible a los organiza-
dores sino a los participantes. Creo que los organizadores de los simposios y de las sesiones
de comunicaciones hicieron un gran esfuerzo en la preparacién de sus sesiones, esfuerzo que
no se vié correspondido con una participacién mucho mas activa de los asistentes a las mis-
mas a la hora de hacer preguntas o discutir los resultados presentados.

Como hechos destacados de la Reunién, estan los merecidos nombramientos de Socios
de Honor a los Profesores. D. Ernesto Vieitez Cortizo, nuestro primer Presidente, v D.
Manuel Losada Villasante, por sus reconocidos méritos cientificos y apoyo a la SEFV desde
su fundacién. La concesién del premio de la SEFV para jévenes investigadores al Dr. Miquel
Ribas Carbé, a quien deseo mucha suerte en la concesién de premios de FESPP que se con-
cederé en el préximo Congreso en Bulgaria, y, por ultimo la renovacién de la Junta Directi-
va de la SEFV.

La parte social de la Reuni6én conté, como no podia ser de otra forma, con una visita a
la Mezquita-Catedral, una recepcién ofrecida por la Excma. Diputacién Provincial de Cér-
doba en el Palacio de la Merced y, por tltimo, una cena y fiesta flamenca, seguida de baile
en el que los congresistas, incluidos algin ex-presidente de la SEFV y presidente electo,
pudieron demostrar que les va la marcha.

La organizacién, en mi opini6n, resulté magnifica, por lo que creo es de justicia felici-
tar a nuestro comparfiero José Maria Maldonado y a todo su equipo de colaboradores. El tes-
tigo lo toma el Prof. José Maria Vega que, sin lugar a dudas, organizard una magnifica XIII
Reunién de la SEFV en Sevilla.

GREGORIO NI1COLAS RODRIGO
Catedrdtico de Fisiologia Vegetal
Universidad de Salamanca
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IV Reunidén de Biologia Molecular de Plantas
Sitges (Barcelona) 19-21 noviembre, 1997

Los dias 19 al 21 de noviembre pasado tuvo lugar en Sitges la IV Reunién de Biologia
Molecular y Celular de Plantas, organizada por Albert Boronat y Blanca San Segundo. El
numero de comunicaciones presentadas en este tipo de Reuniones, celebradas cada dos afios,
ha ido creciendo progresivamente: 58 en la primera de Salamanca, 84 en la de Valencia, 118
en la de Sevilla y 129 en Sitges. Este hecho, junto al reconocimiento undnime de la alta cali-
dad cientifica, en general, de las mismas, puso claramente de manifiesto la existencia de un
importante colectivo cientifico de bi6logos moleculares de plantas en nuestro pais.

Las sesiones cientificas consistieron, por una parte, en comunicaciones orales agrupa-
das en 6 sesiones (bajo los temas de Regulacién de la expresién génica. Desarrollo, Estrés
abiético y biético, Metabolismo y Fitopatégenos), y por otra parte, en sesiones de Posters.
Hubo también una mesa redonda sobre “Aplicaciones de las plantas transgénicas en la Agri-
cultura”, con representantes de empresas del sector semillas (nacionales e internacionales)
y de la Administracién, donde se hizo constar las dificultades y limitaciones para que la
capacidad y los conocimientos obtenidos por los bi6logos moleculares espafioles puedan ser
aprovechados por la industria.

La sesién final de Conclusiones y Perspectivas permitié hacer un balance muy positivo
de la Reunién. El elevado ntimero de participantes y de comunicaciones llevé a plantear una
mayor duracién de las futuras Reuniones para aumentar las oportunidades de presentacio-
nes orales. El presidente de la Sociedad de Biotecnologia sugirié que el colectivo utilizara las
posibilidades que ofrece la Sociedad de Biotecnologia Europea. Nuestro actual presidente de
la SEFV, Gregorio Nicolas, organizador con Bartolomé Sabater de la 1* Reunién de Biologia
Molecular de Plantas en Salamanca, puso de manifiesto su preocupacién por el “desinterés”
de muchos biélogos moleculares de plantas por las actividades de la SEFV, e hizo un llama-
miento para que participaran en las mismas. Hay un sentimiento general, sin embargo, de
que las Reuniones de Biologia Molecular de Plantas constituyen un lugar de encuentro y dis-
cusién magnificos, y que deben continuar al margen de Sociedades ya establecidas. La SEFV
tiene pues un reto importante: hacer que sus Reuniones sean atractivas para todos aquellos
biélogos moleculares que en realidad son fisiélogos vegetales utilizando una nueva herra-
mienta al servicio de los problemas especificos de la Fisiologia Vegetal.

Jost Luis GARCIA MARTINEZ
Universidad Politécnica de Valencia
C.S.1.C.
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Premio FESPP 1998

Como ya viene siendo habitual, en el préximo Congreso de la FESPP que se
celebrara en Varna (Bulgaria) del 7 al 11 de septiembre préximos, se concedersn los
premios FESPP para jovenes investigadores europeos. En Cérdoba se concedié el
premio de la SEFV al Dr. Miquel Ribas Carbé, que ser4 el candidato que presente-
mos en Bulgaria. Sin embargo, y dado que los estatutos de los “FESPP Award” esti-
pulan que los candidatos deben tener menos de 35 afios, que son los que actual-
mente tiene el Dr. Ribas Carbé, la SEFV presentara un segundo candidato, la Dra.
M?®. Teresa Lacuesta Calvo, por si el Dr. Ribas Carbé no fuera considerado por cues-
tiones estatutarias. En cualquier caso, la Junta directiva de la SEFV confia plena-
mente en los méritos cientificos de ambos candidatos y les desea la mejor de las
suertes en Varna.

Primer Premio Fertiberia
a la mejor Tesis Doctoral en temas agricolas

FERTIBERIA, la primera empresa nacional, lider en el sector de los fertili-
zantes, en su afan por potenciar la investigacion relacionada con Agricultura, con-
voca anualmente un Premio a la mejor Tesis Doctoral en temas agricolas, dotado con
dos millones de pesetas.

El pasado 4 de junio, el jurado constituido por D. Jorge Juan Neila Nieto (Direc-
tor de Relaciones Industriales de FERTIBERIA), D. José Maria Mateo Box (Decano
del Colegio Oficial de Ingenieros Agrénomos de Centro y Canarias), D. Luis Lépez
Bellido (Catedrético de La Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrénomos de
Cérdoba), D. José Maria Duran Altisent (Catedratico de la Escuela Técnica Supe-
rior de Ingenieros Agrénomos de Madrid) y D. Bernardo Moreno Cordero (Profesor
Titular de Analisis Quimico de la Universidad de Salamanca), fall6 el PRIMER
PREMIO FERTIBERIA a favor de la Tesis Doctoral: Ahorro energético en la
climatizacién de invernaderos con cultivos ornamentales: Establecimien-
to y uso de modelos sobre el clima del invernadero y la viabilidad de la
bomba de calor con accionamiento eléctrico, presentada por el Ingeniero Agré-
nomo D. Luis Manuel Navas Gracia, dirigida por el Dr. Saturnino de la Plaza
Pérez y defendida en la Escuela Ténica Superior de Ingenieros Agrénomos de la
Universidad Politécnica de Madrid, durante el Curso 1995-96.

La Tesis Doctoral premiada analiza de forma pormenorizada los procesos de
transferencia térmica y mésica que tienen lugar en los invernaderos, formula un
modelo dindmico del clima, que resuelve con técnicas de simulacién computerizada
y valida mediante un extenso trabajo de experimentacién. La Tesis incluye un estu-
dio de viabilidad de la bomba de calor eléctrica aplicada a la calefaccién de inver-
naderos e incorpora importantes novedosas técnicas de control optimizado. Ademés
de la calidad cientifica, el jurado ha valorado muy positivamente la calidad y esme-
ro en la presentacion de la Tesis.

La persona de contacto en FERTIBERIA, para este Premio, es D. Jorge J. Neila
Nieto, Director de Relaciones Intitucionales, en Hurtado de Mendoza 4, 28036 -
Madrid (Telf.: 586.62.34)
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Revisiones

Transporte de K* a través de las membranas de células vegetales,
con especial atencion a las de la raiz

Garrido, Inmaculada; Espinosa, Francisco y Alvarez-Tinaut, M* Carmen.
U.E. Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia y Produccién de los Vegetales.
Facultad de Ciencias, Universidad de Extremadura, Campus Avda. Elvas. 06071 Badajoz.

1. Generalidades
Cinética de absorcién de K* por rafces enteras
3. Transportadores de K* indentificados en membranas de células vegetales mediante investigacio-
nes a nivel molecular
3.1. Resultados obtenidos tras la aplicacién de técnicas electrofisiolégicas de “patch-clamp” a
membranas vegetales
3.2. Incorporacién de las técnicas de genética molecular e ingenieria genética a la identificaciéon
de transportadores de K* en membranas vegetales
4. Relaciones entre el transporte de K* y el de Ht: energética del transporte de K* en membranas
vegetales
4.1. Relacién entre el transporte de K* y la H*-ATPasa del plasmalema
4.2. Relacién entre el transporte de K* y la cadena redox del plasmalema
Conclusiones finales
6. Bibliografia

N

o

1. GENERALIDADES

Las plantas para su funcionamiento requieren un flujo continuo de iones inorga-
nicos desde el medio externo a las células de la raiz y de ésta al resto de la planta.

Las plantas han desarrollado varios mecanismos de absorcién de iones para
poder tener un funcionamiento adecuado. Los mecanismos de transporte i6nico mas
intensa y extensamente estudiados son los de transporte de K*, que es el macronu-
triente catiénico mas abundante en las plantas superiores, ya que se requiriere para
multitud de procesos vitales, tales como la nutriciéon mineral, el crecimiento, los
movimientos, la homeostasis enzimética, la osmorregulacién y el transporte de foto-
sintetizados, todos ellos indispensables para el normal crecimiento y desarrollo del
organismo vegetal. Todas estas funciones van ligadas a acciones primarias a nivel
celular, y por tanto estdn reguladas por la presencia de transportadores especificos
para el K+ en las membranas celulares, que controlan el flujo entre la célula, el apo-
plasto y el medio externo en el caso de la rafz.

Las plantas terrestres toman el K+ de la solucién del suelo, y son capaces de cre-
cer adecuadamente en un intervalo de concentracién de K* ([K*]) externa de
104. Asi, mediante cultivo hidropénico se ha demostrado que se pueden obtener
plantas libres de sintomas de deficiencia en K+ por cultivo en soluciones que con-
tienen solamente 8 pM de concentracién (aunque la cosecha se ve afectada), mien-
tras que, en el extremo contrario, el K* no es téxico para la mayoria de las especies
hasta que no excede concentraciones de 50-100 mM.
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Muiltiples factores de un suelo contribuyen a aumentar o disminuir la disponibi-
lidad de K+ de ese suelo, ademas de la riqueza en K* y la composicién quimica de la
roca madre. Especial mencién merece el efecto del pH, que influye marcadamente
en la liberacién de K+ a la solucién del suelo, ya que los H* desplazan a los K+ de
sus lugares de enlace y adsorcién en los componentes del suelo. Ademds, en condi-
ciones naturales de suelo se produce la aparicién, en la zona inmediata a la super-
ficie de la raiz, de una “zona de agotamiento” de iones, provocada por la motili-
dad restringida de éstos en la matriz del suelo junto con la absorcién de iones por la
raiz; ello hace que en esta zona la [K+] esté disminuida en un 30-45% con respecto
a la solucién del suelo. Este fenémeno puede darse incluso en cultivo hidropénico
(Newman et al., 1987).

