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L. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El potasio es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de
las plantas, ya que participa en una serie de funciones vitales para el metabolismo
celular, el crecimiento vegetal y la adaptacién a distintos estreses. Entre estas
funciones se incluyen activacion enzimatica, sintesis proteica, funcionalidad del
aparato fotosintético, neutralizacion de cargas negativas en proteinas y acidos
organicos, mantenimiento de la homeostasis del pH citoplasmatico, expansion
celular, desarrollo del tubo polinico, apertura y cierre de estomas, movimientos de
organos inducidos por luz y movimientos sismondsticos (Marschner, 1995;
Amtmann et al., 2004; Britto y Kronzucker, 2008; Maathuis, 2009). Por todo ello, la
deficiencia de potasio es uno de los factores que mas afecta al rendimiento de los
cultivos, provocando una reduccion de la cantidad y calidad de la produccion,
afectando al procesado de los productos recolectados e incrementando Ia
susceptibilidad de dichos cultivos al ataque por hongos, insectos y otros organismos
patdgenos, asi como a danos por helada y sequia (Marschner, 1995; Amtmann et al.,
2008).

El potasio es el catiéon mas abundante en los tejidos vegetales, representando
entre el 1 y 10% del peso seco de la planta (Leigh y Jones, 1984). En las células
vegetales la concentracion citosdlica de potasio estd sometida a un control
homeostatico muy estricto, manteniéndose entre 100 y 200 mM (Leigh y Jones,
1984). El mantenimiento de esta concentracion citosolica se establece
mayoritariamente a expensas del potasio vacuolar, pues las vacuolas constituyen el
principal reservorio de este catién en las células vegetales. Los flujos de K* que se
producen entre el citosol y los reservorios intracelulares del cation o entre el citosol
y el exterior celular dependen de la actividad de transportadores ionicos que, dada
la similitud entre los iones K* y Na*, pueden participar en los flujos de ambos
cationes. Por consiguiente, los sistemas de transporte de K* en plantas pueden
desempefiar un papel importante no sélo en la nutricién de K* sino también en la
tolerancia de las plantas a la salinidad, fendmeno asociado mayoritariamente a la
presencia de elevadas concentraciones externas de NaCl.

Numerosos estudios indican que la capacidad de las plantas para mantener
una alta razéon K*/Na* citosdlica es un mecanismo clave en la tolerancia a estrés
salino. En consecuencia, la investigacion de las bases moleculares que contribuyen a
la homeostasis de K* y Na* permitird identificar los transportadores y canales
ionicos implicados tanto en la adecuada nutriciéon de K* como en la prevencion de la
acumulacidn citosdlica de Na* que podria ser toxico para la planta. El gran nimero
de transportadores y canales de K* identificados hasta el momento a nivel
molecular, ha puesto de manifiesto la compleja naturaleza del transporte de K* en
plantas. Sin embargo, los papeles fisioldgicos de estas proteinas en el influjo, eflujo,
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compartimentacion y transporte de potasio y también de Na*, han sido sdlo
parcialmente caracterizados (Gierth y Maser, 2007; Lebaudy et al., 2007; Szczerba et
al., 2009).

En el genoma de Arabidopsis thaliana se han identificado tres familias de
genes que codifican los transportadores de K+ KT/HAK/KUP, TRK/HKT y CPA
(Maéser et al., 2001), y otras tres familias mas de genes que codifican canales
selectivos de K, de los tipos Shaker, TPK (tandem-pore) y Kir (inward-rectifying)
(Lebaudy et al., 2007). La familia de antiportadores CPA se divide a su vez en dos
subfamilias, CPA1 y CPA2. La mayoria de los transportadores bien caracterizados
de esta familia pertenecen a la subfamilia CPA1 e inicialmente fueron descritos
como antiportadores Na‘*/H* intracelulares y de membrana plasmatica (Brett et al.,
2005). La familia CPA2 incluye seis genes KEA (K* Exchange Antiporters) de funcion
desconocida. Estos genes se han identificado mediante homologia de secuencias con
antiportadores K*/H* bacterianos, y constituyen la familia de transportadores de
plantas menos estudiada (Maser et al., 2001).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, el objetivo de esta Tesis Doctoral ha
sido la caracterizacion funcional de antiportadores KEA de Arabidopsis. Este
objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos especificos:

