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Resumen

Las plantas han desarrollado rutas de sefializacion complejas para responder a
ataques externos y garantizar su supervivencia. En plantas vasculares, estas
respuestas no solo se activan localmente, sino también en tejidos distales,
facilitando la defensa frente a amenazas futuras. Para establecer respuestas
sistémicas, se ha demostrado que los cambios en los potenciales de membrana,
el aumento en los niveles de calcio y la produccién de hormonas son esenciales.
La trasmision de estas sefiales sistémicas depende, en parte, de la actividad de
los Receptores de Glutamato (GLR), que se expresan en los tejidos vasculares,
y modulan la activacion de redes génicas en los tejidos sistémicos en respuesta
al dafio.

Resultados del laboratorio utilizando la hepéatica Marchantia polymorpha, una
especie no vascular modelo, muestra que tras la herida se generan sefiales
eléctricas y aumentos en los niveles de calcio que se propagan desde los tejidos
dafiados a los no dafiados, como ocurre en plantas vasculares. El analisis del
unico GLR presente en el genoma de Marchantia (MpGLR) reveld que este canal
es clave para modular los cambios en los niveles de calcio. Comprender la
regulacion de los canales GLR es esencial para entender su papel en la
sefalizacion celular y la respuesta adaptativa de las plantas a estimulos
externos.

Los resultados de este trabajo indican que los canales MpGLR en M. polymorpha
son fundamentales para la sefializacion de calcio mediada por aminoécidos
como el L-glutamato, el principal activador de estos canales. Ademas, la
aplicacion exdgena de otros aminoacidos que actian como agonistas de los GLR
también induce la sefalizacion de calcio. Sin embargo, las respuestas al estrés
abidtico, como la salinidad y el estrés osmotico, no dependen de los canales
GLR, sugiriendo la existencia de vias alternativas en la adaptacion a estos
estreses. En conjunto, estos hallazgos resaltan la complejidad de la sefalizacion
en especies no vasculares, aportando nuevos conocimientos sobre sus
mecanismos de respuesta y adaptacion.

Palabras clave: calcio; GLR; glutamato; Marchantia Polymorpha; agonista;
ondas de calcio; herida.



Abstract

Plants have developed complex signaling pathways to respond to external
attacks and ensure their survival. In vascular plants, these responses are
activated not only locally but also in distal tissues, facilitating defense against
future threats. To establish systemic responses, it has been demonstrated that
changes in membrane potentials, increases in calcium levels, and hormone
production are essential. The transmission of these systemic signals partially
depends on the activity of Glutamate Receptors (GLRS), which are expressed in
vascular tissues and modulate the activation of gene networks in systemic tissues
in response to damage.

Results from laboratory studies using the liverwort Marchantia polymorpha, a
model non-vascular species, show that after wounding, electrical signals and
increases in calcium levels are generated and propagate from damaged tissues
to undamaged ones, similar to what occurs in vascular plants. Analysis of the
sole GLR present in the Marchantia genome (MpGLR) revealed that this channel
is key for modulating changes in calcium levels. Understanding the regulation of
GLR channels is essential for elucidating their role in cellular signaling and the
adaptive response of plants to external stimuli.

The results of this work indicate that MpGLR channels in M. polymorpha are
fundamental for calcium signaling mediated by amino acids such as L-glutamate,
the primary activator of these channels. Additionally, the exogenous application
of other amino acids that act as GLR agonists also induces calcium signaling.
However, responses to abiotic stress, such as salinity and osmotic stress, do not
depend on GLR channels, suggesting the existence of alternative pathways for
adaptation to these stresses. Taken together, these findings highlight the
complexity of signaling in non-vascular species, providing new insights into their
response and adaptation mechanisms.

Keywords: calcium; GLR; glutamate; Marchantia Polymorpha; agonist; calcium
signaling; wounding.



Anexo |. Relacion del trabajo con los objetivos de desarrollo sostenible de
la agenda 2030

El Trabajo de Fin de Master tiene como objetivo generar conocimiento
fundamental sobre los mecanismos que regulan la actividad de los canales GLR
en las plantas, los cuales desempefian un papel clave en los procesos de
sefalizacion celular. En particular, este estudio contribuye a identificar los
factores que regulan la actividad de los canales GLR, con especial énfasis en su
influencia sobre la sefalizacion por calcio y su efecto en la adaptacion de las
plantas frente al estrés abiético. Estos hallazgos abren nuevas perspectivas para
futuras investigaciones en el campo de la biotecnologia vegetal, con el potencial
de desarrollar estrategias innovadoras para mejorar la resistencia de las plantas
a condiciones adversas.

Aunque este trabajo se centra en la investigacidon molecular, un area que no
requiere un analisis detallado desde una perspectiva de género, el laboratorio en
el que se llevé a cabo promueve la integracion y participacion de todos sus
miembros; lo que asegura un entorno de trabajo inclusivo y respetuoso,
favoreciendo el desarrollo profesional de cada integrante. Asimismo, este
Trabajo de Fin de Master ha sido supervisado por una investigadora y un
investigador que han mantenido un firme compromiso con la igualdad de género,
en linea con los objetivos del ODS 5 de la Agenda 2030, orientados a fomentar
la igualdad.

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No Procede
ODS 1. Fin delapobreza. v
ODS 2. Hambre cero. v
ODS 3. Saludy bienestar. v

ODS 4.  Educacién de calidad. v
ODS 5. Igualdad de género. v

ODS 6. Agualimpiay saneamiento. v
ODS 7. Energia asequible y no contaminante. v
ODS 8. Trabajo decentey crecimiento econémico. v

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. v

ODS 10. Reduccién de las desigualdades. v
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. v
ODS 12. Producciény consumo responsables. v

ODS 13. Accion por el clima. v

ODS 14. Vida submarina. v
ODS 15. Vidade ecosistemas terrestres. v

ODS 16. Pagz, justicia e instituciones solidas. v
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. v
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1. Introduccion

Las respuestas celulares a cambios en el entorno son mecanismos
fundamentales para la adaptacion y el mantenimiento de la homeostasis en los
organismos vivos. Estas respuestas permiten a las células captar y responder a
estimulos internos y externos, promoviendo la regulacion eficiente de procesos
celulares mediante el control y la organizacion de sefales (Petersen, 2002). En
este contexto, la sefalizacion mediada por calcio es un proceso esencial que
utiliza iones de calcio (Ca?*) como sefiales intracelulares, y que contribuye a la
regulacion de procesos vitales como la contraccion muscular, la transmision de
impulsos nerviosos, la secrecién de hormonas y la activacion de factores de
transcripcion (Pikor et al., 2024). En animales, alteraciones en este mecanismo
de sefalizacion puede provocar enfermedades neurodegenerativas,
hipertension, problemas musculares y osteoporosis (Alvarez etal.,, 1999;
Petersen, 2002). La sefializacion por calcio actia, en general, como un segundo
mensajero (Pikor et al., 2024), facilitando la transmision de sefiales desde el
exterior de la célula hacia su interior o entre compartimentos celulares. Para ello,
se activa la entrada controlada de Ca?* al citoplasma desde el exterior o desde
reservas intracelulares, como el reticulo endoplasmico, activando proteinas que
actlan como sensores y median respuestas celulares especificas. Ademas, la
recaptura y expulsion de Ca?* a través de bombas y transportadores mantiene la
homeostasis celular y contribuye también a la regulacién de procesos como la
apoptosis (Petersen, 2002; Pikor et al., 2024).

En humanos, los principales transportadores de calcio incluyen las bombas de
calcio (ATPasa de Ca?"), localizadas en la membrana plasmatica (PMCA) o en
el reticulo endoplasmético (SERCA), que utilizan energia derivada del adenosin
trifosfato (ATP) para expulsar calcio hacia el exterior de la célula o almacenarlo
en el reticulo endoplasmatico, manteniendo de esta manera niveles bajos en la
concentracion intracelular de calcio en reposo (Boczek et al., 2021; Pikor et al.,
2024). Ademas, en la homeostasis del calcio intracelular participan, entre otros,
los intercambiadores Na*/Ca?", que ayudan a regular los niveles de calcio en el
citoplasma y los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC), importantes
en el control de células excitables, como neuronas y células musculares (Boczek
et al., 2021; Petersen et al., 2017).

1.1 Senalizacion mediada por calcio en plantas

En plantas, la sefializacion mediada por calcio participa también en la regulacion
de procesos esenciales, modulando funciones vitales como el crecimiento y la
defensa frente a distintos tipos de estrés (Bellandi et al., 2022). La variacion en
la concentracién de Ca?* citoplasmatico libre ([Ca?] cyt), €s uno de los primeros
eventos que ocurren tras la percepcién de cambios ambientales, ya sea por
estrés abiotico, como la salinidad, la sequia, los cambios en temperatura o luz,



0 por estrés bidtico, como el ataque de patégenos o herbivoros (Yu et al., 2022).
Al detectar estos estimulos, los iones de calcio se liberan de compartimentos
celulares como el reticulo endoplasmico y las vacuolas, y/o se activa la entrada
de calcio desde el apoplasto a través de canales de calcio localizados en la
membrana plasmatica (Wuddick et al., 2018a). La sefializacion por calcio en
plantas es altamente compleja debido a su interaccion con otras vias de
sefalizacion, incluidas las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las rutas de
transduccion de ciertas hormonas vegetales (Aldon et al., 2018; Yu et al., 2022).
Esta integracion de sefiales permite a las plantas procesar multiples estimulos
de manera precisa, ajustando sus respuestas de forma eficiente (Bellandi et al.,
2022; Toyota etal., 2018). La conversion de estas variaciones de Ca?* en
respuestas biolégicas, requiere de la accion de sensores especificos que
permiten a las plantas decodificar las sefiales de Ca?'y generar respuestas
adaptativas (Figura 1; Aldon et al., 2018; Yu et al., 2022).
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Figura 1. La sefializacion mediada por Ca?* es esencial en las respuestas a condiciones de estrés. Las variaciones
de Ca?* en respuesta a diferentes condiciones de estrés y el ataque por microorganismos, plagas o virus, provoca la
activacion de sensores de union a Ca?* (CaM, CML, CBL y CDPK) que permiten a las plantas decodificar las sefiales de
Ca?* y generar respuestas adaptativas (adaptado de Aldon et al., 2018).