En resumen, todos los factores fisiolégicos y biolégicos considerados hacen que,
en condiciones de suelo, la [K*] disponible en las proximidades de la raiz esté en el
orden de unos pocos cientos pM a 1 mM, como maximo, en la mayoria de los casos.

El paso de iones desde el medio externo hasta la raiz se realiza en una pri-
mera etapa a través del apoplasto (paredes celulares y espacios intercelulares); este
paso se realiza de forma pasiva, y sélo se ve afectado por fenémenos fisicos, como la
difusién y la retencién de cationes en el equilibrio de Donnan impuesto por las
superficies de los componentes de la pared celular, cargadas negativamente. A con-
tinuacién tienen que atravesar el plasmalema de las células para pasar al simplas-
to, realizdndose este paso por un transporte activo mediado por transportadores
i6nicos, que funcionan con gasto de energia metabélica aplicada directa o indirecta-
mente, y que son responsables de que la distribucién de dichos iones entre el inte-
rior celular y el apoplasto se aparte de la predicha por el equilibrio de potenciales
electroquimicos (equilibrio de Nerst).

El estudio del transporte de iones K+ a través de las membranas vegetales se ha
abordado con diferentes metodologias. En primer lugar, las experiencias con rai-
ces enteras permitieron realizar estudios cinéticos de absorcién de K+ por raices “in
vivo”, dando lugar a conclusiones que siguen siendo vélidas en la actualidad, como
posteriormente se ha comprobado con la aplicacién de modernas técnicas de elec-
trofisiologia y biologia molecular, ya que emergen y reflejan la actuacién de los
transportadores en las membranas celulares de los tejidos absorbentes de la raiz.
Vamos a revisar los conocimientos obtenidos por estas diferentes metodologias.

2. CINETICA DE ABSORCION DE K+ POR RAICES ENTERAS

En el afio 1969 Laties llegé a la conclusién de que la absorcién de K+ y otros iones
por las células de las raices de plantas superiores podia llevarse a cabo mediante
sistemas de transporte que presentaban cinética dual 6 multiple. El significado de
esta generalizacién sera examinado mds adelante; sin embargo, es bueno tener en
cuenta los elementos importantes que pertenecen a la planificacién e interpretacién
de los experimentos de absorcién de iones que han llevado a dicho descubrimiento.
Asi, para llegar a la anterior conclusién, los niveles de concentracién salina del
medio utilizado en los estudios de absorcién de iones hubo de reducirse de 500 a
1000 veces respecto de los experimentos de absorcién de iones que se habian reali-
zado hasta entonces, que eran semejantes, o mayores, a las concentraciones tipica-
mente usadas en las soluciones nutritivas comunes (de 1 a 50 mM), ampliandose el
intervalo con experimentos a [K*] inferior a 1 mM. Ademis, el tiempo de duracién
del experimento también hubo de tenerse en cuenta, al comprobarse que la cinética
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de absorcién de iones cambia significativamente con el tiempo, incluso dentro de
periodos experimentales de sélo varias horas de duracién.

Cumpliendo estos requisitos, el primer articulo publicado sobre la cinética de
absorcién de cationes alcalinos por raices de cebada se debe a Epstein y Hagen
(1952), donde -midiendo la absorcién de Rb*, andlogo radiactivo del K*- dan cuenta
de dos descubrimientos significativos: en primer lugar, que alguno de estos cationes
alcalinos (K+, Rb+ y Cs*) compiten entre si en su absorcién por las raices; por el con-
trario, el Na* no interfiere con la absorcién de Rb+ siempre que la [Rb*] externa sea
baja (por ejemplo, 1 mM), pero cuando es alta (>10 mM) el Na* se comporta tam-
bién como inhibidor competitivo. Estos resultados fueron interpretados como prue-
ba de la existencia de dos lugares diferentes involucrados en la absorcién de K*: uno
que actuarfa a concentraciones de orden micromolar, y que parece ser més especifi-
co (ya que sélo Rb+ y Cs* -elementos poco frecuentes en la naturaleza- compiten con
el K+, pero no el Na*), mientras que el otro actuaria a concentraciones de orden mili-
molar y aparentemente serfa menos especifico (ya que no discrimina entre K+ y
Na+). En trabajos posteriores, Epstein et al. (1963) observaron que ambos lugares
mostraban cinéticas saturables de Michaelis-Menten, y definieron las siguientes
caracteristicas cinéticas, atribuibles a cada uno de los componentes de este sistema
dual involucrado en la absorcién de K+ por raices cortadas de cebada de pocos dias
de germinacion, en experimentos de corta duracién:

Sistema I: Sistema, mecanismo o lugar de absorcion de K+ de alta afinidad;
presenta una K, para el K+ entre 10 y 40 pM y una velocidad méxima (Vy,,,) de
absorcién de K+ en ausencia de Nat de 12 umoles/h. g peso fresco. La Kj (la reci-
proca de la constante de afinidad) para el Na+ es de 1.25 mM y la velocidad maxi-
ma para la absorcién de K* en presencia de Na* es de 12 pmoles/h. g peso fresco,
igual que sin Na*; es decir, el Na+ es un inhibidor competitivo muy pobre para la
absorcién de K+ por este Sistema. Ademas, su funcionamiento no se ve afectado por
el anién acompafante y la presencia de iones Ca2+ es vital para el mantenimiento
de la selectividad.

Sistema II: Sistema, mecanismo o lugar de absorcién de K+ de baja afinidad;
tiene una K, para el K+ de alrededor de 17 mM y la K; para el Na* es 0.84 mM, con
lo que favorece la absorcién de Na+; por tanto, la absorcién de K* y Na* son fuerte-
mente competitivas por este Sistema. Ademaés, la absorciéon de K+ por el Sistema II
presenta una fuerte dependencia del anién acompanante, existiendo ocasionalmen-
te datos que hablan de su inhibicién por [Ca2+] superior a 1 mM (Epstein, 1973).

Una vez establecida la existencia de un mecanismo dual para la absorcién de K*
por las raices, se inici6 la discusién de si ambos sistemas operan en serie o en para-
lelo. Epstein consideré que ambos sistemas actuaban en paralelo: es decir, los
iones penetrarian por diferentes lugares (Sistemas I o IT) de una misma membrana.
Por el contrario, comparando la absorciéon de Rb+ por segmentos de raiz de maiz no
vacuolados y vacuolados, Torii y Laties (1966) llegaron a la conclusién de que el Sis-
tema I actuaria en la membrana plasmética y el Sistema II en el tonoplasto, por lo
que ambos Sistemas se encontrarian en serie, el I liberando iones al citoplasma y
el IT a la vacuola.

En las décadas posteriores a los trabajos pioneros de Epstein, varios autores se
dedicaron a demostrar que la cinética dual de transporte de K+ no tenia por qué ir
necesariamente asociada con dos sistemas de transporte que fueran entidades mole-
culares discretas, diferentes, proponiéndose varias explicaciones alternativas. Asi,
ya en los trabajos de Elzam et al. (1964) y Epstein (1966) se habia observado que el
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Sistema II daba en algunos casos una cinética multifisica y que por tanto parecia
ser un Sistema muiltiple; pero es Nissen (1974) quien generaliza el concepto, propo-
niendo un Winico mecanismo. Sistema de absorcién multifasico para la absor-
cién de K* por raices de cebada, frente a la hipétesis ya discutida del mecanismo
dual de Epstein (1966), mostrando que los datos obtenidos hasta el momento se
ajustaban mejor (usando representaciones de doble reciproca o logaritmicas) a una
Unica isoterma multifdsica. Asi, los estudios de Epstein (1966) sobre la inhibicién
competitiva por el Na* de la absorcién de K+, que habian sido interpretados de
acuerdo con un mecanismo dual de absorcién, segiin Nissen no estarian correcta-
mente interpretados, ya que los datos se ajustarian mejor a un mecanismo tinico
multifdsico de absorcién de K+ con distinta afinidad por el K+ en cada una de sus
fases.

El modelo de Nissen tenia ademads la ventaja de acabar con la polémica de la
localizacién de los Sistemas Iy II para el transporte de K+ en las membranas vege-
tales. Asi, el modelo de Epstein (1966) de un Sistema dual formado por dos trans-
portadores diferentes que actuarian en paralelo en el plasmalema, o el de Laties
(1969) de los mismos Sistemas funcionando en serie, en el plasmalema y en el tono-
plasto, se verian sustituidos en el modelo de Nissen por un tnico mecanismo multi-
fasico, (un solo transportador complejo, que experimenta transiciones en respuesta
a los cambios en la [K*] externa), que se encontraria localizado en el plasmalema, y
en el cual el Sistema de alta afinidad, que opera a las concentraciones mas bajas,
s6lo seria la primera de estas transiciones; podria existir un mecanismo similar en
el tonoplasto.

El modelo multifasico de Nissen recibié multitud de correcciones, criticas v
puntualizaciones, principalmente referidas al hecho de que otros factores, aparte
de los propios transportadores, podrian ser responsables de alguna de las fases de
la cinética multifésica de absorcién de cationes observada. Asi, se propusieron
varias explicaciones alternativas:

a) La absorcién de iones K+ de soluciones diluidas (semejantes a la solucién del
suelo en condiciones naturales) podria estar limitada por la difusién a través de la
“capa limite” que rodean las raices, o por la difusién dentro de los mismos tejidos de
la raiz.

b) Kochian y Lucas (1982) propusieron la hipétesis de que, a baja [K+] externa,
existiria una fuerte limitacién en la difusién de iones por parte de la epidermis,
reduciéndose significativamente la disponibilidad de K+ para su absorcién a nivel
de las celulas corticales. Esto coincide con la idea de Goring (1976), que habia pro-
puesto que la isoterma dual observada podria ser un artefacto de esa barrera de
difusi6n, siendo la fase saturable de la absorcién de K+ observada a baja [K*] exter-
na (Sistema I de Epstein) la manifestacién del transporte dentro de las celulas epi-
dérmicas, mientras que la absorcién a alta [K*] externa (Sistema II de Epstein)
seria el resultado de la absorcién por transportadores idénticos localizados en las
células corticales de 1a raiz.