1. Analisis de las secuencias de AtKEA. Se ha llevado a cabo el andlisis topoldgico
y el alineamiento con las secuencias de otras proteinas de la familia CPA2 con el
fin de determinar sus homologias y relaciones filogenéticas, y asi, por analogia a
la funcion descrita para proteinas cercanas filogenéticamente, establecer una
aproximacion de sus posibles funciones.

2. Caracterizacion funcional de antiportadores de AtKEA mediante expresion
heterdloga en levadura. Para examinar la funcion de los genes KEA de
Arabidopsis, hemos estudiado si estos transportadores complementan los
fenotipos causados por la disrupcion de Nhxlp y Khalp en levadura. Este
estudio nos permite ademas comparar la funcién de las proteinas KEA con la de
otros antiportadores pertenecientes a las familias CPA1 y CPA2. También hemos
investigado si la expresion de estos transportadores en levadura tiene algun
efecto en el contenido idnico, analizando para ello los contenidos intracelulares
de Na*y K*.

3. Caracterizacion funcional de las proteinas AtKEA in vitro. Se han desarrollado
ensayos funcionales con el objetivo de determinar la actividad de intercambio
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ionico de estas proteinas. Para ello se utilizaron proteinas purificadas y
reconstituidas en liposomas, con el fin de evitar las interferencias causadas por
otros transportadores presentes en las membranas nativas. En el caso concreto
de AtKEA?2, también se ha determinado la actividad de intercambio cation/H* en
vacuolas aisladas de levadura que expresan este antiportador, con el objetivo de
confirmar los resultados obtenidos en las medidas de actividad en
proteoliposomas.

Andlisis de aminoacidos posiblemente implicados en la regulacion de la
actividad de AtKEA2. Mediante mutagénesis dirigida se han obtenido dos
proteinas mutantes. Los aminodcidos diana de la mutagénesis fueron un
aspartato identificado como sitio de union al Na*, universalmente conservado en
todos los antiportadores de las familias CPA1 y CPA2; y un glutamato
perteneciente al bucle citoplasmatico regulador de la proteina KefC de E. coli,
critico en su funcionamiento y conservado en los transportadores KefC, KefB y
AtKEA1-3. Las proteinas mutadas también se han caracterizado mediante
ensayos de complementacion en levadura y determinacion de la actividad tras
ser purificadas y reconstituidas en proteoliposomas.

Localizacion subcelular de AtKEAs mediante microscopia confocal, utilizando
proteinas de fusion de los antiportadores con la proteina GFP expresadas
transitoriamente en protoplastos del mesdfilo de Arabidopsis, y mediante
microscopia de fluorescencia en levaduras que expresan la proteina de fusién
con GFP y eYFP. En el caso concreto de AtKEA3 se ha llevado a cabo una
aproximacion de su localizacion mediante inmunodeteccion en fracciones de
membrana de levadura que expresan la proteina de fusiéon AtKEA3 con el
epitopo V5-6xHis. El objetivo de los estudios de localizacién subcelular fue
profundizar en el papel que juegan estos antiportadores en la homeostasis idnica
y frente al estrés salino, comparando su localizacion con la de otras proteinas de
la familia CPA de funcion conocida.
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1. IMPORTANCIA DEL POTASIO EN LA NUTRICION VEGETAL
1.1. FUNCIONES BIOLOGICAS DEL POTASIO

El potasio es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de
la planta pues es el cation mas abundante en los tejidos vegetales, representando
entre el 1 y el 10% del peso seco de la planta (Leigh y Jones, 1984).