La mayoria de las proteinas de union a Ca?" contienen una region especifica en
su estructura, el motivo EF-hand, que les permite interactuar con este ion de
manera eficiente (Bhar et al., 2023). En la especie modelo Arabidopsis thaliana
se han identificado al menos 250 proteinas que contienen este motivo (Aldon et
al., 2018), aunque no todas las proteinas que contienen un motivo EF-hand
funcionan como sensores de Ca?". Entre las proteinas que actian como sensores
se pueden diferenciar cuatro grupos: la calmodulina (CaM), las proteinas
similares a la calmodulina (CML), las proteinas similares a calcineurina B (CBL)
y las quinasas dependientes de calcio (CDPK) (Aldon et al., 2018; Yu et al.,
2022). Aunque las funciones de muchas de estas proteinas todavia se
desconocen, se ha identificado el papel esencial de algunos de estos sensores
en procesos fisiologicos especificos (Aldon et al., 2018). Las CaM y las CML
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desempefian un papel importante en la interpretacion de fluctuaciones
transitorias de Ca?" en el citoplasma, permitiendo la activacion de respuestas
rapidas como la aperturay el cierre estomatico, procesos esenciales para regular
la transpiracion y la fotosintesis (Poovaiah et al., 2015; Valmonte et al., 2013).
Por otro lado, las CDPK son cruciales en la respuesta al estrés abiético, como la
sequia y la salinidad, ademas de patrticipar en el crecimiento y en el desarrollo
de las plantas (Romeis and Herde, 2014; Shi et al., 2018).

Para un funcionamiento eficiente de la sefalizacion de calcio en plantas es
fundamental la actividad de sistemas de transporte que regulen los niveles de
Ca?* en los diferentes compartimentos celulares. Estos sistemas se pueden
clasificar segun la direccion del transporte de calcio en mecanismos de entrada
o de salida de calcio. La entrada de calcio al citoplasma ocurre principalmente a
través de canales que permiten la entrada de este ion desde el exterior de la
célula o desde compartimentos internos (Park and Shin, 2022). Entre ellos
destaca el papel de los receptores de glutamato o GLRs, implicados en el control
del flujo de calcio en respuesta a estimulos ambientales y en la respuesta a las
heridas (Xu et al., 2022; Mousavi et al., 2013); los canales nucleétidos ciclicos
(CNGCs), que participan en la sefalizacion del calcio, regulando el crecimiento,
el desarrollo y las respuestas al estrés abiético como sequia y salinidad, e
intervienen en la inmunidad de las plantas, ayudando a la resistencia frente a
patégenos (DeFalco and Zipfel, 2021; Dietrich et al.,, 2020); los canales de
aumento de hipersensibilidad a la salinidad (OSCA), asociados con la entrada
de calcio en respuesta a sefiales de estrés osmético como la salinidad (Hou
et al., 2014); los canales de dos poros (TPC), responsables de liberar calcio
almacenado desde compartimentos intracelulares, como las vacuolas, hacia el
citosol, en respuesta a cambios en el entorno, contribuyendo a la sefalizacion
celular relacionada con el estrés y el metabolismo (Demidchik et al., 2018; Park
and Shin, 2022); y las anexinas (ANN) que participan en el transporte de calcio
en la defensa frente a patégenos (Demidchik et al., 2018).

Por otro lado, para recobrar la homeostasis del calcio, es necesario eliminarlo
del citoplasma hacia el exterior de la célula o almacenarlo de nuevo en
compartimentos internos para mantener un bajo nivel de calcio en el citoplasma
(Zhu et al., 2010). Entre los transportadores de salida, cabe destacar el papel de
las bombas de calcio tipo P (P-ATPasa), que utilizan ATP para trasladar el calcio
hacia el exterior de la célula o almacenarlo en compartimentos como la vacuola
y el reticulo endoplasmico. De manera similar, los intercambiadores calcio-
protones de tipo CAX, transportan el calcio hacia el interior de las vacuolas, un
proceso crucial para amortiguar los aumentos temporales de calcio en el citosol
durante situaciones de estrés, como la sequia o el ataque de patdégenos (Bose
et al., 2011; Demidchik et al., 2018; Park and Shin, 2022).
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1.2 Receptores de tipo glutamato (GLR)

Los receptores de glutamato o GLRs son proteinas similares a los receptores
ionotropicos de glutamato (iGIuRs) presentes en animales (Grenzi et al., 2020),
que actidan en la comunicacion neuronal y estdn regulados por ligandos,
principalmente glutamato y sus co-agonistas glicina y D-serina, que actian como
neurotransmisores (Wudick et al.,, 2018a). Los GLRs son canales i6nicos
esenciales para la sefializacion celular y la adaptacion frente al estrés en plantas
(Green et al., 2021). Estos canales participan en la defensa contra patégenos y
en las respuestas frente al estrés abiotico (sequia, salinidad o temperatura),
contribuyendo a la homeostasis celular. Ademas, facilitan los procesos de
fertilizacion (De Bortoli et al., 2016) y regulan el transporte de calcio hacia el
citoplasma, manteniendo niveles 6ptimos de este ion y modulando respuestas
defensivas frente a infecciones (Wudick et al., 2018a; Green et al., 2021). En
este contexto, se ha descrito que el transporte de calcio mediado por los GLRs
esta asociado con la rapida propagacion de sefiales eléctricas. Estas sefiales se
generan en respuesta a estimulos como el dafio mecanico o el ataque de
herbivoros (Toyota et al., 2018), lo que desencadena respuestas locales y/o
sistémicas. Esto ocurre a través de cambios en los potenciales de membrana
gue van acompafiados por un flujo de calcio hacia el citoplasma (Green et al.,
2021; Nguyen et al., 2018; Shao et al., 2020; Vincent et al., 2017).

En plantas vasculares, los GLRs estan codificados por familias multigénicas, con
un numero variable de genes segun la especie, y pueden presentar diferentes
localizaciones subcelulares que influyen en su funcion (Ahmed et al., 2023). El
genoma de Arabidopsis thaliana codifica 20 GLRs que se agrupan en tres clados
diferentes (Chiu et al., 2002). El clado Il incluye secuencias de plantas terrestres
tempranas, mientras que los clados | y Il son especificos de angiospermas. El
genoma del arroz es el mas complejo y contiene 24 GLRs agrupados en cuatro
clados, con el cuarto clado ausente en Arabidopsis (Singh et al., 2013). En la
especie modelo Arabidopsis destacan varios GLRs de los diferentes clados por
su funcion en la sefalizacion del calcio, el estrés ambiental y la fisiologia celular.
Dentro del clado I, los GLRs GLR1.2 y GLR1.3 se localizan principalmente en la
membrana plasmética y estan asociados con la sefializacion del calcio en
respuesta a estimulos abi6ticos como la tolerancia al frio (Zheng et al., 2018).
Estos GLRs participan en la regulacion de procesos como el crecimiento de
raices y la resistencia a la sequia (Ahmed et al., 2023). En el clado Il, los GLRs
GLR2.1 y GLR2.3 se localizan en el tonoplasto y desempefian roles clave en el
crecimiento celular, particularmente en el desarrollo de raices y la homeostasis
de calcio dentro del vacuoma (Wudick et al., 2018b). Por otro lado, el clado Il
incluye GLRs como GLR3.1, GLR3.3, GLR3.4, GLR3.6 y GLR3.7, los cuales se
localizan en la membrana plasmatica, y los cloroplastos (Teardo et al., 2011).
Estos GLRs participan en la propagacion de sefales eléctricas sistémicas en
respuesta al dafio mecénico, y regulan el flujo de calcio desde los organelos
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hacia el citosol. El GLR3.3, por ejemplo, es fundamental en la sefializacion del
calcio en respuesta al estrés y las heridas (Mousavi et al., 2013), mientras que
el GLR3.4 juega un papel crucial en el metabolismo del calcio en cloroplastos
(Teardo et al., 2011). Ademas, se ha descrito que GLR3.3 y GLR3.6 se expresan
en el tejido vascular y actian sinérgicamente en la transmision de sefales
eléctricas a través de la vasculatura (Mousavi et al., 2013; Nguyen et al., 2018;
Toyota et al., 2018). Los GLR3.5, GLR3.6 y GLR3.7 también estan involucrados
en la liberacion de calcio de compartimentos internos, regulando los flujos de
calcio entre diferentes compartimentos celulares (Nguyen et al., 2018; Teardo
et al., 2014; Wang et al., 2019).