¢) Dalton (1984), por su parte, crefa que la pared celular constituye una region
limitante cargada negati-vamente y que ésta podria ser la causa de que se observe
un mecanismo pseudodual en la absorcién de K+. Para él la entrada de K+ al cito-
plasma de las células estaria controlada por un unico sistema metabélico de
“carrier” o porteador de alta afinidad, operativo en todo el intervalo de concentra-
ciones. Sin embargo, Kochian y Lucas (1983) encon-traron la misma cinética de
absorcién de K+ para protoplastos corticales de raices de cebada que para seg-men-
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tos de raices, lo cual contradice la hipétesis de Dalton, ya que los protoplastos care-
cen de pared celular.

d) Se ha comprobado que existen diferencias en la absorcién de Na* y K* a lo
largo de la raiz, que se han interpretado como prueba de la existencia de transpor-
tadores diferentes en diferentes zonas de la misma. Nissen arguye que estas dife-
rencias se deben a cambios en el comportamiento de los mismos transportadores por
el hecho comprobado de que la composicién lipidica de las membranas es diferente
en células con distinto grado de madurez y diferenciacién. Sin embargo, en la actua-
lidad, por la técnica de patch-clamp se han encontrado pruebas de la existencia de
hasta 10 canales transportadores de K+ diferentes en la raiz de una misma especie
(Vogelzang y Prins, 1994); esto es congruente con el descubrimiento y caracteriza-
cién de H+-ATPasas molecularmente diferentes en el plasmalema de diferentes teji-
dos de la raiz de una misma especie.

e) Zsoldos et al. (1987) han comprobado que en raices aeropénicas de trigo el
influjo de K+ es menor que en raices hidropénicas y proponen que el transporte de
K+ en las raices aeropénicas seria un proceso pasivo, mientras que en las hidropé-
nicas existiria un componente activo. Es decir, que en la misma especie, segin las
condiciones de desarrollo de la raiz podrian expresarse transportadores de K* dife-
rentes. Esto vendria apoyado por la observacién de que en raices aeropédnicas, al
afadir al medio externo Ca2+ se produce una pequeiia inhibicién del transporte de
K*, mientras que en raices hidropénicas el Ca2+ provoca una estimulacién de dicho
transporte (como hemos indicado, la diferente respuesta al Ca2* es una caracteris-
tica distintiva de los transportadores de K+ de alta y baja afinidad: el Ca2* es esen-
cial para el correcto funcionamiento de los primeros, y ligeramente inhibidor para
los segundos).

f) La contaminacién microbiana se ha invocado también como causa de alguna
de las fases de la cinética. Asi, la absorcién de fosfato (Barber, 1968) puede verse
afectada marcadamente por las bacterias del medio; sin embargo, la cinética multi-
fasica no parece ser causada por los microorganismos asociados a la raiz, ya que
experimentos con raices estériles de cebada (Barber, 1972; Cartwright, 1972) mues-
tran igualmente una isoterma multifdsica para el fosfato, y ademds los efectos de
las bacterias sobre la absorcién de cationes alcalinos y cloro es normalmente insig-
nificante. Resultados anteriores de nuestro laboratorio (Espinosa, 1991) han detec-
tado una parada transitoria en la acidificacién del medio asociada a la contamina-
cién microbiana de las raices, aunque no hemos comprobado si este efecto sobre los
sistemas de extrusién de H* lleva o no asociado una inhibicién igualmente transi-
toria de la absorcién de K+, que pudiera asemejarse a la doble cinética. Ademis, las

raices estériles de girasol siguen presentando varias fases en su cinética de absor-
cién de K+ (Garrido, 1997).

g) El clasico modelo de la célula vegetal con 3 compartimentos (pared, citoplas-
ma y vacuola) podria verse modificado por la presencia de vesiculas que establece-
rian una via directa del plasmalema al tonoplasto, y constituirian un 4° comparti-
mento cuya influencia en la cinética de transporte podria ser limitante y por tanto
responsable de alguna de sus fases; sin embargo, la permanencia de dichas vesicu-
las atn es discutida.

En su recopilacién de los sistemas de absorcién de K+ basada en estudios cinéti-
cos con raices enteras, Jensen et al. (1987) resumen las modalidades més impor-
tantes propuestas hasta la fecha (Tabla I), incluyendo la modificacién de Hodges
(1973) que concluye que las cinéticas de influjo describirfan una cooperatividad
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negativa. Este modelo predice la actuacién de un tnico transportador multifasico,
con muchas subunidades y con un nimero igual de lugares de unién al ién en cada
subunidad; cuando se une un i6n a una de las subunidades, esta unién induciria un
cambio conformacional que afectaria a las caracteristicas cinéticas de los lugares de
unién de las otras subunidades.

Borstlap (1981), sin embargo, habia criticado la interpretacién multifasica de la
absorcién, argumentando que muchas de las citadas isotermas discontinuas de
absorcién podrian explicarse por modelos con uno o mas términos de Michaelis-
Menten mds un término lineal. Indicaba que este término lineal habia sido ignora-
do, y normalmente se consideraba como representante de la difusién pasiva; sin
embargo, Kochian y Lucas (1982) estudiando la absorcién de 86Rb por segmentos de
raices de Zea mays, demostraron que la absorcién de K+ se debia a la operacién com-
binada de dos componentes, uno saturable y otro lineal. En su opinién, el compo-
nente saturable seria el equivalente al Sistema I de Epstein y seria la consecuencia
del transporte activo de K+ del apoplasto al simplasto de la raiz, mientras que el
componente lineal serfa mas complejo que una simple difusién facilitada.

En trabajos posteriores Nissen (1989) discute a su vez la interpretacién de estos
datos de Kochian y Lucas sobre la cinética de absorcién de K+ por raices de maiz,
que resuelven en un componente saturable y otro lineal; segtin él, todos sus datos
se resolverian mejor con un modelo de absorcién multifisico, asf que la existencia
de un componente lineal en la absorcién de K* o de otros solutos deberia ser recon-
siderada. Nissen propone que los solutos serian transportados por entidades mole-
culares “multi-estados”, que tienen propiedades de carriers o porteadores a baja
concentracién externa de soluto y propiedades de canales a alta concentracién.

HMODELOS: SIMPLE DIJAL COOFERATIVO |MULTIFASICO
Referemeias
Kochiany | Dalton Epsteinetal. | Laties Hodges Miszen
Lucas (1984} {1963} {1969} {1973 {1973}
FPropiedades (1982, 83)
[sotermas de
influjo: continuas continuas continuag | continuaz | continvas dizcontinuas
n? de compo-
nentes: dos uno dos dos o warios no aditivos
A baja concen-
tracion (MB) | satureble sanuahle saturable
A alta concen- )
tracion {mM) linesl zaturable saturable
Tipo de sahmrahle tipo cada components
cinética M. Mexnten M. Menten | M. Menten [M. Menten | Cooperstiva M. Menten
12 ¥ tipo de dos {alta v |dos {alta ¥ | uno con mult- ono, sufre tengi-
transporteda- | dos LT} baja afinidad ypaja afinidadp subunidades kidn de fages de
83 todoinada
Ambos en U0 en
Localizacion |plasmalerna pPlesmalema | plasmadema |plasmalema) plagmalera plasmalema

Tabla I: Modelos propuestos para la absorcién de iones K* por las raices de las plan-
tas (traducido de Jensen et al., 1987).
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Por su parte, Kochian y Lucas (1993) realizan una revisién sobre la naturaleza
de los transportadores de K*, que se resume en los siguientes puntos fundamenta-
les: Epstein et al. (1963) propusieron dos sistemas independientes transportadores
de K+: SI, de alta afinidad y SII, de baja afinidad. Posteriormente se rela-cioné el
sistema de alta afinidad con un proceso activo, a través de “carriers” o porteadores,
(Rodriguez-Navarro et al., 1986; Smith y Walker, 1989), mientras el de baja afini-
dad ocurriria a través de canales (Kochian et al., 1985; Schroeder y Fang, 1991). Sin
embargo, los estudios de “patch-clamp” podian ser interpretados como que el trans-
porte de K+ de alta afinidad ocurriria igualmente por los canales de intrusién de K+
(Hedrich y Schroeder, 1989). Con la caracterizacién y clonaje de genes de transpor-
tadores de K+ (que consideraremos con mds detalle en los apartados siguientes), se
ha conseguido la expresién de canales de intrusién de K* en oocitos de Xenopus y en
levadura (Schatchtman et al., 1992; Sentenac et al., 1992). Ello parecia llevar a la
conclusién de que estos canales estarian implicados en el transporte de K* en plan-
tas superiores para todo el intervalo de [K+] externa en que éste tiene lugar (Siste-
mas de alta y baja afinidad). Sin embargo, Kochian y Lucas (1993) concluyen que,
aunque los canales de K+ son sin duda fundamentales para el transporte de dicho
i6n, no pueden intervenir en el transporte activo o influjo de K+ de alta afinidad.

Por su parte, Gassmann et al. (1993) proponen que los canales de intrusién de
K+ constituirian el principal componente del mecanismo de absorcién de K+ de baja
afinidad, pero que también podrian funcionar como un sistema de reserva a [K*]
intermedia, cuando el mecanismo de alta afinidad est4 disminuido. Estos canales
serian proteinas transportadoras muy eficientes que, junto con la bomba de H* de
la membrana plasmadtica, pueden adaptarse a las fluctuaciones de [K*] extracelular
y al mismo tiempo contribuir al control del potencial de membrana.

Tras la intensa discusién que hemos recopilado, mantenida durante las dltimas
dos décadas, parece que, de acuerdo con las pruebas de electrofisiologia y biologia
molecular, que discutiremos con detalle en el siguiente apartado, la opinién actual
se decanta en el sentido de aceptar que la cinética bifasica de absorcién de K+ por
raices enteras resulta de la operacién de dos sistemas de transporte molecular-
mente independientes, uno seria un “carrier” o porteador de alta afinidad y el
otro un canal de baja afinidad por el K+. Esta conclusién se apoya en las distin-
tas propiedades cinéticas, de selectividad, de dependencia de la concentracién de K+
en el medio y de farmacologia. Asi por ejemplo, en este dltimo punto, Kochian y
Lucas (1982) y Kochian et al. (1985) describen en sus trabajos con raices de maiz
que los dos mecanismos pueden ser inhibidos selectivamente por separado: la fase
saturable, con K, de orden micromolar, es altamente sensible a los reactivos sulfi-
drilos, mientras que la segunda fase (en su caso lineal) es selectivamente suprimi-
da en presencia del inhibidor tetraetilamonio (TEA), asi como competitivamente por
iones Cs*. La diferente respuesta a los iones Ca2+, a que ya nos hemos referido,
constituiria una prueba adicional (Epstein, 1973).

En resumen y como introduccién al apartado siguiente, podriamos sumarizar
la idea actual de los sistemas de absorcién de K+ en raices, siguiendo el
formato de la Tabla I:
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MODELO ACTUAL
Iso[emas de [n° de compo- (A baja [K*] | A alta [K*] Tipo de Tipo de trans- Localizacién
Influjo nentes (M) (mM) cinética portadores
dos: SI: plasmalema
SII: saturable SI: H+ /K+
) y multifdsico en Cada compo-| carrier cotranspor- SII: Plasmalema y

continuas dos SI: saturable | funcién de [K*] | nente: M. tador-simporteador. | tonoplasto.

externa. Excep- Menten SII: canales de intru-

cionalmente lineal| sién de K*)

3. TRANSPORTADORES DE K* IDENTIFICADOS EN MEMBRANAS DE
CELULAS VEGETALES MEDIANTE INVESTIGACIONES A NIVEL
MOLECULAR

Las descripciones cinéticas del transporte de K+ por érganos intactos “in vivo”,
tratadas con anteriori-dad, siguen siendo obligado punto de referencia para conocer
el control fisiolégico del transporte de K*. Sin embargo, en la actualidad la intro-
duccién de técnicas electrofisiolégicas y de biologia molecular han hecho posible
investigaciones que han ampliado nuestra capacidad de comprensién de la natura-
leza molecular de los sistemas de transporte de membrana. Asi, las técnicas de
“patch-clamp”, o pinzamiento de porciones de membrana, que miden la corriente
de canales individuales presentes en las mismas, son muy importantes para dar
informacién complementaria (que no puede obtenerse mediante otros métodos)
sobre los cambios conformacionales que implican estados funcionales en una sola de
estas macromoléculas, su estado abierto o cerrado y la transicién entre ambos esta-
dos. Ademds, la ruptura de la célula y la sustitucién del contenido celular por el del
microelectrodo permite manipular dicho contenido y estudiar el comportamiento de
los canales presentes en la porcién pinzada.