En las células vegetales la concentracion citosolica de potasio esta sometida a
un control homeostatico muy estricto, manteniéndose en valores entre 100 y 200
mM (Leigh y Jones, 1984). Por el contrario, la concentracion de potasio en los
compartimentos subcelulares es altamente variable y refleja el estado de la planta
respecto a este macronutriente. El pool de potasio vacuolar es muy dindmico,
ganando y perdiendo potasio en funcion de los requerimientos de la célula para
mantener la homeostasis en el citosol. La concentracion vacuolar de potasio oscila
entre 10 y 200 mM, alcanzandose concentraciones de hasta 500 mM en las células
guarda de los estomas. En el apoplasto las concentraciones de potasio son
normalmente bajas, a excepcion de células o tejidos especializados, como estomas y
pulvinulos, donde se puede alcanzar una concentraciéon de 100 mM de manera
transitoria. (Leigh y Jones, 1984; Marschner, 1995; Ashley et al., 2006).

El potasio participa en una serie de procesos bioquimicos y biofisicos muy
importantes para la planta, llevando a cabo funciones vitales en el metabolismo
celular, en el crecimiento vegetal y en la adaptacion a estreses. Estas funciones se
pueden clasificar en dos tipos: aquellas basadas en el mantenimiento de una
concentracion estable de potasio (en torno a 100 mM) en compartimentos
metabolicamente activos, tales como citoplasma, ntcleo, estroma de cloroplastos y
matriz de mitocondrias; y aquellas basadas en la alta movilidad del potasio en la
planta a todos los niveles (celular, tisular y transporte a larga distancia a través del
xilema y el floema) (Marschner, 1995). La primera clase de funciones incluye
activacion enzimatica, sintesis proteica, mantenimiento del aparato fotosintético,
neutralizacion de cargas negativas en proteinas y 4cidos organicos, y
mantenimiento de la homeostasis del pH citoplasmatico. La segunda clase de
funciones comprende fenémenos relacionados con la osmorregulacion y
mantenimiento del potencial de membrana, tales como expansion celular, desarrollo
del tubo polinico, crecimiento vegetal, apertura y cierre de estomas, movimientos de
organos inducidos por luz y movimientos sismondsticos (Marschner, 1995;
Amtmann et al., 2004; Britto y Kronzucker, 2008; Maathuis, 2009) (Fig. Al).
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Fig. A1l. Principales funciones del K*. La toma de potasio se lleva a cabo a través de un
simporte con H* mediado por transportadores de alta afinidad (HAK) y canales iénicos de
baja afinidad (AKT). Dentro de la planta, las propiedades caotrépicas del K* lo convierten en
un contraion ideal para contrarrestar cargas negativas en los acidos nucleicos (1) y proteinas
(2). Ademas, el K* activa enzimas especificas (3) actuando como un cofactor en reacciones
enzimaticas que convierten el sustrato (S) en producto (P). El K* es el principal cation en la
vacuola (4), donde genera la turgencia necesaria para mantener la estructura y facilitar la
expansion celular, el crecimiento de la planta y la regulacion de la apertura estomatica (5)

(Maathuis, 2009).

1.1.1. Activacion enzimatica

La actividad de un gran nimero de enzimas depende completamente del K,
6 es estimulada por este cation. El K* se une a las enzimas e induce en ellas cambios
conformacionales que incrementan la velocidad de las reacciones cataliticas (Vmax), y
en algunos casos la afinidad por el sustrato (Km). Esta union es muy selectiva para el
K* que no puede ser sustituido por otros iones similares como el Na* ¢ el Li*
(Suelter, 1970; Marschner, 1995).

En plantas deficientes en potasio se producen una serie de alteraciones
metabolicas que incluyen la acumulacién de carbohidratos de bajo peso molecular y
compuestos nitrogenados solubles y la disminucion en el contenido de almidon.
Esto es debido a que muchas de las enzimas reguladas por el K* estan implicadas en
el metabolismo de carbohidratos (como piruvato quinasa, fosfofructoquinasa, ADP-
glucosa sintasa y almidon sintasa) y en el metabolismo del nitrogeno (nitrato
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reductasa). Otras enzimas activadas por K* son varias isoformas de pirofosfatasas y
H*ATPasas (Marschner, 1995).