La estructura de los GLR presenta un disefio modular compuesto por 4 dominios
estructurales y funcionales de la proteina (Figura 2; Ahmed et al., 2023; Alfieri
et al., 2019; Simon et al., 2023). El dominio extracelular de union a ligandos
(LBD), formado por los segmentos S1 y S2, es clave para la interaccion con
distintos aminoacidos que se proponen como moduladores de la actividad del
canal (De Bortoli et al., 2016; Grenzi et al., 2020). Este dominio es analogo al de
los iGIuRs en animales, lo que sugiere un origen evolutivo comun (Price et al.,
2012; Wudick et al., 2018a). Ademas, los GLR poseen un dominio N-terminal
adicional (ATD), que se encuentra en el extremo N-terminal de la proteina y
contribuye a la estructura general del receptor. Los GLR estan anclados a la
membrana a través de una estructura compuesta por cuatro hélices
transmembranales (TM1-TM4), que forman el poro ionico, permitiendo el paso
selectivo de cationes (De Bortoli et al., 2016). El filtro selectivo entre las TM3 y
TM4 determina la especificidad de los iones que pueden atravesar el canal.
Finalmente, el dominio C-terminal citosélico (CTD) regula la actividad del canal
mediante interacciones con sefales intracelulares y proteinas accesorias,
controlando asi su funcion en el entorno celular (Alfieri et al., 2019; Wudick et al.,
2018a). Aunque los dominios transmembrana de las GLRs estan relativamente
conservados entre diferentes grupos, las principales diferencias se encuentran
en las regiones extracelulares (LBD y ATD), lo que podria explicar las variaciones
en la unién a ligandos (Simon et al., 2023). Ademas, los GLRs son capaces de
ensamblarse formando heterodimeros o incluso heterotrimeros (Ahmed et al.,
2023). En estas configuraciones, las diferentes subunidades se combinan para
formar un canal tetramérico (Ahmed et al., 2023), lo que promueve tanto la
diversidad funcional como la especificidad por ciertos ligandos (Grenzi et al.,
2020; Price et al., 2012).
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AtGLR3.3 L-Cys

AtGLR3.3 ACC

AtGLR1.4 L-Trp

AtGLR3.5 L-Met AtGLR1.2 D-Ser

Figura 2. Estructura de los receptores de glutamato en plantas (GLR) y sus determinantes estructurales en el
dominio de unién a ligandos (LBD). Se identifican los siguientes dominios en los GLRs: el dominio amino-terminal
(ATD) y el dominio de unién a ligandos (LBD), compuesto por los segmentos S1y S2, en el lado extracelular; los cuatro
dominios transmembrana (TMD; M1 a M4); y el dominio carboxilo-terminal (CTD) en la region intracelular (Wudick et al.,
2018a). En la parte superior, se muestran representaciones de la estructura de AtGLR3.3-LBD unida a diferentes ligandos
como L-Acido glutamico (L-Glu), Glicina (Gly), L-Cisteina (L-Cys) y L-Metionina (L-Met); ademas, se observa como la
estructura AtGLR3.3-LBD también puede unirse al ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilico). En la parte inferior, se
presentan modelos homologos basados en la estructura de AtGLR3.3-LBD para diferentes isoformas de GLR que
muestran preferencia por distintos ligandos: L-metionina (L-Met) para AtGLR3.1 y AtGLR3.5, D-Serina (D-Ser) para
AtGLR1.2, y triptéfano (L-Trp) para AtGLR1.4 (Alfieri et al., 2020; Grenzi et al., 2020). Adaptado de Grenzi et al., 2020.

La actividad de los GLRs en plantas esta regulada principalmente por la union
con aminoacidos que actian como ligandos (Simon et al., 2023), siendo el
glutamato (L-Glu) el activador més estudiado. Sin embargo, otros aminoacidos,
como la glicina y la serina (Figura 2), también activan estos receptores (Wudick
et al., 2018a). La interaccion de un ligando con el dominio LBD genera un cambio
conformacional que abre el canal y permite el flujo de iones, particularmente
Ca?*, hacia el citoplasma (Ahmed et al., 2023; Grenzi et al., 2020). A diferencia
de los iGLRs animales, los GLRs de plantas presentan una amplia gama de
agonistas. Por ejemplo, GLR1.4 es activado por al menos siete aminoacidos,
entre ellos la metionina (L-Met), el triptofano (L-Trp), la fenilalanina (L-Phe) y la
leucina (L-Leu), siendo la metionina el mas potente (Tapken et al., 2013). Por su
parte, GLR3.3 responde a seis aminoacidos, como el glutamato, la glicina, la
alanina, la serina, la asparagina y la cisteina, ademas de responder al glutation
(Qi et al., 2006). En GLR3.4, estudios en células HEK (Human Embryonic
Kidney) han identificado que la asparagina, la serina y la glicina son los agonistas
mas efectivos para inducir el flujo de iones a través de la membrana plasmatica
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(Vincill et al., 2012). Entre las isoformas, GLR3.3 destaca por su capacidad para
interactuar con una amplia variedad de ligandos, en comparacién con otras
isoformas que presentan una selectividad mas restringida (Grenzi et al., 2020).
Por ejemplo, GLR1.2 presenta afinidad por la serina, GLR1.4 por el triptéfano y
GLR3.5 tiene una alta afinidad por la metionina (Figura 2; Grenzi et al., 2020).
Ademas, se ha visto que el aminoacido no proteico l-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC), precursor del etileno, actia como ligando potencial de GLR3.3
(Grenzi et al., 2020; Mou et al., 2020). Estas observaciones muestran como la
diversidad estructural y funcional de los canales GLR permite a las plantas
ajustar sus respuestas frente a factores de estrés (Wudick et al., 2018a).

El analisis de mutantes de pérdida de funcién de los GLR ha proporcionado
informacion adicional sobre su funcion. Asi, los mutantes simples gir3.1 y giIr3.6
de Arabidopsis permitieron observar que las ondas de calcio se propagan de
célula a célula generando una respuesta local. En cambio, en gIr3.3, las ondas
no se extienden mas alla del area cercana a la herida, lo que destaca su
importancia en la propagacion sistémica de estas sefiales (Bellandi et al., 2022;
Mousavi et al., 2013). En el doble mutante gIr3.3 gIr3.6 la propagacion se inhibio
completamente, y la reintroduccion de GLR3.6 restauré la respuesta,
confirmando su papel clave en el aumento de [Ca?] ¢yt (Mousavi et al., 2013;
Toyota et al., 2018). Por otro lado, estudios con estimulos laser en hojas distales
de mutantes simples glr3.1, gIr3.2, gIr3.3 y gIr3.6 mostraron que estas
mutaciones reducen la duracion de los potenciales eléctricos en comparacion
con plantas silvestres. En mutantes dobles como gir3.1 gIr3.3 y gIr3.3 gIr3.6, las
despolarizaciones inducidas por laser desaparecieron por completo, lo que
sugiere que los GLR son esenciales para la transmision de potenciales de
membrana frente a estimulos externos (Toyota et al., 2018). Adicionalmente, en
un experimento con larvas de Spodoptera littoralis, las plantas mutantes gIr3.3 y
glr3.3 gIr3.6 favorecieron un mayor aumento de peso en los insectos, lo que
destaca la funcion defensiva de los GLR en la respuesta frente a herbivoros
(Nguyen et al., 2018).

1.3Importancia de estudios evolutivos en la sefializacion mediada por calcio

La colonizacion de los ambientes terrestres por las plantas, hace
aproximadamente 450 millones de afios, marcé un evento evolutivo clave que
impulsé el desarrollo de mecanismos para enfrentar factores de estrés
ambientales (Bowman, 2013), como ciclos de deshidratacion y rehidratacion
(Oliver et al., 2005), altas intensidades de luz, radiacion ultravioleta (UV) y un
entorno con mayor disponibilidad de oxigeno (Dahl et al., 2010; Kenrick and
Crane, 1997). En este contexto, los briofitos, como Physcomitrella patens y
Marchantia polymorpha, divergieron de las plantas vasculares y se convirtieron
en modelos utiles para comprender las primeras adaptaciones de las plantas
terrestres (Rensing et al., 2008). Los estudios moleculares comparativos
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recientes han destacado el uso de estas especies para entender como las redes
de sefalizacion se activan frente a factores de estrés (Bowman et al., 2022;
Wudick et al., 2018a), y qué las ha llevado a desarrollar estrategias Unicas para
enfrentar factores como radiacion UV, ozono, heridas y cambios en la
disponibilidad de agua, asociados con un aumento en la sintesis de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Gilroy et al., 2016; Rensing et al., 2008; Tucker et
al., 2005; Watanabe et al., 2024).

Marchantia polymorpha, una hepatica del filo Marchantiophyta, se considera uno
de los linajes mas antiguos entre las plantas terrestres (Bowman et al., 2022).
Su capacidad para adaptarse a condiciones ambientales diversas se basa en
una estrategia reproductiva flexible que incluye reproduccion sexual mediante
gametos y reproduccion asexual a través de gemas (Kato et al., 2020; Yamaoka
et al., 2021). Con un ciclo de vida corto y una baja redundancia genética, M.
polymorpha se ha establecido como un modelo ideal para estudiar procesos
genéticos, adaptaciones evolutivas y respuestas al estrés en plantas terrestres
(Bowman et al., 2022). A pesar de su simplicidad genética en comparacion con
las plantas vasculares, esta especie conserva genes esenciales asociados con
rutas de sefializacion fundamentales que también estan presentes en linajes mas
complejos (Bowman et al., 2022).

Figura 3. Ciclo de vida de Marchantia polymorpha. En la fase haploide predominante, una estructura laminar llamada
talo (1) produce gemas (2) dentro de copas de gemacion (3), unas estructuras multicelulares que desarrollan nuevos
talos (4), completando el ciclo asexual. En el ciclo sexual, sobre el talo se desarrollan los arquegoniéforos (5) con
arquegonios (6) o los anteridioéforos (7) con anteridios (8), que producen espermatozoides moviles (9). Estos viajan
mediante gotas de agua (10) hacia los arquegonios (11) para fecundar los 6vulos (12). El embrién resultante (13) se
desarrolla dentro de una caliptra (14), dando lugar a un esporofito. Tras la meiosis, las esporas (15) son liberadas (17)
desde los esporangios (16) y germinan, formando nuevos talos y completando el ciclo sexual (Adaptado de Aguilar-Cruz
et al., 2019).
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La sefalizacion mediada por calcio desempefia un papel fundamental en la
respuesta de Marchantia a factores de estrés, como la herida, al igual que en
Physcomitrella (Bowman et al., 2022; Wudick et al., 2018a). En Physcomitrella,
las ondas de Ca2?* estan reguladas por canales GLR, que constan de dos
miembros y participan en respuestas fisiologicas frente al estrés hidrico, la
salinidad y las variaciones luminicas (De Bortoli et al., 2016; Edel and Kudla,
2015; Watanabe et al., 2024). A diferencia de Arabidopsis thaliana, donde el
calcio viaja a través del tejido vascular, en Physcomitrella la propagacion es mas
lenta debido a la ausencia de este sistema (Storti et al., 2018).