Sin embargo, cabe preguntarse sobre el significado fisiolégico de los mismos “in
vivo” (Blatt y Thiel, 1993). Igual puede decirse de las técnicas de biologia mole-
cular, en que se aisla la molécula y el gen que codifica un transportador, proce-
diéndose a su clonacién y expresién en sistemas heterélogos, no vegetales, como
levaduras, oocitos de Xenopus o el sistema de expresién bacilovirus-célula de insec-
to. Asi pués, las medidas “in vivo” siguen siendo una referencia necesaria por ofre-
cer un aspecto complementario de las nuevas técnicas a nivel molecular: el control
fisiolégico integrado.

3.1. Resultados obtenidos tras la aplicacién de técnicas electrofisiolé-
gicas de “patch-clamp” a membranas vegetales

El patch-clamp es una técnica desarrollada por Neher y Sakmann (1976) y
Hamill et al. (1981) para realizar registros eléctricos directos procedentes de mem-
branas biolégicas. Esta técnica permite registrar el flujo neto de iones a través de
las membranas de células enteras pinzadas (“patch-clamp” en configuracién
“whole cell” o en configuracién “adherida”), o bién de “patches” o porciones pin-
zadas aisladas de la membrana (“patch-clamp” en configuracién “excindida”),
donde pueden estudiarse con detalle las propiedades de las moléculas proteicas
transmembranarias transportadoras existentes en dicha membrana. Desafortuna-
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damente la corriente que fluye a través de los “carriers” o porteadores es demasia-
do pequefia para poder medirla por “patch-clamp”, y la producida por las bombas
ATP4sicas sélo puede medirse en condiciones muy excepcionales. En consecuencia,
la técnica sélo permite, con seguridad, la detecci6n y medida de los canales.

La descripcién de la técnica queda fuera de esta revision. Sin embargo, hay que
hacer hincapié en que, en tejidos vegetales, esta técnica se aplica casi exclusiva-
mente a protoplastos, para tener acceso directo a la membrana plasmaética, y de ello
deriva su principal limitacién en este tipo de tejidos, ya que no considera el papel
fisiolégico que puede tener la pared celular en la regulacién de la absorcién i6nica.
Ademis, la digestién de la pared de las células de la raiz puede alterar el funciona-
miento de la membrana plasmética y sus canales iénicos. De hecho, en la actuali-
dad los mejores resultados se han obtenido con una metodologia que permite la
obtencién de protoplastos con tiempos de digestién muy cortos (de minutos), que
minimizan las posibles alteraciones provocadas por el ataque enzimitico (Elzenga
et al., 1991). Adn mejor es la ruptura, con un micro-rayo laser, de la pared en un
punto determinado de la célula, por donde se puede acceder a la membrana mien-
tras el resto de la pared celular queda intacta; esta técnica es muy reciente y sélo
puede aplicarse a algunos materiales vegetales (Taylor y Brownlee, 1992; Hensiken
et al., 1996).

Schauf y Wilson (1987), utilizando esta técnica de patch-clamp, describieron por
primera vez, en el plasmalema de protoplastos de cultivos celulares de Asclepias
tuberosa, dos tipos de canales i6nicos activados por voltaje: canales de K+ activados
por despolarizacién de la membrana, y suceptibles de ser bloqueados por Cs* y
tetraetilamonio (TEA), y canales de Cl- activados por hiperpolarizacién y bloquea-
dos por Zn2+ y por la fitohormona ABA.

Ketchum et al. (1989) con protoplastos enteros de suspensiones celulares de
maiz detectaron tres corrientes de K+, una independiente y otras dos dependientes
del tiempo; la primera dependia de la [K*] extracelular, y de las otras dos una se
activaba por hiperpolarizacién de la membrana (potenciales més negativos que -100
mV) y la otra por despolarizacién (potenciales mas positivos que -60 mV). Su con-
clusién es que estas tres corrientes probablemente intervienen en la regulacion de
los flujos celulares de K+ y del potencial de membrana.

Morén et al. (1987, 1988) describen canales de K*, utilizando técnicas de patch-
clamp tanto en configuracién “whole cell” como de pinzamientos excindidos del
plasmalema de células pulvinulares relacionadas con el movimiento de las hojas de
Samanea saman; estos canales se abren por despolarizacién de la membrana y se
bloquean por TEA y por quinina. Los autores indican que la H+-ATPasa juega un
importante papel en la regulacién del potencial de membrana, y este potencial regu-
la a su vez los canales de K+: cuando la bomba est4 activada (en la luz} ocurre una
absorcién de K* y cuando est4 inactivada (en la oscuridad) ocurre una salida de K*.

En el plasmalema de celulas de guarda de estomas de Vicia faba Schroeder et al.
(1984) describen canales selectivos de K+ activados por hiperpolarizacién y despo-
larizacién, que contribuyen respectivamente a la intrusion y extrusién de K+ que se
observan durante los movimientos estomdticos. Homblé et al. (1987) y Homblé
(1987), estudiando las células gigantes de Chara corallina, identifican también dos
tipos de canales de K* con distinta dependencia del tiempo y del voltaje y ambos
suceptibles de bloqueo por TEA.

En su revisién de 1990, Bentrup concluye que la técnica de “patch-clamp” reve-
la canales de K+ en las membranas de virtualmente todas las células vegetales que
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han sido examinadas, y que estos canales son similares a los de las membranas ani-
males en cuanto a la conductancia de un solo canal, pero difieren en que el total de
canales se activan mucho mas lentamente e incluso pueden no inactivarse por com-
pleto. Por su parte, Hedrich y Schroeder (1989) y Schroeder y Hedrich (1989) hacen
también revisiones en las que generalizan sus resultados sobre los canales de K+,
indicando que tienen una gran importancia en el control del transporte de K+ en
plantas. Segtin estos autores, existirian dos tipos predominantes de canales de K+
(caracterizados por ellos en celulas de guarda -Schroeder, 1988; Schroeder et al.
1987-), atendiendo a su diferente sensibilidad al voltaje transmembranario: un tipo
permitirfa la extrusién de K* y el otro la intrusién de K+, designandolos por prime-
ra vez como canales I+, (proponemos Ig*., en su traduccién al castellano) los
primeros y canales Ix+;, los segundos (en ambos casos 1a I es por la corriente eléc-
trica transmembranaria de que son responsables -de entrada o salida de a célula-,
cuando se mide dicha corriente mediante patch-clamp en configuracién “whole
cell”). Como hemos indicado, ambos estarian fuertemente regulados por el potencial
de membrana (canales dependientes del voltaje), mostrando las siguientes caracte-
risticas:

a) Los canales Ig+,, se activarian por despolarizacién de la membrana, es
decir, cuando los valores del potencial son més positivos que -40 mV; estos canales
tendrian asignados los siguientes papeles fisiolégicos: en primer lugar, serian la via
predominante de liberacion de K+ de las celulas de guarda, de las células motoras
del Pulvinus de Samanea y de las del alga Chara corallina. Ademas, jugarfan un
papel impotante en la repolarizacién de los potenciales de accién, en aquellas célu-
las y tejidos de algas y plantas superiores en que se ha detectado el desarrollo de
tales potenciales de accién. Por lo tanto estos canales, junto con los responsables del
transporte de Cl- y Ca2+, contribuirian a la excitabilidad de las células vegetales.

b) Los canales Ig+;, actuarian cuando la membrana esta hiperpolarizada, con
valores de potencial mds negativos que -100 mV. Serian fundamentales para la
apertura de los estomas, ya que son el camino predominante para la absorcién de
K+ por las células de guarda. Canales de este tipo funcionarian probablemente en
todas las celulas vegetales en general, y muy especialmente en las células de la raiz
encargadas de la absorcién del K+ para la planta.

Los canales Ix+;, representan, por tanto, el primer mecanismo que se propone
para la intrusién o absorcién de K+ por las células vegetales; sin embargo, los cana-
les i6nicos son mecanismos de transporte pasivo, que en el caso de K+ servirian para
explicar el transporte de K+ a [K+] superior a 1 mM (Sistema II, de baja afinidad).
Deberia existir un mecanismo més activo, que explicara la absorcién de K+ a [K+]
menor de 1 mM (Sistema I, de alta afinidad). En efecto, Blatt (1991) es de la opinién
de que, aunque los canales Ix*. se ven afectados por la [K*] extracelular cuando
dicha concentracion esta por debajo de 1 mM, y adem4s son activados por los H+ del
exterior celular, sin embargo no muestran caracteristicas compatibles con el meca-
nismo de absorcién de alta afinidad.

Tras los trabajos del equipo de Schroeder se han descrito canales de K+ seme-
jantes en diferentes materiales vegetales, denominados con diferente terminologia,
estudidndose en todos los casos su regulacién. Asi, Farley-Grenot y Assmann (1991)
han medido las corrientes de K+ dependientes de voltaje y tiempo en protoplastos
enteros de células de guarda de judia, observando que cuando la membrana estd
hiperpolarizada (potencial més negativo de -100 mV) ocurre una rapida activacién
de la corriente de entrada de K+, mientras que, cuando la membrana se despolari-
za (potencial mas positivo de -20 mV) lo que ocurre es una lenta activacién de una
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pequefia corriente de salida de K*. En ausencia de K* no se detectaba ninguna
corriente.

Lew et al. (1990A) han estudiado el efecto de la luz roja sobre las células del alga
Mougeotia, en una respuesta tipicamente controlada por el fitocromo, observando
que éste activa dos canales de K*, o bien uno solo que adoptaria dos estados distin-
tos: uno que conduce la entrada de K+ y el otro la salida. Los mismos canales tam-
bién se activan por el aumento de la [Ca2+] citoplasmatico provocada por el ionéfo-
ro A23187. Estos autores también describen (Lew et al., 1990B) la activacién de un
canal de K+ en la membrana plasmatica de las mismas células por el Ca2+ liberado
de compartimentos intracelulares, tras la estimulacién con luz roja.

En trabajos posteriores, Lew (1991A) estudia la regulacién por sustrato de los
canales de K+ y Cl- de la membrana plasmaética de células de callo de Arabidopsis,
observando que los canales de K* incrementaban su conductancia de forma lineal
conforme aumentaba la [KCl] en la cara citoplasméatica de la membrana, pero no
ocurria lo mismo si era la [KCl] en la cara extracelular lo que aumentaba. Lew con-
cluye que esto indicaria que el canal de K+ estd ocupado, y que ello se explicaria si
este canal tuviera una arquitectura molecular de poro multi-ién. Los canales de Cl~
no se comportaban de la misma forma, sino que conforme aumentaba la [KCl] en la
cara citoplasmatica (hasta 300 mM) la conductancia del canal practicamente no
variaba; sin embargo, al aumentar la [KCl] por encima de 300 mM, la conductancia
mostraba una funcién concava con respecto a la concentracién, lo cual sugiere que
se trata de un tipo de regulacién alostérica.

Colombo y Cerana (1991), usando el mismo material que Lew, demuestran la
presencia de canales tiempo y voltaje dependientes en la membrana plasmaética, que
se abren por despolarizaciéon (mds positivo de +20 mV) y por hiperpolarizaciéon (mds
negativo de -60 mV). Estos canales deben ser selectivos para el K+, puesto que se
inhiben con TEA (bloqueante especifico de canales de K*) y no les afecta el Zn2+ (blo-
queante de los canales aniénicos). Los autores concluyen que el papel fisiolégico de
los canales de K+ activados por hiperpolarizacién debe ser contribuir al manteni-
miento de la homeostasis del citoplasma, mediante difusion pasiva de K+ bajo con-
diciones en que la membrana plasmadtica se hiperpolariza por la actuacién de bom-
bas electrogénicas (ej: Ht-ATPasa). Estos dos canales, mds un tercero que se
encuentra en el tonoplasto y se activa por hiperpolarizacién, son analizados en un
trabajo posterior (Colombo y Cerana, 1993) con el mismo material vegetal, donde
estudian el efecto de la temperatura sobre dichos canales, observando que aumen-
tan su conductancia al pasar de 15 a 20°C.