1.1.2. Sintesis proteica

El potasio desempenia un papel esencial en la sintesis de numerosas
proteinas, entre ellas, la ribulosa bifosfato carboxilasa (rubisco), y la nitrato
reductasa, enzimas claves en el metabolismo de la planta. Esto se pone de
manifiesto en plantas deficientes en K, en las que se observa una acumulacion de
aminodcidos, amidas y nitrato. Es probable que el K* esté implicado en varios pasos
de la traduccidon proteica, incluyendo la unién del ARN de transferencia al
ribosoma, y también en la regulacion transcripcional y post-transcripcional de
algunas enzimas (Marschner, 1995; Blaha et al., 2000).

1.1.3. Fotosintesis

En plantas superiores, el potasio afecta a la fotosintesis a varios niveles. El
potasio es un contraion esencial del flujo de protones a través de la membrana de los
tilacoides, por lo que es necesario para el establecimiento del gradiente de pH que
impulsa la sintesis de ATP a través de la fotofosforilacion (Tester y Blatt, 1989).
Ademas, es requerido para la actividad ribulosa bifosfato carboxilasa y para la
fijacion de CO:2 en el cloroplasto. Su papel en la fijaciéon de CO: se ha puesto de
manifiesto en cloroplastos aislados, en los que un aumento de la concentracion
externa de K* hasta 100 mM (concentracion de K+ en el citosol de células intactas)
incrementa la fijacion de CO: mas de tres veces (Marschner, 1995). Ademas,
distintos estudios han demostrado que la deficiencia de potasio reduce la actividad
fotosintética y la translocacién del carbono fijado. Este descenso de la actividad
fotosintética esta asociado a la reducciéon del contenido de clorofila y a la
desorganizacion de la estructura de los cloroplastos (Marschner, 1995; Zhao et al.,
2001; Szczerba et al., 2009)

1.1.4. Osmorregulacion

El potasio es el principal soluto inorganico osmoticamente activo en la
vacuola, y su acumulacion es responsable de la creacion del potencial osmético y de
la turgencia celular (Marschner, 1995; Amtmann et al., 2004; Britto y Kronzucker,
2008). Debido a su alta movilidad provoca cambios en la presién osmotica y en la
turgencia, responsables de fendmenos tales como expansion celular, crecimiento
vegetal, desarrollo del tubo polinico, apertura y cierre de estomas, movimientos
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inducidos por luz y movimientos sismonasticos (Britto y Kronzucker, 2008).
Ademas, el potasio es el principal responsable del mantenimiento de un potencial
osmotico alto en la estela de las raices, necesario para el transporte de solutos
impulsado por presidon en el xilema, y para el balance de agua en la planta
(Marschner, 1995).

Expansion celular:

La expansion celular se define como el aumento del volumen celular
provocado por el aumento del volumen vacuolar y el consiguiente incremento de la
superficie de la célula (Dolan y Davies, 2004).

La expansion celular implica no soélo la formacion de una gran vacuola
central que ocupa el 80-90% del volumen celular, sino también un incremento en la
extensibilidad de la pared celular y una acumulacién de solutos, necesaria para la
creacion del potencial osmotico interno (Marschner, 1995). Para que este fenémeno
ocurra de una forma rdpida, los osmolitos implicados tienen que presentar una alta
movilidad. Por ello, el K* (junto con un anion) es el principal soluto que interviene
en la expansion celular, pudiendo ser sustituido por un reducido nimero de iones
inorganicos (entre ellos Na*, Mg? y Ca*) (Amtmann et al., 2004; Dolan y Davies,
2004). Una vez que el crecimiento celular se detiene, el mantenimiento del potencial
osmotico puede llevarse a cabo por solutos menos moviles como azucares. En este
caso el potasio puede almacenarse en la vacuola, dando lugar a un pool vacuolar
que, si es preciso, podria ser movilizado para mantener la homeostasis del K*
citosdlico (Marschner, 1995).