Estudios recientes han demostrado que en Physcomitrella patens la aplicacion
de glutamato provoca un aumento localizado de [Ca2*] en el sitio tratado,
mientras que los potenciales de accion (APs) se transmiten a células distantes
(Koselski et al., 2020). Este comportamiento difiere de otras plantas vasculares,
donde los APs y las ondas de Ca?* estan interrelacionados y se propagan
conjuntamente (Choi et al.,, 2017; Gilroy et al., 2016; Scherzer et al., 2022).
Gracias a su genoma completamente secuenciado (Rensing et al., 2008; Lang
et al., 2018), Physcomitrella ha emergido como una planta modelo para estudios
sobre mecanismos de defensa frente al estrés ambiental (Frank et al., 2005;
Koselski et al., 2019). La generacion de APs en respuesta a estimulos como la
luz, el enfriamiento y el tratamiento con Glu resalta el papel central de los flujos
de calcio en estos procesos (Koselski et al., 2008).

Asimismo, Marchantia polymorpha, considerada uno de los linajes mas antiguos
de plantas terrestres (Bowman et al., 2022), ha contribuido al entendimiento de
las redes de sefalizacion relacionadas con el calcio. En esta hepdtica, las
sefiales eléctricas y las ondas de Ca?* inducidas por heridas se propagan hacia
tejidos no dafiados de manera rapida y sistémica, a pesar de la ausencia de un
sistema vascular, alcanzando velocidades similares a las observadas en plantas
vasculares (Sanmartin et al., 2024; Watanabe et al., 2024). El canal GLR,
codificado por un Unico gen en Marchantia (MpGLR), es esencial para esta
propagacion y demuestra una notable conservacion evolutiva de los mecanismos
de sefializacién entre plantas vasculares y no vasculares (Sanmartin et al., 2024;
Watanabe et al., 2024). Todo esto subraya la importancia del calcio como
mensajero clave en la sefalizacién celular en plantas no vasculares como
Marchantia y Physcomitrella, y proporciona nuevas perspectivas sobre la
evolucion de los mecanismos de sefializacion en plantas terrestres.
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2. Objetivos

Conocer como se regula la actividad de los canales GLR en las plantas es
fundamental para entender su papel en los procesos de sefializacion celulary su
contribucion en la respuesta adaptativa de las plantas frente a estimulos
externos, como el estrés abiotico, asi como en la transduccion de las sefiales
intracelulares. Por tanto, el objetivo general del presente Trabajo de Fin de
Méaster es contribuir a elucidar los factores que regulan la actividad de los canales
GLR y que influyan en la sefalizacion por calcio, ademas de su efecto en la
adaptacién de plantas frente al estrés abiotico. Para la consecucion del mismo,
se abordaron los siguientes objetivos especificos:

1.- Investigar como responde la sefializacion por calcio al tratamiento con
posibles agonistas de los receptores de glutamato (GLR) y determinar su efecto
en mutantes de pérdida de funcion del receptor MpGLR.

2.- Determinar el patron de expresiéon de MpGLR en respuesta a los posibles
agonistas.

3.- Examinar la respuesta de Marchantia frente al estrés abiético y el papel de
MpGLR en estos mecanismos de adaptacion.
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3. Materiales y métodos

3.1Material Vegetal

Para este estudio se ha utilizado la accesiéon Takaragaike-1 (Tak-1; talo
masculino) de Marchantia polymorpha como genotipo silvestre (wild-type), dos
lineas transgénicas que expresan el sensor de Ca?* citosélico ([Ca?']cyt) GCaMP3
(L47 y L48) en fondo genético Tak-1 y los mutantes Mpglr-7 y Mpglr-9, en fondos
genéticos L47 y L48 respectivamente, disponibles en el laboratorio (Sanmartin
et al., 2024).

Las plantas se crecieron en medio 0,5X Gamborg’s B5 sélido (GB5; Gamborg et
al., 1968) con un 1% agar y pH 5.5, bajo un fotoperiodo de dia largo (16 horas
de luz/8 horas de oscuridad) a una temperatura constante de 22°C, y una
humedad relativa entre el 50% y 70%. Se ha utilizado la propagacion asexual
mediante gemas de Marchantia para mantener las distintas lineas empleadas en
el trabajo.

3.2Visualizacion y cuantificacion de [Ca?*]y

Las plantas de Marchantia de 21 dias que expresan el sensor de [Ca?*]eyt
GCaMP3 se visualizaron con una Lupa de fluorescencia MacroFluo (MZ16F
Leica) equipada con un conjunto de filtros de emisién/excitacion eGFP.

Para determinar la induccién del sensor, se evalud la respuesta a los 20 L-
aminoacidos y al acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico o ACC. Para ello, se
preparé una solucién stock 100 mM de cada aminoacido en agua ultrapura,
excepto para la L-isoleucina, L-tirosina, y el ACC para los cuales se utilizaron
soluciones saturadas 50 mM, 10 mM y 1 mM, respectivamente. Cada disolucion
stock se diluy6 a una concentracion final de 10 mM en agua ultrapura y Triton X-
100 al 0.02%. En cada ensayo se aplicaron 12 ul de cada solucion sobre la
superficie del talo, cerca de los nichos apicales.

Para cuantificar el nivel de fluorescencia, se seleccioné una region de interés
(ROI) con un area de 33 pixeles en tres regiones del talo y se midi6 la
fluorescencia en la respuesta local y sistémica (proximal y distal), asi como sus
respectivos backgrounds, a tres tiempos diferentes (0, 30 y 60 segundos) con el
programa ImageJ (como se muestra en la Figura 4). El incremento relativo en los
niveles de [Ca?*]eyt se calculé como Fn-Fo/Fo donde Fo es el valor para la ROl a
tiempo O y Fn es el valor de fluorescencia en el punto de tiempo n segundos.
Como dato adicional, se midi6 el pH de cada uno de los 20 aminoacidos en
solucion acuosa. En general, el pH oscilé entre 6 y 7, con excepcion de la
arginina, cuyo pH fue de 9, el aspartato, cuyo pH estuvo entre 4y 5, y el control,
que presentdé un pH entre 5y 6.
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Figura 4. Esquema de cuantificacién de la fluorescencia. Regiones de interés (ROIs) medidas en el talo derecho
utilizando un contorno amarillo de 33 pixeles, que corresponden a las tres respuestas posibles, con sus respectivos
backgrounds dentro de la planta; y lugar de aplicacion de la gota para el tratamiento.

3.3 Tratamientos con aminoacidos

Se crecieron plantas de 4 dias en medio Gamborg’s B5 sélido y se transfirieron
a placas de medio GB5 sdlido suplementado con diferentes concentraciones de
los aminoacidos: ACC (50 puM), L-metionina (1 mM), L-glutamato (100 pM y 1
mM) y control. Cada placa se divididé en cuatro secciones para sembrar cinco
plantas de los distintos genotipos: L47, L48, Mpglr-7 y Mpglr-9. Se realizaron
cuatro réplicas con dos placas de cada tratamiento por ensayo.

3.4Ensayos de estrés abidtico
3.4.1 Tratamientos con polietilenglicol

Se crecieron plantas de 4 dias en medio Gamborg’s B5 sélido y se transfirieron
a placas de medio GB5 solido con diferentes concentraciones de polietilenglicol
(PEG): 0% (control), 5%, 10%, 15%, 20% y 25%. Para ello, se prepararon placas
con 20 mL de medio Gamborg y se realizaron las soluciones de PEG de manera
independiente, disolviendo la cantidad de PEG para cada concentracion en 20
mL de Gamborg liquido. Estas soluciones se filtraron con un filtro de 0.22 umy
se afiadieron a las placas con medio Gamborg. Las placas se mantuvieron en la
cabina de flujo durante un minimo de 12 horas, permitiendo que el PEG se
homogeneizara con el medio. En las placas se crecieron seis plantas para el
primer ensayo; y diez plantas para el segundo y tercer ensayo. Los ensayos se
realizaron con tres genotipos de Marchantia: Tak-1, L47 y Mpglr-7. Para realizar
este experimento se llevaron a cabo un total de 3 ensayos: el primero con el
genotipo Tak-1; el segundo con los genotipos Tak-1, L47 y Mpglr-7; y el tercer
ensayo con los genotipos L47 y Mpglr-7.
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3.4.2 Tratamientos de estrés salino

Se sembraron plantas de 0 y 4 dias en medio Gamborg’s B5 solido y se
transfirieron a placas de medio GB5 soélido con diferentes concentraciones de sal
(NaCl): 40 mM, 70 mM, 100 mM y un control. Para ello, se prepararon placas con
medio GB5: se tom6 un volumen inicial de Gamborg para preparar n placas y a
cada volumen de Gamborg se le afiadié una solucion salina en la concentracién
deseada. El volumen de la solucién salina se calculd en funcion de la
concentracion final requerida en las placas. En las placas se sembraron seis
plantas de 0 y 4 dias para el primer ensayo; y diez plantas de 4 dias para el
segundo y tercer ensayo. Los ensayos se realizaron con tres genotipos de
Marchantia: Tak-1, L47 y Mpglr-7. Para realizar este experimento se llevaron a
cabo un total de 3 ensayos: el primero con los genotipos Tak-1 y L47; y el
segundo y tercer ensayo con los genotipos Tak-1, L47 y Mpglr-7.

3.5Determinacion del crecimiento

Tras 7 dias de tratamiento, se determiné el area de las plantas crecidas en las
diferentes concentraciones de aminoacidos, NaCl y PEG. Para ello, se tomaron
imagenes utilizando una camara Nikon D3500 o un macroscopio Leica DMS
1000 equipado con iluminacion diascopica. Se midieron las areas de cada una
de las plantas con el programa ImageJ como se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Plantas de la seccion correspondiente al genotipo L47 tratadas con 100 uM de L-glutamato. A) Plantas
crecidas en medio GB5 suplementado con 100 uM de L-glutamato. B) Areas medidas de la regién de interés
correspondiente a cada una de las plantas.