Spalding et al. (1992), tambien con el mismo material vegetal que los investiga-
dores anteriores, describen tres tipos de canales para K*: dos de estos canales son
selectivos para K+t y los denominan PKC1 y PKC2 y el tercero no es selectivo para
K+, pudiendo transportar tanto K* como Nat y lo denominan PCC1.

Finalmente, Spalding y Goldsmith (1993) demuestran que la luz activa los cana-
les de K+ de Arabidopsis, y esta activacién es debida a un factor producido en el clo-
roplasto por la iluminacién, que los autores demuestran es el ATP, ya que al afadir
ATP comprueban que también se produce la estimulacién de dichos canales.
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3.2. Incorporacion de las técnicas de biologia molecular e ingenieria
genética a la identificacién de transportadores de K* en membra-
nas vegetales

Estas técnicas, de reciente aplicacién a la identificacién de transportadores i6ni-
cos de células vegetales, consisten en la clonacién de los genes que codifican dichos
transportadores y su expresién en modelos celulares heterélogos, para estudiar su
comportamiento y regulacién. Puesto que se trata de estudiar el funcionamiento de
las moléculas transportadoras, y no de simplemente describir su topologia, estas
técnicas estdn empezando a conocerse en la bibliografia como técnicas de fisiolo-
gia molecular.

Los primeros de estos trabajos son los de Anderson et al. (1992) y Sentenac et al.
(1992), que han clonado genes de canales de intrusién de K* (a los que denomi-
nan canales K*in) de Arabidopsis (¢cDNA: KAT1 y AKT1). Los investigadores
sugieren que estos canales contribuirian de manera importante a la absorcién de K+
impulsada por la bomba de H+ que llevan a cabo las células vegetales, centrandose
la discusién en la posibilidad de que estos canales o transportadores sean, o no, los
responsable de la absorcién de K+ de baja afinidad (Sistema II), de alta afinidad
(Sistema I) o de ambos sistemas de absorcién de K+ detectados en los estudios ciné-
ticos discutidos anteriormente (Gassman et al., 1993; Kochian y Lucas, 1993). Asi,
experimentos en los que dichos genes se expresaban en células mutantes de leva-
dura deficitarias en la absorcién de K+ (Sentenac et al., 1992) sugerian que las célu-
las asi transformadas eran capaces de absorber K+ en un medio con baja [K*], en el
intervalo en que, segtn los estudios cinéticos, estaria operando el Sistema I, de alta
afinidad por el K+. Igualmente, si se inyecta mRNA de KAT1 en oocitos de Xenopus
(que carecen de transportadores de K*) éstos expresan también canales K+;,, adqui-
riendo la capacidad de absorber K+ de un medio con baja [K*] (Schachtman et al.,
1992). Sin embargo, las caracteristicas que muestran las proteinas transportadoras
procedentes de membranas vegetales y expresadas en membranas heterélogas (de
origen distinto al natural), como levaduras y Xenopus, no tienen que coincidir nece-
sariamente con las que muestran en las membranas originales, ya que la regulacién
de dichas proteinas puede ser diferente. En este sentido, Kochian y Lucas (1993)
han demostrado que los transportadores codificados en los genes KAT1, de raiz de
Arabidopsis, y expresados en levaduras y Xenopus, no muestran las mismas pro-
piedades cinéticas que el sistema de alta afinidad previamente caracterizado por
ellos en raices de maiz; ellos concluyen que este sistema no puede ser un canal, como
serian los transcritos de AKT1 y KAT1, sino un transportador activo, como una K*-
ATPasa o bién un “carrier” cotransportador-simporteador, acoplado secundaria-
mente al transporte de otro i6n (como los H+), ya que los canales de K+ (transpor-
tadores “pasivos”) operan siempre “a favor” del gradiente electroquimico para el K+,
y éstas no son las condiciones que imperan cuando la [K+] externa es menor de 0.5
mM, cuando opera el Sistema 1.

Posteriormente, Schachtman y Schroeder (1994) han aislado de raices j6venes de
trigo un ¢cDNA (HKT1) que codifica una proteina de membrana encargada de la
absorcién de K*, que se ha asociado con el mecanismo de alta afinidad. La expresion
de HKT1 esta localizada principalmente en células corticales de la raiz (donde hay
una alta actividad de absorcién durante la nutricién de K+ del suelo) y en la capa de
células que rodea el tejido vascular en las hojas (aqui podria ser que el HKT1 fuera
esencial para transferir K+ de los vasos del xilema a los tejidos de la hoja, en la “des-
carga del xilema”). E1 HKT1 parecia ser el mejor candidato al Sistema I de Epstein,
aunque siempre pendiente de que se demostrara que su operacién en células vege-
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tales presentaba las mismas propiedades que en los sistemas heterélogos. En efec-
to, la naturaleza electrogénica del transporte de K* mediado por el HKTI, y la
dependencia del pH de las corrientes asociadas a la expresion de HKT1 en oocitos
de Xenopus, indicaban que este transportador podria funcionar como el carrier H*-
K+ simporteador de intrusién (Schachtman y Schroeder, 1994). Sin embargo,
investigaciones posteriores con células de levadura transformadas con el mismo gen
parecen sugerir que el HKT1 expresado en estas células opera como un mecanismo
de simporte asociado al Na+ (K+-Nat+ simporteador de intrusién), que al parecer
interviene en los mecanismos de resistencia al estrés salino de estas células de leva-
dura transformadas (Rubio et al., 1995, 1996; Gassmann et al., 1996).

Otros genes de canales K+, semejantes en estructura molecular y propiedades
funcionales a los AKT1 y KAT1 y manteniendo un alto grado de homologia con ellos,
han sido aislados de patata (KST1) y Arabidopsis thaliana (AKT2/AKT3) (Cao et
al., 1995; Miiller-Rober et al., 1995; Ketchum y Slayman, 1996). En los mismos tra-
bajos se pone de manifiesto que, al parecer, la expresién de estos diferentes tipos
de canales presentan una alta especificidad tisular. Asi, en Arabidopsis,
KAT1 se expresa principalmente en las células de guarda de las hojas (Nakamura
et al., 1995); el KST1 seria el equivalente al KAT1 en patata, siendo como él expre- -
sado en células de guarda de la hoja. AKT1 se expresa en epidermis, cortex y endo-
dermis de la raiz, y podria ser el canal implicado en la absorcién de K+ del suelo
cuando la concentracién es superior a 0.5 mM (Sistema II de Epstein, de baja afini-
dad). AKT2 también se expresa en el tejido de la hoja, observdndose una mayor can-
tidad de mRNA de éste que de KAT1.

Por el momento sélo se ha clonado un gen de plantas superiores que codifica un
canal de extrusién de K+ (K+,): KCO1 de Arabidopsis (Czempinski et al., 1997).
Su localizacién esta ligada a hojas y flores, aunque no se ha podido ver ain en qué
tipo de células y tejidos de estos 6rganos es expresado; su principal caracteristica es
su fuerte dependencia de la concentracién de Ca2+ libre en el citosol, con lo que su
actuacién se asocia con las respuestas a estimulos, en las que el Ca?+ estd implica-
do como segundo mensajero intracelular.

Se han estudiado las caracteristicas moleculares y funcionales de los
canales Kt y K%, (también llamados, respectivamente, IRC y ORC=
“Inward/Outward rectifying K+ channels”, o bien canales Ky y Kp= canales depen-
dientes de hiper- o despolarizacién) transcritos por los genes que hemos comentado,
aislados de plantas superiores y expresados en diferentes sistemas heterélogos. Asi,
en cuanto a su estructura molecular, los canales K+;, de plantas pertenecen,
todos ellos, a una familia de canales dependientes de voltaje llamados canales “tipo
shaker” de células animales, los cuales, a diferencia de los de origen vegetal, mues-
tran actividad K*.,; su estructura se muestra en el Esquema I (A), tomado de Blatt
(1997) y de Maathuis et al. (1997). Por su parte, los canales K+, pertenecen a una
subfamilia enteramente nueva de proteinas de canal con dos dominios de poro
(“canales de doble poro”, Ketchum et al., 1995), cuya estructura se recoge en el
Esquema I (B).

Los canales Kt;, presentan un dominio transmembranario (sefialado en la
estructura como S4) que se considera un “sensor de voltaje”, por contener gran
cantidad de residuos cargados positivamente que reaccionan a los cambios en el
potencial de membrana.

En cuanto a su funcionamiento, los canales K*;,, se abren cuando ocurre una
hiperpolarizacién de la membrana (potenciales mdas negativos que el “voltaje o
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potencial de activaciéon de los canales K*;,”, =-120 mV para una relacién
[K*];,/[K*]ox de =100), dando lugar a una entrada de K* que restituye el potencial a
valores normales. Por el contrario, los canales K+, responden a la despolarizacién
de la membrana (potenciales menos negativos, o positivos, respecto del “voltaje o
potencial de activacién de los canales K*,.”, que seria de =-60 mV para las con-
diciones anteriormente indicadas), dando lugar a una extrusién de K+ que repolari-
za de nuevo la membrana.

La selectividad de los canales de K* y el bloqueo de los mismos lo determina el
“dominio-P”, que forma el poro.

DOMINIO P1
~
DOMINIC-P DOMIHIO P2
EXTERIOR , , f

Esquema I: Topologia de una de las subunidades que forman los canales de
KT sensibles al voltaje y localizados en la membrana plasmdtica de Arabidopsis
thaliana. (A) Canal de intrusion K*;,, “tipo Shaker” KAT1. El canal tiene 6 regio-
nes; en la region S4 tiene un “sensor de voltaje”. El dominio P “de poro” atraviesa
el canal y determina su selectividad. (B) Canal de extrusién K*,,, KCO1, “de doble
poro”. (Tomado de Blatt, 1997 y Maathuis et al., 1997, modificado).

EXTERICR

CITOPLASMA

Esquema II: Canal K*;,, formado por tetrdmeros de la subunidad o, que con-
tiene el filtro selectivo (SF) y el sensor de voltaje (VS). El sensor abre o cierra el
canal en respuesta a las alteraciones del voltaje de membrana. La subunidad f3
puede tener funcién reguladora. (Tomado de Maathuis et al., 1997, modificado).
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Los canales de K+ también son verdaderos “sensores” de [K*] en el medio. Asi,
la [K*] puede afectar el funcionamiento de los canales modulando el potencial de
membrana “umbral” al que comienza la apertura del canal (el ya citado “voltaje o
potencial de activacién”); es decir, los canales K+;, funcionan como una vélvula sen-
sora de la [K*] del medio, que sélo permite la absorcién de K+ (Maathuis y Sanders,
1995), y no responden siquiera al voltaje cuando dicha [K*] es extremadamente baja
o nula (Maathuis y Sanders, 1997). Esta manera de funcionar es légica, ya que si no
fuera asi, el K+ citosélico saldria de las células cuando la solucién externa fuera
pobre en K*. El cambio de las caracteristicas cinéticas de los canales K*;, con el vol-
taje y la [K*] externa explicaria la cinética multifasica de la absorcién de K* por rai-
ces descrita por Nissen (ver Aptdo. 2) para [K*] en el orden de mM, cuando funcio-
nan los canales de K*; por el contrario el “carrier” cotransportador de alta afinidad
que opera a [K+*] externa del orden de pM seria monofasico.

Finalmente, hay que resaltar que también se ha propuesto la existencia de un
tipo de canales sensibles al “stretch” o grado de estiramiento de la membrana.
No sabemos por el momento si son los mismos o distintos a los aqui citados, ni si el
transporte de K+ (in o ex) estaria involucrado en su funcionamiento.

Un importante aspecto del funcionamiento de los canales de K* es su regula-
cién por los componentes del citoesqueleto. Por primera vez se han obtenido
pruebas de que el estado de polimerizacién de los microfilamentos de actina inter-
viene en la regulacién de la apertura y cierre de los canales K+;, de células de guar-
da de Vicia faba (Hwang et al., 1997), modificando su respuesta al potencial de
membrana. Esta regulacién, al parecer, podria estar ligada a “moléculas-sefial” (G-
proteinas, fosfolipasas, proteino-quinasas dependientes de Ca2*) que intervienen en
las respuestas de los estomas a los diferentes estimulos ambientales.

4. RELACION ENTRE EL TRANSPORTE DE K* Y EL DE H*: ENERGETI-
CA DEL TRANSPORTE DE K+

De acuerdo con la revisién de Poole (1978), la energia metabdlica necesaria para
los procesos de transporte de membrana podria proceder de mecanismos directos
(acoplamiento del transporte directamente a la ruptura enzimética de enlaces ricos
en energia, tal como la hidrélisis de ATP) o bien tratarse de mecanismos indirectos
(el transporte se acopla a otro transporte de sustancias cuya distribucién crea un
gradiente electroquimico en la membrana).

Respecto al transporte de K+ en las membranas de plantas superiores, en un
principio se propuso que ocurria de forma directa o “activa”, siendo el ATP la fuen-
te de energia (Hodges, 1973), y ocurriendo por la misma entidad molecular de la(s)
bomba(s) de extrusiéon de H+. Esta conclusién no sélo estaba basada en las muchas
observaciones de intercambio K*/ H+*, sino también en los efectos de muchos trata-
mientos que afectan a la actividad de dicha(s) bomba(s) electrogénica(s) y que pre-
sentaban un efecto paralelo sobre la absorcién de K*; entre estos tratamientos se
encuentran: longitudes de ondas especificas, envejecimiento, pH, hormonas y Fusi-
coccina (FC).

Entre los trabajos que incluyen tratamientos con hormonas y FC se encuentran
los de Haschke y Liittge (1973), los cuales establecen una correlaccién entre la
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extrusion de H+* y la absorcién de K+, con una estequiometria cercana a la unidad,
para segmentos de coleoptilos de avena tratados con AIA (4cido Indol Acético). La
conclusion de estos autores esta algo debilitada, ya que los cambios en el flujo iéni-
co se observaban sélo después de varias horas del tratamiento con la hormona.

Igualmente, Marré et al. (1974) también sostienen que existen evidencias con-
vincentes que apoyan la hipétesis de que la extrusién de Ht inducida por promoto-
res del crecimiento estaria acoplada a la absorcién de K*. Segtin estos autores, sus
resultados con segmentos internodales de guisantes tratados con FC y AIA estarian
de acuerdo con la hipétesis de que ambos tratamientos conducen a una extrusién de
H+* que depende, a su vez, de la absorcién de K+.

La actividad paralela entre la extrusién de H* y la absorcién de K+ parecia mas
evidente cuando la [K*] es baja, (Poole 1978), mientras que a concentraciones altas
la “difusién pasiva” de K+ jugaria un importante papel (Pitman et al., 1975).

Por el contrario, Kochian et al. (1989), estudiando la absorcién de K+ por raices
de maiz con microelectrodos selectivos, observan que cuando la absorcién de K+ esta
ocurriendo a través del sistema de alta afinidad, a baja [K*] externa, no estd aco-
plada ni directa ni indirectamente al transporte de H+; ellos sugieren que la absor-
cién de K+ en este material podria ser impulsada directamente por una K+-ATPasa.
Esta posibilidad ya habia sido propuesta por Poole (1987), en base a calculos teéri-
cos termodinamicos. Sin embargo, aunque una K+-ATPasa ha sido clonada en E. coli
(Hesse et al. , 1984) hasta el momento no se han encontrado evidencias claras de
que exista en plantas.

Hay otras hipétesis igualmente opuestas a la existencia de un intercambio aco-
plado K+/H*. Asi, por ejemplo, en células de callos que dependian para su creci-
miento de la adicién de AIA, Bentrup et al. (1968) no detectaban una estimulacién
de la absorcién de K+. Igualmente, la estimulacién por FC de la extrusién de H* y
la consiguiente elongacién celular en segmentos internodales de guisante, resulta-
ba ser insensible a la adicién de pequefias concentraciones de K+ y Na+ (Marré et
al., 1972), o incluso podia ir acompanada de un eflujo neto de K+, en lugar de influ-
jo (Ballio et al., 1968). Ademas, los efectos de AIA y FC en la elongacién celular
(dependientes de la extrusién de H*) se ven, normalmente, muy poco afectados por
la presencia de K* en el medio de incubacién (Speary y Thimann, 1949; Purves,
1966).

Sin embargo, salvo estas excepciones, la mayoria de los trabajos que han estu-
diado la relacién entre la extrusiéon de H* y absorcién de K+ parecen estar de acuer-
do en que existe un acoplamiento entre ambos transportes; sin embargo, el tipo de
acoplamiento (directo o indirecto) es lo que ha sido motivo de intensa polémi-
ca. Asi, aunque Hodges (1973) y Poole (1974) habian postulado que el transporte de
K* ocurriria por la misma entidad molecular transportadora responsable del trans-
porte de H*, actuando como un antiporteador H+/K*, Bellando et al. (1979) demos-
traron que la absorcién de K* era inhibida mientras que la extrusién de H+ era esti-
mulada por la presencia de cationes lipofilicos, sugiriendo, por primera vez, que el
acoplamiento entre los flujos de H* y K+ podria ser eléctrico y no debido a que son
transportados por una molécula transportadora comin. De igual manera, Marré
(1979) propuso también un acoplamiento indirecto entre el transporte de K+ y H+ (a
través del potencial eléctrico de la membrana).

El problema de las relaciones directas o indirectas entre el transporte de H+ y el
de K* ha sido especial y detalladamente estudiado en el plasmalema, principal-
mente por ser esta membrana la responsable de la absorcién de K+ por la raiz y para
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toda la planta, en cuyo control se gasta gran parte de su energia metabdlica. Tam-
bién ha sido muy estudiado en el plasmalema de las células periestométicas. En uno
y otro caso, se ha discutido ademas la implicacién de los dos sistemas involucrados
en la extrusién de H* del plasmalema: la H+-ATPasa y la cadena redox. En los
siguientes apartados vamos a considerar por separado estos aspectos.

4.1. Relacién entre el transporte de K+ y la H*-ATPasa del plasmalema

El hecho de que el K+ estimule la actividad H*-ATPasa de diversos tejidos (Sze,
1985) se tom6, en un principio, como evidencia de que la misma enzima se encarga
también del transporte de K+. Sin embargo, Briskin (1986) propuso que el acopla-
miento entre la H*-ATPasa y el transporte de K+ podria ser directo o indirecto:
directo, si la misma entidad molecular H+-ATPasa también transporta K+ al inte-
rior celular e indirecto, si el responsable es un transportador de K+ separado de la
ATPasa, aunque energizado por la actuacién de ella. El mismo autor, posteriormen-
te, atribuye la estimulacién por el K* de la actividad de la H*-ATPasa de plasmale-
ma, al menos en parte, a que el catién estimula el ciclo de la fosfoenzima (Briskin,
1988), siendo este efecto similar al observado en otras ATPasas de células animales
del mismo tipo (tipo “P”), que ademas transportan K+ directamente; ello induciria a
suponer que la H+-ATPasa del plasmalema de células vegetales también transpor-
taria el K+ directamente, aunque este argumento no es en absoluto concluyente.

En cuanto al tipo de transportadores implicados, y su forma de actua-
cién, se han sugerido muy variadas alternativas. Asf, Cheesman y Hanson (1979)
propusieron que existiria un control directo de la cinética de absorcién de K+ por la
concentracién del mismo en el medio, de manera que conforme aumenta la [K*]
habria un progresivo reemplazamiento de un antiporte activo H*/K*, con estequio-
metria variable, por un simporte activo de H* asociado a un uniporte pasivo de K+.

En el mismo sentido, Thibaud et al. (1986), con raices de maiz, interpretan que
la regulacién del potencial de membrana se llevarfa a cabo mediante la variacién de
la estequiometria de un intercambio directo H*/K*, como habian propuesto Chees-
man y Hanson. (1979). Dicha estequiometria parecia estar mas controlada por la
[K+] que por el potencial de membrana: los canales de K* parecen estar cerrados
cuando la bomba de H* no est4 energizada (hipoxia) o cuando la [K*] es superior a
25 mM, mientras que si la bomba de H+ (H*-ATPasa) esta especificamente bloque-
ada por Vanadato, los canales de K* permanecen abiertos a altas concentraciones,
siendo incapaces de energizar una entrada neta de K+, pero permitiendo los inter-
cambios isotépicos.

En un trabajo posterior, Newman et al. (1987), con microelectrodos selectivos de
jones, obtienen como conclusién que la entrada de K* ocurre por una via fuerte-
mente electrogénica; ellos proponen, por primera vez, que podria verse involucrado
un sistema de simporte K+-H* mas que un antiporte K+/H*.

Por otra parte, los trabajos del equipo de Serrano (Serrano, 1989 y sus referen-
cias) demuestran que la H+-ATPasa de plasmalema de diferentes plantas y hongos,
purificada y reconstituida en proteolisosomas, es capaz de bombear H+ en ausencia
de K+. En consecuencia, el transporte de K* deberia estar catalizado, con toda pro-
babilidad, por un sistema molecular diferente, e impulsado por el potencial eléctri-
co de membrana generado por la H*-ATPasa. Sin embargo, otros autores como
Nagao et al. (1987) observan un requerimiento absoluto de K* para el bombeo de H*
por la ATPasa purificada del plasmalema de raices de maiz. Esto significaria que
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podrian existir ATPasas distintas, una que transporta solamente H+ y otra H*+-K+
(Grouzis et al., 1990).

Por su parte, Cooper et al. (1991) defienden que en fracciones de membrana de
hipocotilos de colza, tanto las enriquecidas en plasmalema como las de tonoplasto,
lo que ocurre es un antiporte K+/H+. Este antiporte es altamente especifico para el
K+ (dos veces méas que para el Nat). Un trabajo previo de Hassidim et al. (1990)
sigue esta misma linea, aunque trabajan con una planta halofita (Atriplex), donde
el antiporte Na*/H* es mayor que el K*/H*, mientras que en una planta glicofita
(algodoén) el antiporte mayoritario es K+/H*.

Lew (1991B), estudiando el crecimiento de pelos absorbentes de raiz de Arabi-
dodsis, observa que esté directamente relacionado con el transporte de de K+ a tra-
vés de canales, indicando también que el papel primario en la elongacién celular
debe tenerlo la bomba de H*, que genera el potencial de membrana necesario para
impulsar la absorcién de K+,

En su revisién sobre la H+-ATPasa de membrana plasmatica, Briskin y Hanson
(1992) ponen de manifiesto de nuevo que el K+ estimula la actividad hidrolitica del
ATP por la H*-ATPasa, acelerando la liberacién del P;. En cuanto al transporte de
K+, proponen tres posibilidades: a) Que sea transportado por la propia H+*-ATPasa.
b) Que el K* pase al interior celular aprovechando el potencial de membrana crea-
do por la H*-ATPasa, pero que no sea transportado por ella y ¢) Que el K* sea trans-
portado a través de un canal especifico asociado intimamente a la enzima.