3.6Ensayo de B-glucuronidasa histoquimico

Para el ensayo de B-glucuronidasa (GUS), el material vegetal se fijo en acetona
90% durante 20 minutos. Posteriormente, se lavd con un tampoén fosfato de sodio
50 mM pH 7.2y se afiadio la solucion de tincion GUS (tampon de fosfato de sodio
100 mM pH 7.2, 0.5 mM KsFe(CN)s , 0.5 mM KaFe(CN)s , 1 % Triton X-100y 1
mg/ml de acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B- d -glucurdénico. Por ultimo, se aplico
vacio 2 veces durante 10 minutos y se incub6 a 37°C en oscuridad. La reaccién
se paré con etanol 70% al detectar sefial.
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4. Resultados

4.1La aplicacion exdgena de 20 aminoacidos proteinogénicos y ACC induce
la activacion de la sefializacion de calcio en M. polymorpha

Numerosos estudios han demostrado que el calcio (Ca?*) actia como un
mensajero intracelular clave en plantas, modulando procesos esenciales como
el crecimiento, la defensa frente a estreses bioticos y abidticos, y la respuesta a
estimulos ambientales (Bellandi et al., 2022; Yu et al., 2022). Entre los principales
inductores de la sefializacién de Ca?* se encuentran los aminoéacidos, incluyendo
el L-glutamato, que activa receptores tipo glutamato (GLRs), esenciales para la
transmision de sefiales de calcio en plantas (Bellandi et al., 2022). Sin embargo,
se han identificado otros amino&cidos que también pueden actuar como posibles
agonistas de los GLRs (Bellandi et al., 2022; Vincill et al., 2013). Ademas, se ha
observado que el ACC también es capaz de activar la sefializacion de Ca?* a
través de estos canales (Mou et al., 2020). En Arabidopsis thaliana, se ha visto
gue la aplicacion exdgena de algunos de estos compuestos es capaz de inducir
respuestas sistémicas de calcio, desencadenando la propagaciéon de ondas de
Ca?* desde los tejidos tratados hacia otras regiones de la planta (Toyota et al.,
2018). Por tanto, para evaluar tanto las respuestas proximales como distales en
el talo de Marchantia polymorpha, se analiz6 si cada uno de los 20 aminoacidos
proteinogénicos y el ACC son capaces de actuar como agonistas de los GLRs,
de manera similar a lo descrito en plantas vasculares, cuando se aplican de
manera exégena en la planta.

Los resultados obtenidos (Fig. 6A-D) muestran como la aplicacion exdgena del
aminoacido L-glutamato induce la propagacion de sefiales de calcio en tres
regiones del talo (local, proximal y distal) de las lineas sensoras L47 y L48 de
Marchantia polymorpha, en comparacién con el tratamiento control. En la linea
L47 (Fig. 6A) los resultados indican un aumento significativo de estas sefales en
las regiones local y proximal a los 30 segundos tras la aplicacién del L-glutamato
respecto al control. No obstante, en las regiones distales no se detectaron
cambios significativos. A los 60 segundos, las sefiales de calcio en las regiones
local y proximal comenzaron a disminuir, aunque permanecieron
significativamente elevadas en comparacion con el control. En la linea L48 (Fig.
6B), la respuesta al L-glutamato siguio un patron similar, con un aumento de las
sefales de calcio en las regiones local y proximal a los 30 segundos, aunque con
una magnitud algo menor que en L47. Ademas, en las regiones distales se
observd un incremento significativo a los 60 segundos, lo que sugiere una
propagacion mas eficiente de la sefial en esta linea en comparacion con L47.

Las imagenes obtenidas con la lupa de fluorescencia MacroFluo (Fig. 6C-D) son
la base de los datos cuantitativos, mostrando ademas la progresion temporal de
la fluorescencia en las plantas tratadas. En ambas lineas (L47 y L48), se observa
una sefal inicial en la region local, que posteriormente se propaga hacia las
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regiones proximal y distal. En el control, no se observan cambios en la
fluorescencia, lo que confirma que el aumento observado es especifico del
tratamiento por el aminoacido L-glutamato y sugiere que la activacién de los
receptores GLR podria participar en esta respuesta.
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Figura 6. La aplicacion exdgena de L-glutamato desencadena la transmision sistémica de ondas de Ca?.
Cuantificacién del incremento de la fluorescencia (AF/F) emitida por el sensor GCaMP3 a los 30 y 60 segundos tras la
aplicaciéon de 10 mM de L-glutamato en las lineas sensoras GCaMP3 L47 (A) y L48 (B). Los datos se muestran como la
media * la desviacion estandar (n=10-15). Los asteriscos indican el nivel de significacion calculado con un t-test no
pareado comparando el control frente al tratamiento para cada tiempo y posicién: * p-valor <0,05, ** p-valor < 0,01, ns no
significativo. (C-D) Secuencia de imagenes de la fluorescencia de las plantas de M. polymorpha expresando el sensor
GCaMP3 en las lineas L47 (C) y L48 (D) antes (0 segundos) y después de los tratamientos (30 y 60 segundos). La flecha
indica el lugar de aplicacion del aminoacido. Barras de escala: 5 mm (C-D).

En este contexto, se evalu6 la capacidad de otros aminoacidos para inducir
respuestas similares o diferenciales en la linea L47 de Marchantia polymorpha.
Los resultados presentados muestran la magnitud de las sefiales de calcio en
las mismas tres regiones (local, proximal y distal) 30 segundos después de la
aplicacion exégena de 20 aminoacidos diferentes a una concentracion de 10 mM,
ademas de 1 mM de ACC y un control (Fig. 7A-D).

En laregion local (Fig. 7A), el L-glutamato indujo el mayor incremento en la sefal
de fluorescencia, confirmando su capacidad como principal activador de sefales

en las areas cercanas al sitio de aplicacién. Otros aminoacidos como la L-
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glutamina, la L-histidina, la L-glicina, la L-metionina y la L-serina, también
generaron incrementos significativos en la fluorescencia, aunque de menor
magnitud en comparacion con el L-glutamato.
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Figura 7. Efecto de los 20 amino&cidos proteinogénicos y ACC en la sefializacion de Ca?" en Marchantia
polymorpha. Cuantificacion del incremento de fluorescencia (AF/F) emitida por el sensor GCaMP3 a los 30 segundos
tras la aplicacion de tratamientos diferentes: Control 0 10 mM de cada uno de los 20 aminoéacidos y 1 mM de ACC. Los
valores se analizaron en tres regiones de la linea sensora L47: (A) Local, (B) Proximal y (C) Distal. Los datos se muestran
como la media + la desviacion estandar (n=4). Los asteriscos indican el nivel de significacién calculado con un t-test no
pareado comparando el control frente al tratamiento para cada tiempo y posicién: * p-valor <0,05, ** p-valor < 0,01, *** p-
valor < 0,001, ns no significativo. (C-D) Secuencia de imagenes de la fluorescencia de las plantas de M. polymorpha
expresando el sensor GCaMP3 en las lineas L47 (C) y L48 (D) antes (0 segundos) y después de los tratamientos (30 y
60 segundos). La flecha indica el lugar de aplicacién del aminoacido. Barras de escala: 5 mm (C-D).

Por otro lado, amino&cidos como la L-isoleucina, la L-alanina, la L-cisteina, la L-
asparagina y el L-acido aspartico produjeron aumentos moderados en la sefial
de fluorescencia, pero significativamente mayores que los del control. En
contraste, aminoacidos como la L-fenilalanina, el L-triptéfano, la L-valina 'y la L-
leucina no mostraron diferencias significativas respecto al control, lo que indica
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que su efecto sobre la sefializacién de Ca?* es nulo o limitado en esta regién. De
manera similar, el ACC tampoco indujo cambios significativos en la sefal de
fluorescencia.

En la region proximal (Fig. 7B) el L-glutamato continué siendo el principal
inductor de sefiales de Ca?*, aunque con valores mas bajos que en la regién
local. Aminoacidos como la L-histidina, la L-serina, la L-isoleucina y la L-alanina
mantuvieron efectos significativos, pero con una reduccion en su intensidad
respecto a la region local. En el caso de la L-metionina, se observé un aumento
significativo en la fluorescencia, superando al resto de los aminoacidos en esta
region proximal. Similar a la region local, los aminoacidos L-fenilalanina, L-
triptéfano, L-valina, L-leucina y el ACC no presentaron cambios en comparacion
con el control.

En general, en la region distal (Fig. 7C), que representa el area mas alejada del
sitio de aplicacion, los efectos de los amino&cidos fueron mas atenuados. El L-
glutamato generd un incremento en la fluorescencia, aunque considerablemente
menor que en las regiones local y proximal, lo que sugiere una disminucion en la
propagacion de la sefial de Ca?* con la distancia. Aminoacidos como L-histidina,
L-glicina y L-metionina continuaron mostrando incrementos significativos en esta
region, pero los valores fueron cercanos al limite de deteccion. En contraste,
aminoacidos como L-arginina perdieron por completo su capacidad para inducir
sefales detectables en esta regidén, mientras que la L-glutamina mantuvo un
efecto similar en todas las regiones analizadas. Al igual que en las regiones local
y proximal, aminoacidos como L-triptéfano, L-fenilalanina, L-leucina, L-valinay el
ACC no produjeron diferencias significativas.

Para evaluar el papel de los receptores GLR en la propagacion de sefales de
calcio inducidas por amino&cidos, se analizaron las lineas mutantes Mpglr-7 y
Mpglr-9 de Marchantia polymorpha, en comparacion con sus respectivas lineas
sensoras L47 y L48. Se aplicaron exdégenamente tanto L-glutamato como L-
metionina, y se evaluaron sus efectos en la propagacion de sefiales de calcio en
diferentes regiones (local, proximal y distal) a los 30 segundos de la aplicacién
del aminoacido (Fig. 8 y Fig. 9).