Los estudios de “patch-clamp” con protoplastos de células de guarda (Assmann
et al., 1985), donde la bomba de H+ funciona en ausencia de K+, apoyan el acopla-
miento indirecto entre el transporte de ambos iones, defendido en los experimentos
fisiolégicos previos (Serrano, 1985). En el mismo sentido, Ketchum et al. (1989)
(como ya se ha descrito), aplicando la técnica de patch-clamp en configuracién
“whole-cell”, detectan la existencia de tres corrientes de K+ en protoplastos de célu-
las de maiz, ninguna de las cuales estaria generada por la H+-ATPasa.

Las investigaciones con Neurospora crassa se han tomado como modelo del
mecanismo de absorcién de K+ de alta afinidad (Sistema I de Epstein). Estos
estudios se basan en la hipétesis de que “carriers” o porteadores K+-H+
(cotransportadores-simporteadores de intrusién de ambos iones) depen-
dientes de voltaje representan el principal mecanismo para la absorcién de K+ por
la célula (Blatt y Slayman, 1987; Rodriguez-Navarro et al., 1986). Se propone que el
simporteador K*-H* es un transportador activo, a través del cual el gradiente de pH
generado por la bomba de H* conduce la absorcién de K*; es decir, vuelve un H+ den-
tro de la celula conduciendo la entrada de un i6n K+.

Los estudios de biologia molecular comentados en el apartado anterior han con-
tribuido de manera importante a la clarificacién del problema del acoplamiento
H+*/K* y la aplicacién de la energia metabélica al transporte de K*. Asi, en los tra-
bajos ya comentados de Schachtman y Schroeder (1994), se propone un modelo para
el Sistema I de absorcién de K* de alta afinidad, mediante la expresién en sistemas
celulares heterdlogos del gen HKT1 de raices de trigo, que codificaria el transpor-
tador encargado de dicha absorcién; los autores indican que aunque el mecanismo
biofisico del transportador de K+ de alta afinidad en plantas superiores atn es des-
conocido, ellos proponen que seria un cotransportador-simporteador de absorcién
H+-K*, como el que se ha propuesto para Neurospora. Similares resultados obtienen
Maathuis y Sanders (1994), mediante patch-clamp en configuracién “whole-cell” de
protoplastos de raiz de Arabidopsis thaliana, concluyendo que el mecanismo de alta
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afinidad de absorcién de K+ estd energizado por el gradiente de H* de la mebrana
plasmatica via un cotransportador-simporteador K+-H*.

En cuanto al mecanismo de absorcién de K+ que opera a [K*] altas, de orden mM
(Sistema II de baja afinidad de Epstein), Assmann et al. (1985), con células de
guarda de Vicia faba indican que en su plasmalema opera una bomba activa, que
extruye H+ y provoca un gradiente eléctrico que favorece la entrada de K* a tra-
vés de canales. También en la revision de Serrano y Zeiger (1989) ponen de mani-
fiesto que, en celulas de guarda, la luz azul y roja activa la bomba de H* del plasma-
lema, produciéndose entonces un movimiento de K+ a través de canales selectivos
(canales que son bloqueados por TEA). La bomba se activaba tanto en presencia
como en ausencia de K+, lo cual querria decir que dicha bomba no estaria obligada
a funcionar como un antiporteador H*/K+. La demostracién de que la H*-ATPasa
esté involucrada se corrobora adicionando Vanadato a la solucién de la pipeta, que
hace decrecer la estimulacién producida por la luz roja.

Los trabajos de Sachi y Cococucci (1992) intentan clarificar las relaciones de la
H+-ATPasa con el transporte de K*, distinguiendo entre los transportadores de alta
y baja afinidad de K*. Asi, ellos comprueban que el 6xido de deuterio (2H,0) produ-
ce una inhibicién de la extrusién de H* por efecto directo sobre la H+-ATPasa del
plasmalema, pero el 2H,0 solamente provoca inhibicién si la [K*] externa es baja
(0.05 mM); cuando es mayor (0.5 y 5 mM) el efecto de 2ZH,0 es leve o incluso nulo.
Esto querria decir que a alta [K*], cuando la absorcién ocurre a través del Sistema
IT de baja afinidad de Epstein (canales), la entrada de K* seria pasiva y no directa-
mente dependiente de la H*-ATPasa, mientras que a baja [K*] la absorcién de K*
ocurriria por el Sistema I de alta afinidad (“carriers” o porteadores), que estaria inti-
mamente relacionado con la extrusién de H*, de manera que en este dltimo caso los
autores sugieren que existiria un acoplamiento directo entre ambos transportes.

Sin embargo, otros experimentos de “patch-clamp” de Serrano (1989) demues-
tran que pueden existir casos, como ciertos mutantes de H*-ATPasa de levadura,
que presentan alteracién en los canales de K* dependientes de voltaje, en que la
molécula de la H*-ATPasa est4 extrechamente asociada con el canal de K* y podria
incluso contenerlo.

En su revisién sobre proteinas de membrana plasmatica, Susman (1994) contri-
buye considerablemente a la clarificacién del problema, concluyendo que la actua-
cién de la H+-ATPasa de plasmalema produce un potencial eléctrico (negativo en el
interior) y un gradiente quimico de H* (pH bésico en el citoplasma: 7.1-7.5, y acido
en la pared celular: 5-6), encargandose sélo de bombear H+; el movimiento de iones
K+ ocurrirfa a través de otras proteinas separadas, acopladas indirectamente al
potencial eléctrico y al gradiente de pH generado por la bomba, especialmente cuan-
do opera el denominado Sistema I, transportador de K* de alta afinidad, a [K*]
bajas en el medio (de orden nM) cuando el gradiente electroquimico para el K* es
insuficiente para que la absorcién se lleve a cabo por canales, debiendo ocurrir a tra-
vés de un “carrier” o porteador de K+ que utiliza el gradiente de pH o por una bomba
de K+ directamente acoplada a la energia metabdélica via ATP u otro compuesto rico
en energia.

En el mismo sentido, Bellando et al. (1995) han estudiado la relacién entre el
transporte de H+ y K+ en hojas de Elodea densa, indicando que hay dos modos dis-
tintos de interaccién y la transicién de uno a otro modo puede ser inducida por un
cambio en el estado de activacién de la Ht-ATPasa, ademds de por la activacién de
los sistemas transportadores de K+. Estos dos tipos de interacion serian el reflejo de
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dos condiciones fisiolégicas distintas, definidas por los autores como “estado de baja
o alta polarizacién de la membrana”. En el primer caso se observa una baja extru-
sién de H* (baja actividad de la H*-ATPasa) y baja absorcién de K+, no existiendo
acoplamiento entre ambos transportes. En el segundo caso, cuando la H*-ATPasa
se activa (por factores tales como FC, luz o acidificacién del citoplasma) aumenta la
extrusion de H*, lo que provoca la hiperpolarizacién de la membrana, que abre
canales K*in, permitiendo la entrada de K+, que a su vez provoca una despolariza-
cién parcial de la membrana que hace aumentar el eflujo de H+ por la bomba; en
estas condiciones la relacién entre el eflujo de H* y el influjo de K+ es cercana a la
unidad.

Finalmente, trabajos de nuestro laboratorio con diferentes efectores (Garrido,
1997) inducen a concluir que la intrusién de K+ y la extrusién de H* por raices esté-
riles de pléntulas de girasol no se llevan a cabo por un dnico transpotador, sino que
la extrusion de H* por las bombas primarias (H+-ATPasa y cadena redox del
plasmalema) proporcionaria la fuerza impulsora (potencial de membrana y gra-
diente de pH) necesaria para la posterior actuacién de transportadores de K* secun-
darios.

El reciente descubrimiento de los canales K*,, y los canales de “stretch”, asi
como su existencia o no en el plasmalema de todas las células, incluidas las de la
raiz, son aspectos adicionales del problema, atin muy poco conocidos, que complican
aun mas el panorama de las relaciones entre el transporte de H* y de K+ ligadas a
la energizacién del transporte del catién cuantitativamente mas importante de las
células vegetales.

4.2. Relacién entre el transporte de K* y la cadena redox del plasma-
lema '

Alguno de los resultados contradictorios descritos en el apartado anterior quiz4s
se aclaren cuando se conozca adecuadamente el funcionamiento de la cadena redox
del plasmalema y su papel en la regulacién del potencial de membrana y el trans-
porte de H*. En efecto, tradicionalmente se ha pensado que la tinica responsable del
gradiente de potencial y de H* era la bomba de extrusién H+-ATPasa, pero en la
actualidad hay evidencias claras que demuestran la existencia de una cadena redox
en el plasmalema de células vegetales que también interviene en dicho gradiente.
Las principales de estas evidencias fueron obtenidas por el equipo de Ivankina y
Novak (referencias de Mgller y Lin, 1986) en hojas de Elodea y Vallisneria, asi como
por los equipos de Crane y Morré en células de callus de tabaco (Barr et al., 1984),
en floema de zanahoria (Misra et al., 1984) y en vesiculas de plasmalema y tono-
plasto de hipocotilos de soja (Barr et al., 1985, 1986); finalmente, en secciones de
raiz, protoplastos y coleoptilos de maiz (Federico y Giantosio, 1983; Leong y Briggs,
1981; Lin, 1982A-B, 1984; Pupillo y De Luca, 1982), en raices de avena (Rubinstein
et al., 1984) y en raices de girasol (Espinosa, 1991; Garrido, 1997).

Sin embargo, la complejidad del funcionamiento de la cadena redox, junto con la
posibilidad de que existan més de una cadena, interconectadas, hacen muy dificil
por el momento la estimacién de la contribucién de este sistema a la energizacién
del plasmalema, y por tanto, del transporte de K+.

En resumen, segin la hipétesis propuesta por Craig y Crane (1981, 1982) para
cultivos celulares de zanahoria y levaduras, el sistema redox de plasmalema opera-
ria de la siguiente forma: el NADH y el NADPH -NAD(P)H- endégenos serian los
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donadores naturales de electrones y H* para la actuacién de la cadena redox,
cediéndolos en la cara citoplasmética del plasmalema y utilizdndose para acidificar
el medio (mediante la extrusién de los H*) y crear un potencial electroquimico en la
membrana. El aceptor terminal natural de electrones de la cadena redox del
plasmalema parece ser el Og, como en la cadena redox mitocondrial, que podria
generar especies activas (como Hy0, 6 Og) (Penel y Castillo, 1991), siendo los H*
bombeados fuera. Otros aceptores naturales de e~ serian, segiin Gonzalez-Reyes et
al. (1992) los radicales libres de ascorbato (AFR), que provocan la estimulacion
de la extrusién de H* y la hiperpolarizacién del plasmalema de células de raices de
cebolla. También parecen ser los quelatos de Fe (Rubinstein y Luster, 1993), y en
general el ion Fe3* (que ha de ser reducido para ser absorbido), especialmente en
condiciones de deficiencia (Bienfait, 1985; Ivankina et al., 1984; Sijmons et al,,
1984B). En este caso, segin Bienfait (1985) el sistema redox implicado serfa distin-
to al denominado “sistema standard”: se trataria del denominado “sistema
turbo” que presenta distinta regulacién (Schmidt, 1993).

El sistema puede funcionar con donadores y aceptores artificiales, afia-
didos ex6genamente. Asi, pronto se comprob6 que el sistema admite NAD(P)H ex6-
geno como donador de electrones, y puesto que los piridin-nucleétidos no son per-
meables a través de la membrana, ello indica que existe una actividad NAD(P)H
deshidrogenasa de la cadena redox cuyo lugar de accién es accesible desde la super-
ficie apoplastica del plasmalema, aparte del de la cara citoplasmatica de esa mem-
brana. En efecto, Qiu et al. (1985) y Rubinstein et al. (1984), observaron que el
NADH exégeno era oxidado por raices intactas de avena y segmentos de raices de
maiz, y que esta oxidacién se activaba por la adicién de Hexacianoferrato (I1I)
(HCF-IID), un aceptor no natural de electrones. Igualmente, Bottger y Hilgendorf
(1988) demostraron que, al bajar la presién de Oy en raices de maiz, se inhibia la
extrusién de H* por dichas raices, y esta inhibicién se reducia al adicionar el acep-
tor de electrones artificial HCF (III), que acepta los electrones en la cara externa de
la membrana ya que no es permeable. También se han realizado experimentos
semejantes con vesiculas de plasmalema, obteniéndose resultados que estan de
acuerdo con los obtenidos para tejidos intactos y protoplastos (Mgller y Lin, 1986).
Todo ello demuestra la posibilidad de funcionamiento artificial, no natural, de la
cadena redox de la membrana, lo cual ha demostrado ser muy util para investigar
el funcionamiento de dicha cadena redox.

Se han utilizado diferentes compuestos como aceptores terminales de elec-
trones artificiales o exégenos: adem4s del ya mencionado hexacianoferrato II1
(HCF-III), hexabromoiridato IV (HBI-IV), hexacloroiridato IV (HCI-IV), duroquino-
na, citocromo c, diclorofenolindofenol (DCIP), dicloro-fenolindofenol sulfonato
(DCIP-S), entre los m4s importantes. El mds utilizado es el hexacianoferrato (HCF-
I11); asi, la adicién de HCF (III) provocaba su reduccién por raices intactas de avena
(Rubinstein et al., 1984), maiz (Federico y Giantosio, 1983), girasol (Garrido, 1997)
y judias (Bienfait el al., 1983; Sijmons y Bienfait, 1983), donde ademas se observa-
ba una despolarizacién del potencial de membrana (Sijmons et al., 1984A) y una dis-
minucién del NADPH endégeno (Qiu et al., 1985; Sijmons et al., 1984B); esto indi-
caria que, en este material, el NADPH seria el donador natural endégeno de
electrones. Es posible también que NADH sea producido por la malato deshidroge-
nasa en la pared celular y que se oxide por la cadena redox (Gross, 1977).

Como en el caso de otras cadenas redox (mitocondrial y cloroplasticas), se pue-
den obtener todo tipo de reacciones redox ligadas a la membrana plasmatica, seme-
jantes a las descritas para el HCF (III), combinando actividades endégenas
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(naturales) con exégenas (artificiales) tanto de donadores como de aceptores de
electrones. Asi, Rubinstein et al., (1984) detectan tres actividades redox diferentes
en raices de avena; Actividad I: reduccién del HCF (III) exégeno por un donador de
electrones endégeno desconocido; Actividad II: oxidacién del NADH exégeno por
HCF (III) exégeno (la oxidacién del NADH en presencia de HCF (III) ocurre tam-
bién, aunque lentamente, en ausencia de raices y esto ha de tenerse en cuenta para
medir la oxidacién debida a la presencia de las raices); y Actividad I1I: oxidacién del
NADH exégeno por oxigeno u otro aceptor de electrones. Segiin estos autores en la
actividad I intervendria un complejo enzimético distinto al de las actividades II y
ITI; ademas, la actividad I estaria més extrechamente asociada a la extrusién de H*.
Las actividades II y III son detectadas solamente con donadores exégenos de elec-
trones y pertenecerian ambas al mismo sistema transportador de electrones. Lin
(1984) y Rubinstein et al. (1984) proponen la existencia de dos NAD(P)H deshidro-
genasas en el plasmalema de células de raices, posiblemente enlazadas entre si por
componentes de la cadena redox: un sistema actuaria con NADH exégeno y otro con
NAD(P)H endégeno. Es decir, platean la posibilidad de que en el plasmalema exis-
tan varias cadenas redox interconectadas.

Hassidim et al. (1987) indican que el transporte de electrones ocurre en el mismo
plano de la membrana si el donador y aceptor de electrones artificiales que se afia-
den son no permeantes, mientras que el transporte de electrones ocurre a través de
la membrana cuando un donador citosélico es oxidado por un aceptor extracelular
(Crane et al., 1985). Ampliando este concepto, Vani y Raghavendra (1992) en expe-
rimentos con protoplastos de células de guarda de hoja de guisante, proporcionan
una 1til nomenclatura para las diferentes actividades redox asociadas al plasmale-
ma. Asi, observan que al afiadir HCF (I1I) y NADH exégenos ocurre la reduccién del
primero y la oxidacién del segundo; esta reaccién se llevaria a cabo por un sistema
o funcionamiento de la cadena redox que transferiria electrones del donador al acep-
tor, ambos de localizacién externa, al que han llamado “Actividad cis”; este siste-
ma o funcionamiento podria considerarse enteramente artificial. Cuando se afiade
solamente HCF (III) exégeno (sin aporte exégeno de NAD(P)H) también se observa
reduccién del aceptor, aunque en menor cantidad, siendo el donador de electrones
en este caso, presumiblemente, el NAD(P)H enddgeno. A esta forma de funciona-
miento, que implicarfa transporte de e~ a través de la membrana, la denominan
“Actividad trans” (Esquema III).
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Esquema III: Modelo de Gautier et al. (1992). (A) “Actividad trans” de la cade-
na redox del plasmalema: reduccién del HCF (III) exégeno (Fe(CN)g, en el esque-
ma), con electrones procedentes de NAD(P)H endégeno. (B) “Actividad cis”:
Donador y aceptor de electrones exégenos.

Estos mismos autores inician el estudio de inhibidores respiratorios sobre
la actividad redox del plasmalema, observando que la adicién a sus protoplastos
de un inhibidor respiratorio clasico, como el KCN, no tenia ningtin efecto sobre la
reduccién del HCF (I1I). Por su parte, Rubinstein et al. (1984) también describen la
ausencia de efecto del KCN sobre la oxidacién del NADH provocada por HCF (ITD) o
por citocromo ¢ en raices de avena. Sin embargo, el KCN inhibe marcadamente la
oxidacién del NADH exégeno cuando éste se adiciona sélo, sin aceptores de electro-
nes, y también cuando el aceptor afiadido es acido dehidroascérbico, lo cual se atri-
buye a que los distintos aceptores actuarian a diferentes niveles del sistema redox
y s6lo uno de estos lugares seria sensible al ién CN-. Barr et al. (1986) concluyen
que el i6n CN- no solo no inhibe la reduccién del HCF (III) sino que la aumenta en
un 20%. Resultados similares han sido obtenidos en nuestro laboratorio (Garrido,
1997).

Luster y Buckhout (1989) han aislado una enzima de 27 KD perteneciente a la
cadena redox de la membrana plasmatica de raiz de maiz; esta enzima es capaz de
aceptar electrones del NADPH y NADH y reducir HCF (III), juglona, duroquinona
o citocromo c. Esta actividad no se ve afectada por el KCN; sin embargo se inhibe
con PCMPS, 1o cual indica la presencia de grupos sulfidrilos en algin lugar activo
del enzima.

Déring y Bottger (1994), estudiando la despolarizacién del plasmalema de raices
de maiz causada por HBI (IV) y HCF (III), observan que al afiadir KCN y SHAM
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(acido salicilhidroxdmico, inhibidor especifico de la respiracién resistente al cianu-
ro) disminuye drésticamente el nivel de ATP citoplasmatico; sin embargo, sigue ocu-
rriendo una despolarizacién de la membrana. Esto querria decir, como Béttger y
Liithen (1986) proponen, que el sistema redox (standard) energiza la membrana
plasmatica de forma independiente a la H+-ATPasa, y funciona incluso cuando ésta
no puede actuar por falta de sustrato (ATP).

Askerlund y Larsson (1991), con vesiculas de membrana plasmdatica de remola-
cha, estudian el transporte de electrones a través de la membrana, indicando que el
transporte de e~ a través de la membrana plasmatica constituye sélo una pequefia
parte del total de la actividad transportadora de electrones de la membrana: el resto
de la actividad ocurre en un sélo plano de la membrana, con donador y aceptor loca-
lizados ambos en la superficie citoplasmaética. El transporte a través de la membra-
na (=10%) tiene, sin embargo, un importante significado fisiolégico, y puede aumen-
tar en condiciones especiales.

Respecto al resto de los componentes intermediarios que forman parte de
la cadena redox del plasmalema no se conocen en su totalidad, aunque se ha
descrito la existencia de citocromo ¢ (Jesaitis et al., 1977; Larsson, 1985 entre
otros), citocromo tipo b (Jesaitis et al., 1977; Ramirez et al., 1984; Asard et al.,
1989) probablemente del tipo P45¢,490 (Kjellbom et al., 1985). Al parecer distintos
donadores y aceptores implican la oxido-reduccién de citocromos diferentes, lo que
habla de nuevo de la posibilidad de que varias cadenas redox interconectadas coe-
xistan en la misma membrana (Betz et al., 1993). Otro componente serian las fla-
vinas (Barr et al., 1986 entre otros). Lin (1984) propuso la existencia de un “pool”
de quinonas y Liithje et al. (1992) establecen la presencia de quinonas tipo vita-
mina K. Mencién especial merecen los trabajos de Leong y Briggs (198, 1982),
Widell et al. (1982) y Kjelbom y Larsson (1984), que en plasmalema de células de
distintos materiales vegetales han demostrado la existencia de flavinas asociadas a
citocromos tipo b que son los més firmes candidatos al fotorreceptor de luz azul,
con lo que habriamos de atribuir a la cadena redox, y no a la Ht-ATPasa, las res-
puestas a la luz azul.

Al activar el sistema redox del plasmalema se produce una estimulaciéon
de la extrusion de H*, y existe una fuerte controversia acerca de si este eflujo de
H* se lleva acabo por un sistema especifico de la cadena redox, distinto (o no) de los
canales de H+ de la H+-ATPasa.

Segun Lin (1984), Craig y Crane (1985), Bown y Crawford (1988), Yamashoji y
Kajimoto (1986), Grabov et al. (1993), entre otros, la extrusién de H+ se lleva a cabo
por un lugar y mecanismo diferente al de la H+-ATPasa. Por el contrario, otros auto-
res no creen que la cadena redox del plasmalema posea sistemas propios de trans-
porte de H*, diferentes de los de la H+-ATPasa, como Rubinstein y Stern (1986),
Marré et al. (1988) y Alcantara et al. (1991).

Guern y Ullrich (1988) ponen de manifiesto que durante la actividad cis los H+
que son liberados al medio no tienen que proceder necesariamente de su transpor-
te a través del plasmalema. Sin embargo, durante la actividad trans, el HCF (III)
ex6geno cambia su carga de 3~ a 4, y puesto que ha de mantenerse la neutralidad
de cargas, esta carga negativa debe ser neutralizada con una especie iénica con
carga positiva, como seria un H* procedente de la célula; asi, la acidificacién del
medio podria ser el resultado indirecto de la alteracién de cargas del medio, y no una
reaccién molecular que implicara transporte de H+ asociado al flujo de electrones a
través del plasmalema (Ullrich y Guern 1990). También es posible que ocurra una