En las lineas sensoras L47 y L48, el L-glutamato (Fig. 8A; Fig. 9A) induce un
aumento significativo en las sefales de calcio en las regiones local y proximal 30
segundos después de su aplicacion, mientras que en la region distal la induccion
es mas deébil. En contraste, las lineas mutantes Mpglr-7 y Mpglr-9 no muestran
ningun tipo de respuesta en las regiones analizadas, o que subraya el papel
crucial del gen MpGLR en la mediacion de estas sefales. De manera similar, el
tratamiento con L-metionina en las lineas sensoras (Fig. 8B; Fig. 9B) también
genera un incremento en las sefales de calcio en las regiones local y proximal,
aunqgue el efecto en la region distal es muy reducido. En las lineas mutantes
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Mpglr-7 y Mpglr-9, la aplicacion de L-metionina tampoco produce respuestas
significativas, reforzando aun mas la implicacion de MpGLR en la regulacion de
sefales de calcio en respuesta a estos compuestos.
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Figura 8. La aplicacion exégena de L-glutamato y L-metionina sobre plantas mutantes no desencadena la
transmision de ondas de Ca?'. (A-B) Cuantificacion del incremento de la fluorescencia (AF/F) emitida por el sensor
GCaMP3 a los 30 segundos tras la aplicacion de los tratamientos: Control, 10 mM de L-Glutamato (A) y 10 mM L-
Metionina (B) comparando la linea L47 y su mutante Mpglr-7. Los valores se analizaron en tres regiones: Local, Proximal
y Distal. Los datos se muestran como la media + la desviacion estandar (n=10). Los asteriscos indican el nivel de
significacion calculado con un t-test no pareado comparando plantas mutantes frente a las plantas silvestres para cada
uno de los tratamientos: * p-valor <0,05, ** p-valor < 0,01, *** p-valor < 0,001, ns (no significativo). (C) Secuencia de
imagenes de la fluorescencia de las plantas de M. polymorpha expresando el sensor GCaMP3 antes (0 segundos) y
después de los tratamientos (30 y 60 segundos). La flecha roja indica el lugar de aplicacién del aminoéacido. Barras de
escala: 5 mm (C).

10 mM L-Met

Ademas, se observan diferencias especificas en la respuesta al tratamiento con
L-metionina entre las lineas sensoras. En la linea L47, el incremento de
fluorescencia es particularmente alto en la regién proximal, lo que sugiere que la
sefalizacion de calcio inducida por la metionina en esta linea es mas eficiente a
medida que la sefal avanza con el tiempo. Por el contrario, en la linea L48, la
seflal de calcio disminuye gradualmente al propagarse hacia regiones mas
distales, lo que podria indicar una menor eficiencia en la transmisién de la sefial
de calcio en esta linea.

Las imagenes obtenidas con la lupa de fluorescencia MacroFluo (Fig. 8C; Fig.
9C) son la base de los datos cuantitativos y verifican que en las lineas mutantes
Mpglr-7 y Mpglr-9, no se detecta propagacion de sefiales de calcio tras la
aplicacion de L-glutamato o L-metionina. En estas lineas, la intensidad de la
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fluorescencia permanece constante en todas las regiones del talo a lo largo de
los intervalos de tiempo evaluados (0, 30 y 60 segundos).
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Figura 9. La aplicacion exégena de L-glutamato y L-metionina sobre plantas mutantes no desencadena la
transmision de ondas de Ca?". (A-B) Cuantificacion del incremento de la fluorescencia (AF/F) emitida por el sensor
GCaMP3 alos 30 segundos tras la aplicacion de los tratamientos: Control, 10 mM de L-glutamato (A) y 10 mM L-Metionina
(B) comparando la linea L48 y su mutante Mpglr-9. Los valores se analizaron en tres regiones: Local, Proximal y Distal.
Los datos se muestran como la media + la desviacion estandar (n=10-15). Los asteriscos indican el nivel de significacion
calculado con un t-test no pareado comparando plantas mutantes frente a las plantas silvestres para cada uno de los
tratamientos: * p-valor <0,05, ** p-valor < 0,01, *** p-valor < 0,001, ns (no significativo). (C) Secuencia de imagenes de la
fluorescencia de las plantas de M. polymorpha expresando el sensor GCaMP3 antes (0 segundos) y después de los
tratamientos (30 y 60 segundos). La flecha roja indica el lugar de aplicacion del aminoacido. Barras de escala: 5 mm (C).

10 mM L -Met

Estos resultados sugieren que el canal MpGLR es esencial para la transduccion
de sefiales de calcio en respuesta al L-glutamato y la L-metionina,
desempefiando un papel clave en los mecanismos de propagacion de estos
estimulos. Ademas, las diferencias en la propagacién de las sefiales de calcio
entre las regiones local y distal sugieren que la proximidad a la fuente del
estimulo es un factor determinante en la capacidad de respuesta, siendo mas
evidente en las regiones cercanas.

4.2La unién de diferentes ligandos de MpGLR provoca respuestas
fisiolégicas en M. polymorpha

Estudios genéticos previos han identificado a los canales GLR como elementos
esenciales para la propagacion de sefiales de Ca?* en M. polymorpha (Sanmartin
et al., 2024; Watanabe et al., 2024). Estos canales son capaces de responder a
una amplia variedad de ligandos, lo que desencadena respuestas fisioldgicas
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que desempeiian un papel clave en la regulacion del crecimiento, la
diferenciacion y la sefializacién del calcio en las plantas (Wudick et al., 2018a).
Entre ellos, el L-glutamato destaca como el activador mas estudiado, mientras
qgue la L-metionina ha demostrado generar respuestas intensas en isoformas
especificas de los GLRs (Tapken et al., 2013); ademas, se ha reportado que el
ACC también puede activar la sefializacién de Ca?* mediada por los GLRs (Mou
et al., 2020). Para evaluar el impacto de estos ligandos en el desarrollo de M.
polymorpha, se analizaron sus respuestas fisiologicas tras 7 dias de cultivo en
medio Gamborg’s B5 suplementado con 100 pM y 1 mM de L-glutamato, 1 mM
de L-metionina y 50 uM de ACC. Estas respuestas se evaluaron tanto en las
lineas sensoras L47 y L48, como en sus respectivos mutantes Mpglr-7 y Mpglr-
9 (Fig. 10A-D).

Los resultados muestran que, en general, se observa una notable disminucion
en el crecimiento del talo de M. polymorpha al cultivar las plantas en medios
suplementados con L-metionina y ACC en comparacién con el control, siendo
este efecto mas pronunciado en el tratamiento con L-metionina (Fig. 10A).
Ademas, se observa una respuesta diferencial entre las lineas parentales L47 y
L48 y los mutantes en el tratamiento con L-metionina. Las lineas L47 y L48
presentan un crecimiento similar entre ellas, mientras que los mutantes exhiben
un crecimiento significativamente mayor, al compararlas con su respectiva linea
parental (Fig. 10C y 10E), destacando particularmente el alelo Mpglr-7, que
muestra el mayor crecimiento entre las lineas analizadas. Por otro lado, en el
tratamiento con ACC, se observa una reduccion de crecimiento tanto en las
lineas parentales como en los mutantes Mpglr, siendo este efecto ligeramente
mayor en los mutantes, al observarse diferencias significativas respecto a su
linea parental (Fig. 10C y 10E). Por el contrario, no se han observado diferencias
apreciables sobre el crecimiento en ninguno de los cuatro genotipos con respecto
al control con las dos concentraciones de L-glutamato estudiadas (Fig. 10A);
tampoco se han encontrado diferencias significativas en el crecimiento entre las
lineas parentales y los mutantes (Fig. 10C y 10E).

Al analizar detalladamente los talos (Fig. 10B, 10D), se observa que los
diferentes tratamientos tienen un impacto significativo en el desarrollo y la
cantidad de tejido fotosintético de Marchantia. En particular, los talos expuestos
a 50 yM ACC muestran una disminucion general del tejido fotosintético,
caracterizado por la presencia de estructuras que permiten el intercambio de
gases (en inglés air chambers) en todo el talo, en comparacion con el control.
Este efecto negativo podria estar relacionado con la funcion del ACC como
precursor del etileno, una hormona vegetal que puede regular procesos como la
senescencia y respuestas al estrés. En el caso de la metionina, no se observa
una disminucion evidente del tejido fotosintético, ya que las plantas tratadas
mantienen un color verde uniforme. Sin embargo, parece haber un efecto
especifico en la region apical de los talos, donde se perciben cambios en la
morfologia en comparacion con el tratamiento control. Dado que la region apical
es clave para el crecimiento y la formacion de tejidos nuevos, este efecto sugiere
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gue la metionina podria estar alterando procesos como la division celular, el
desarrollo del tejido clorofilico o la fotosintesis en esta region. En resumen, el
crecimiento y la cantidad de tejido fotosintético en los talos es mas estable bajo
condiciones de control y o en los tratamientos con L-glutamato. Sin embargo, el
ACC y la L-metionina tienen efectos negativos en el desarrollo de las regiones
con capacidad fotosintética.

A

Control L-Glutamato100 pM L-Glutamato 1 mM L-Metionina 1 mM ACC 50 pMm

Control 100 pM L-Glu 1 mM L-Glu 1 mM L-Met 50 uM ACC

0

Area del Talo (cm?)
o
w

<3

0,2 !5 ¥ muwr
[ L
o 0
s
D
Control 100pyMLGlu 1mMLGIlu  1mMLMet  50uMACC E
0,6
T 05
) E
: 09 | 90 .. de (9% | :.
= i | B Z s
2 90,2 L8
4 3
(100 00 g0 ¥v* | 9o i
s 0
s - e ==} il Pl

Figura 10. Efecto de posibles ligandos de MpGLR sobre el crecimiento de Marchantia. (A) Imagenes de plantas de
las lineas sensoras L47 y L48 y los mutantes Mpglr-7 y Mpglr-9 crecidas durante 7 dias en medio Gamborg’s B5 (Control)
o en medio suplementado con 100 uM y 1 mM de L-glutamato, 1mM de L-metionina y 50 uM de ACC. Se muestran los
genotipos de las plantas (arriba: lineas GCaMP3; abajo: lineas Mpglr). (B) Detalle del efecto de los diferentes tratamientos
con aminoacidos en plantas L47 y los mutantes Mpglr-7. (C) Cuantificacion del area del talo tras los diferentes
tratamientos con aminoéacidos. Se muestra la comparacion entre la linea mutante con su correspondiente linea parental.
(D) Detalle del efecto de los diferentes tratamientos con aminoéacidos en plantas L48 y los mutantes Mpglr-9. (E)
Cuantificacion del area del talo tras los diferentes tratamientos con aminoacidos. Se muestra la comparacion entre la
linea mutante con su correspondiente linea parental. Los asteriscos indican el nivel de significacion calculado con un t-
test no pareado comparando plantas mutantes frente a las plantas silvestres para cada uno de los tratamientos: * p-valor
<0.05, ns no significativo. Barras de escala: 2 mm (A), 5 mm (B-D).

Con el fin de determinar si los aminoacidos que presentan capacidad de activar
la sefializacion de calcio y/o efectos sobre el crecimiento de Marchantia modulan
la expresion de MpGLR, se utilizaron dos lineas transgénicas, disponibles en el
laboratorio, que portan una construccion con el promotor MpGLR fusionado al
gen reportador GUS (MpGLRpro:GUS#2 y MpGLRpro:GUS#6; Fig. 11A-B).
Plantas de estas lineas se crecieron en presencia de L-glutamato, L-metionina 'y
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ACC y se analizé el patron de expresion a diferentes tiempos. Las plantas
analizadas fueron crecidas durante 4 dias en GB5 y posteriormente transferidas
durante 4 o 7 dias adicionales en medio suplementado con los diferentes
aminoacidos. Se observé un patron de expresion similar en ambas lineas, tanto
en talos de 8 dias como en talos de 11 dias, con ligeras diferencias en la
intensidad de la sefal en cada linea segun el tipo de aminoacido. Los resultados
obtenidos coinciden con los del apartado anterior, mostrando un efecto en el
crecimiento en los tratamientos con L-metionina y ACC tanto en las plantas de 8
dias como en las de 11 dias.
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Figura 11. Regulacion de la expresion de MpGLR por la aplicacion exdégena de ligandos putativos. Ensayo
histoquimico de B-glucuronidasa con gemas crecidas en placas de GB5 suplementadas con 100 pM y 1 mM de L-
glutamato, 1mM de L-metioninay 50 uM de ACC durante 8 dias (paneles superiores de Ay B) o crecidas durante 4 dias
en placas GB5 y posteriormente transferidas a placas suplementadas con 100 pM y 1 mM de L-glutamato, 1mM de L-
metionina y 50 uM de ACC (paneles inferiores de A y B). Se muestra una imagen representativa de la expresion de
MpGLRpro:GUS tras los diferentes tratamientos en dos lineas transgénicas independientes: (A) MpGLRpro:GUS#2 y (B)
MpGLRpro:GUS#6. Barras de escala: 5 mm (A-B).

En relacion con la expresion de MpGLRpro:GUS, en talos de 8 dias se observa
actividad en la regién del meristemo apical, que se extiende hacia la zona central
del talo. Sin embargo, la mayor expresion se observa en la zona media del talo
y en la region donde se diferencian los rizoides. En cambio, en los talos de 11
dias, la expresion de MpGLR suele ser mas uniforme en todo el talo, siendo
especialmente evidente en las plantas cultivadas en medio con ACC. En los
tratamientos con L-metionina, se observa un patron similar en plantas de las dos
lineas en los dos tiempos estudiados, observandose una disminucion
significativa en la actividad GUS respecto al control. Por otro lado, en presencia
de ACC, alos 8 dias la expresion es similar al control; mientras que a los 11 dias
se observa una actividad GUS significativamente mas intensa que el control. Por
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otro lado, el patrén de expresion de MpGLR con L-glutamato es ligeramente mas
débil que el control, especialmente en la linea MpGLRpro:GUS#6 (Fig. 11B),
donde se aprecia una mayor diferencia entre las plantas tratadas con L-
glutamato que las crecidas en medio control. En general, la linea
MpGLRpro:GUS#6 presenta una actividad GUS superior en comparacion con la
linea MpGLRpro:GUS#2 (Fig. 11A), lo que podria reflejar diferencias debidas al
sitio de insercion del transgén.

4.3El estrés abiotico altera el crecimiento de M. polymorpha

La sefializacion mediada por calcio en plantas vasculares desempefia un papel
fundamental en la respuesta a factores externos, donde los canales GLR ejercen
un papel relevante (Simon et al., 2023; Wudick et al., 2018a). Sin embargo, se
desconoce un posible papel de MpGLR en estas respuestas en Marchantia. Para
estudiar el papel de este canal en la respuesta frente al estrés abiético, se analizé
el efecto a dos tipos de estreses, el estrés salino, inducido por sal y el estrés
osmotico, inducido por polietilenglicol (PEG), sobre el crecimiento de M.
polymorpha.

Para evaluar el impacto de diferentes concentraciones de sal, las plantas se
crecieron durante 7 dias en medio Gamborg’s B5 suplementado con 40 mM, 70
mM y 100 mM de NaCl y se estudié su efecto en plantas del genotipo silvestre
Tak-1, de la linea sensora L47 y el mutante Mpglr-7 (Fig. 12A-D). Los resultados
muestran un comportamiento similar entre las plantas Tak-1 y las plantas de la
linea L47 bajo las diferentes condiciones de salinidad estudiadas. Se observa
una disminucién del crecimiento a medida que aumenta la concentracion de NaCl
en el medio. A 40 mM de NaCl se observa una disminucion del crecimiento en
comparacion con el control cercana al 15-20%. A mayores concentraciones de
sal (70 mM y 100 mM NaCl), la disminucién del crecimiento se vuelve mas
evidente, alcanzando niveles de reduccion de alrededor del 80% (Fig. 12A). En
general, no hay diferencias significativas entre el genotipo Tak-1 y la linea
sensora L47 (Fig. 12B). Al analizar el efecto de las distintas concentraciones de
NaCl en plantas de la linea L47 frente a su alelo mutante Mpglr-7 (Fig. 12C), se
observd una disminucion en el crecimiento similar en ambos genotipos, lo que
sugiere que el canal MpGLR no parece estar implicado en la respuesta frente al
estrés salino en Marchantia en las condiciones estudiadas.
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Figura 12. Efecto de diferentes concentraciones de sal sobre el crecimiento de Marchantia. (A) Efecto sobre el
crecimiento de plantas silvestres Tak-1y la linea sensora L47 crecidas durante 7 dias en placas de GB5 suplementadas
con 40 mM, 70 mM y 100 mM de sal. (B) Cuantificacion del area del talo de plantas silvestres Tak-1 y la linea sensora
L47 crecidas en distintas concentraciones de sal. Los datos se muestran como la media + la desviacién estandar (n=5-
10). Se muestra la comparacién entre las plantas Tak-1 y linea sensora L47. (C) Detalle del fenotipo de plantas de la
linea sensora L47 y el mutante Mpglr7 tras los 7 dias de crecimiento. D) Cuantificacion del area del talo tras crecimiento
en diferentes concentraciones de NaCl. Se muestra la comparacion entre plantas de la linea L47 y el mutante Mpglr-7.
ns no significativo indica el nivel de significancia calculado con un t-test no pareado al comparar plantas mutantes frente
a plantas silvestres para cada uno de los tratamientos. Barras de escala: 2 mm (A), 5 mm (B).

Para evaluar el impacto de diferentes concentraciones de polietilenglicol, en
primer lugar, se crecieron plantas del genotipo silvestre Tak-1 durante 7 dias en
medio Gamborg’s B5 suplementado con concentraciones crecientes de PEG
(5%, 10%, 15%, 20% y 25% de PEG). No se observé un efecto significativo en
el crecimiento de las plantas crecidas a concentraciones bajas de PEG (5% y
10%) (Fig. 13A-B). Sin embargo, este efecto es evidente en plantas crecidas con
20 y 25% de PEG, donde se observa una reduccion del crecimiento del talo
cercana al 50% (Fig. 13B).

Para estudiar el papel de MpGLR en esta respuesta, se seleccionaron tres
concentraciones (5%, 15% y 25%) y se crecieron plantas de la linea L47 y el
mutante Mpglr-7. Al analizar el crecimiento de los talos en estas concentraciones,
se observa un impacto significativo del estrés en ambos genotipos (Fig. 13C), ya
gue el crecimiento del talo disminuye a medida que la concentracion de PEG
aumenta. Sin embargo, el analisis estadistico entre el genotipo L47 y su mutante
demuestra que no existen diferencias significativas entre estas lineas (Fig. 13D),
lo que sugiere que la ausencia de MpGLR no afecta a la respuesta al estrés
inducido por PEG.
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5. Discusion

Los receptores tipo Glutamato (GLR) son componentes clave en la sefializacion
celular de las plantas, y su activacién por ligandos especificos, como los
aminoacidos (Grenzi et al., 2020), permite la propagacion de sefales de calcio,
lo que contribuye a modular la transduccion de sefales y la respuesta de las
plantas frente a condiciones adversas, como el estrés abiotico (Toyota et al.,
2018; Wudick et al., 2018a). Se ha descrito que los aminoacidos glutamato y
glicina son los principales activadores de estos receptores, ya que inducen
respuestas sistémicas de calcio cuando se aplican de manera exdgena en los
cotiledones de las plantas (Bellandi et al., 2022). Sin embargo, se han
identificado otros aminoécidos como posibles agonistas, aunque con menor
intensidad, como la alanina, la serina, la asparagina y la cisteina (Bellandi et al.,
2022; Vincill et al., 2013). Ademas, se ha observado que el ACC es capaz de
activar la sefalizacion de Ca?* a través de los canales GLR en Physcomitrella
(Mou et al., 2020). Por ello, en este trabajo se ha evaluado el papel de los 20
aminoacidos proteinogénicos y el ACC como posibles agonistas en la
sefializacion mediada por calcio en Marchantia, analizando su respuesta a nivel
local y en tejidos sistémicos, tanto proximales como distales.

Los resultados de este trabajo han demostrado que la aplicacion exdgena de
algunos de estos aminoacidos es capaz de inducir la activacion de la
sefalizacion de calcio en Marchantia polymorpha mientras que el ACC no
provoca la activacién de las ondas de calcio. Esto respalda la hipétesis de que
ciertos aminoacidos actiian como posibles agonistas de los receptores GLR, tal
como se ha documentado previamente en plantas vasculares (Bellandi et al.,
2022; Vincill et al., 2013). En particular, el L-glutamato, el principal ligando de los
receptores GLR en plantas vasculares, demostré ser el principal activador de
sefalizacion de calcio en Marchantia, induciendo un aumento significativo en las
ondas de calcio, tanto en la regién local como en el tejido sistémico proximal de
las lineas L47 y L48.

Por otro lado, se ha observado que otros aminoacidos también pueden inducir
respuestas inmediatas cuando se aplican exdgenamente sobre el talo de
Marchantia polymorpha. En particular, la L-glutamina ha mostrado ser altamente
inductiva en la region local, solo superada por el L-glutamato. Esto podria
explicarse por la estrecha relacion metabdlica entre ambos compuestos. El
glutamato, precursor directo de la glutamina, puede ser regenerado mediante el
ciclo GS-GOGAT, un mecanismo clave en el metabolismo del nitrogeno
(Fortunato et al., 2023). Una vez aplicada exdgenamente, la glutamina podria ser
metabolizada para aumentar los niveles de glutamato, que interactia
directamente con los receptores GLR, desencadenando las vias de sefalizacion
calcio intracelular. Ademas, es posible que los GLR también sean capaces de
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reconocer la glutamina, dada su flexibilidad en la deteccion de diferentes
ligandos.

Por el contrario, otros aminoacidos, como la L-fenilalanina y el L-triptéfano, no
generaron respuestas detectables, lo que sugiere que estos aminoacidos
probablemente carecen de las caracteristicas estructurales necesarias, como
grupos funcionales adecuados o estructuras que favorecen la interaccioén con los
GLR. Ademas, aunque estudios previos han demostrado que el ACC puede
activar la sefalizacion de calcio en Arabidopsis y Physcomitrella (Mou et al.,
2020), en el caso de Marchantia polymorpha, no se observa activacion de la
sefalizacion de calcio tras la aplicacion exdégena del ACC, lo que sugiere que los
efectos observados en otras especies podrian depender de diferencias en la
estructura de los canales o a mecanismos alternativos. Por otro lado, el analisis
de los mutantes Mpglr-7 y Mpglr-9 sugiere un papel importante de estos
receptores en la activacion de la sefalizacion de calcio mediada por ciertos
aminoacidos en Marchantia polymorpha, ya que, no se observaron respuestas
significativas tras la aplicacién de L-glutamato o L-metionina, lo que refuerza la
idea de que estos aminoacidos podrian actuar como agonistas de los MpGLR y
gue estos canales son esenciales para la propagacion de sefiales de calcio en
esta especie.

Para profundizar en el papel de estos aminoacidos, se analiz6 el efecto sobre el
desarrollo de Marchantia en ensayos de crecimiento en medio Gamborg’s B5
suplementado con aminoacidos. Las plantas crecidas en L-glutamato no
mostraron diferencias significativas en el crecimiento en comparacion con el
control; mientras que las plantas crecidas en medio suplementado con L-
metionina o ACC experimentaron una reduccion notable en el crecimiento,
siendo el efecto mas pronunciado con la L-metionina. Estos resultados sugieren
que el glutamato actia principalmente como sefalizador, sin afectar
directamente al crecimiento. En contraste, la reduccién del crecimiento
observada con la metionina sugiere que los efectos del aminoacido sobre el
crecimiento van mas alla de la activacion directa de los GLR y la sefializacion de
calcio. Aunque la metionina activa la sefializacion de calcio a través de la union
a los receptores GLR, podria estar involucrada en la regulacion de vias
metabdlicas u hormonales que afectan al crecimiento de manera negativa. En
linea con los resultados, donde el tratamiento con ACC redujo el crecimiento de
Marchantia polymorpha, estudios previos han mostrado que el ACC inhibe el
crecimiento de gemas y el desarrollo de esta planta al suprimir la division celular,
de manera similar a lo observado en nuestros resultados. Ademas, se ha
demostrado que mutantes de pérdida de funcidén de la ACC sintasa (MpACS),
que participa en la biosintesis del etileno, producen niveles bajos de ACC, lo que
resulta en gemas mas grandes y tasas de gemas mas numerosas (Li et al.,
2020). Estos hallazgos sugieren que el ACC podria ser una sefial evolutivamente
conservada que regula varios procesos de crecimiento y desarrollo en las
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plantas, especialmente en respuesta a factores de estrés y otros estimulos
ambientales (Mou et al., 2020).

Nuestros resultados sugieren que el gen MpGLR desempefia un papel clave en
la respuesta diferencial de las plantas a la L-metionina y al ACC, actuando como
un modulador en vias metabdlicas y de sefalizacion relacionadas con el
crecimiento. En presencia de L-metionina, las plantas mutantes (Mpglr-7 y Mpglr-
9) muestran un mayor crecimiento en comparacion con las lineas parentales (L47
y L48), lo que sugiere que la pérdida de funcion de MpGLR confiere una menor
sensibilidad o una mayor tolerancia a este aminoacido. Esto indica que MpGLR
y/o la sefalizacion mediada por calcio podria estar implicado en la regulacion
negativa del crecimiento en respuesta a la L-metionina, posiblemente modulando
su conversion a ACC o su impacto en la sefializacion hormonal. Por el contrario,
bajo tratamiento con ACC, las plantas mutantes presentan un crecimiento mas
reducido que las lineas sensoras, lo que sugiere que MpGLR podria actia como
un modulador de la respuesta al ACC, limitando sus efectos inhibitorios sobre el
crecimiento. Esto apunta a una conexion directa entre MpGLR vy la sefializacion
del etileno, ya que el ACC es el precursor de esta hormona.

Los patrones de expresion de MpGLR observados en las lineas MpGLRpro:GUS,
aportaron informacion adicional sobre la actividad de estos canales en respuesta
a los diferentes tratamientos. La mayor actividad GUS en regiones especificas,
como el meristemo apical, refleja la importancia de los GLRs en estas areas
clave para el crecimiento y desarrollo. En general, aunque los patrones de
expresion son similares, la linea MpGLRpro:GUS#6 muestra una mayor actividad
GUS en comparacion con MpGLRpro:GUS#2, lo que podria atribuirse a factores
como el efecto de posicion del transgén. También es posible que la regulacion
epigenética influya en estas diferencias, con la linea #2 mostrando niveles de
expresion mas bajos debido a mecanismos de represion epigenética.

La expresion diferencial del marcador GUS en respuesta a L-metionina y ACC
sugiere roles especificos de MpGLR en la sefializacion de estos compuestos. En
presencia de metionina, se observa una baja actividad GUS en comparacion con
el control, lo que sugiere que la L-metionina tiene un efecto menor sobre las vias
gue regulan la expresién de MpGLR. Por el contrario, el tratamiento con ACC
resulta en una expresion mayor de MpGLR, lo que sugiere una regulacion de
MpGLR mediada por la transduccion de sefiales derivadas del ACC y el etileno.

Finalmente, los resultados obtenidos bajo condiciones de estrés abiético
demuestran que tanto la salinidad como el estrés osmatico inducido por PEG
provocan una reduccién en el crecimiento de M. polymorpha. Este efecto se
intensifica con el aumento de las concentraciones de NaCl y PEG, lo que
concuerda con estudios previos en los que se observo un gradiente negativo de
crecimiento con el aumento de las concentraciones de sal y PEG (Tan et al.,
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2023). La ausencia de diferencias significativas entre las plantas silvestres y el
mutante Mpglr-7 sugiere que las vias involucradas en la respuesta al estrés
abidtico podrian ser independientes de los canales GLR.

En conjunto, los resultados obtenidos en este Trabajo de Fin de Master
demuestran que los canales GLR son esenciales en la sefializacion de calcio en
M. polymorpha, mediada por aminoacidos como el L-glutamato. Sin embargo,
las respuestas al estrés abidtico parecen involucrar vias independientes de
MpGLR. Todo esto resalta la complejidad de la sefalizacion en especies no
vasculares, proporcionando nuevas perspectivas para entender sus mecanismos
de adaptacion.
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. Conclusiones

La aplicacion exogena de algunos aminoacidos, como el L-glutamato y la
L-metionina, induce la sefalizacion de calcio tanto local como sistémica
en M. polymorpha.

Los canales GLR son esenciales en la sefalizacién de calcio mediada por
aminoacidos como el L-glutamato en M. polymorpha.

La L-metionina afecta al crecimiento de Marchantia a través de vias
independientes de los GLR.

La induccién de la expresiéon de MpGLR en plantas crecidas con ACC
sugiere la importancia de la sefalizacion por etileno en la modulacién de
la sefalizacidon mediada por calcio.

Las respuestas al estrés abidtico, en particular al estrés salino y el estrés
osmoético, son independientes de la actividad del canal MpGLR en M.
polymorpha.
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