Movimientos de los estomas:

En la mayoria de las especies vegetales, el K*, asociado con un anidn, es el
principal responsable de los cambios de turgencia en las células guarda durante el
movimiento de los estomas. Un aumento en la concentracion de K* en estas células
incrementa su potencial osmotico provocando la entrada de agua procedente de
células adyacentes, el incremento de la turgencia y la apertura de los estomas. Por
otro lado, el cierre de los estomas en oscuridad, o inducido por acido abscisico
(ABA) esta relacionado con la salida de K* y la correspondiente disminucién de la
presiéon osmdtica de las células guarda (Marschner, 1995). La entrada de K* inducida
por la luz en las células guarda es impulsada por una H*-ATPasa de la membrana
plasmatica. Por tanto, la apertura de los estomas estd precedida por una
disminucion del pH en el apoplasto de las células guarda (Edwards et al., 1988). La
acumulacion de K* en las vacuolas estd acompafiada por la entrada de un contraion,
principalmente Cl- o malato*, dependiendo de la especie vegetal y de la
disponibilidad de CI- en las inmediaciones de las células guarda. La toma de K- tiene
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lugar principalmente a través de canales altamente selectivos, mientras que los iones
Cl entran al citoplasma a través de un simporte H*/Cl y el malato* procede de la
ruta de degradacién del almiddn (Dietrich et al., 2001) (Fig. A2).

Dependiendo de las condiciones de crecimiento de la planta y del momento
del dia, el movimiento estomatico puede estar dirigido por otros solutos
osmoticamente activos como los azucares (Tallman y Zeiger, 1988). En condiciones
de deficiencia de potasio, los azucares contribuyen en gran medida a la
osmorregulacién en las células guarda (Poffenroth et al., 1992). Sin embargo, la
produccion de azucar en estas células no es suficiente para cubrir los requerimientos
de una apertura estomatica rapida. Por tanto, tiene lugar una respuesta lenta de las
células guarda cargadas de aztcar, que resulta en una incompleta apertura y cierre
de los estomas en plantas deficientes en potasio (Reckmann et al., 1990).

Fig. A2. Componentes del motor osmético implicado en la apertura estomatica.
Los iones Cl- y K* entran en el citoplasma de las células guarda, las cuales ademas acumulan
aniones organicos procedentes de la sintesis de malato?. Este incremento en el contenido
ionico en las células guarda provoca la entrada de agua siguiendo el gradiente osmético, lo
que eventualmente determina la apertura estomatica (Dietrich et al., 2001)

Movimientos impulsados por luz y movimientos sismondsticos

En muchas plantas, principalmente de la familia Leguminosae, las hojas
sufren una reorientacion en respuesta a sefiales luminosas direccionales (como
orientacion de las laminas foliares hacia la fuente de luz) y no direccionales (ritmos
circadianos, por ejemplo el plegamiento de las laminas foliares en la oscuridad y
desplegamiento en presencia de luz). Estos movimientos son llevados a cabo por
organos especializados denominados drganos motores o pulvinulos, en los que se
producen cambios reversibles en la turgencia que provocan expansiones Yy
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contracciones de células situadas en regiones opuestas (extensoras y flexoras) a
dichos organos. Como se ha mencionado anteriormente, los principales solutos
implicados en la osmorregulacion y cambio de volumen son K*, CI- y malato*, y por
tanto, también son los implicados en el movimiento de las hojas y foliolos (Satter et
al., 1988; Marschner, 1995; Moran, 2007) (Fig. A3)

El movimiento de hojas y otras partes de la planta en respuesta a estimulos
mecdnicos se establece por mecanismos similares al descrito para la respuesta a
sefnales luminosas. En respuesta a tales sefiales sismondsticas (contacto, agitacion,
vibracién, calentamiento, etc.), en Mimosa pudica, los foliolos de las hojas compuestas
se pliegan en pocos segundos y se vuelven a abrir transcurridos 30 minutos
(Campbell y Thomson, 1977).

Fig. A3. Movimiento de la hoja de Samanea saman. Fotografia de la misma hoja
tomada al mediodia (hoja expandida) y por la noche (hoja plegada). Los circulos marcan las
posiciones recta y curvada de la pareja de pulvinulos terminal secundaria (Moran, 2007).

1.1.5. Mantenimiento del potencial eléctrico en la membrana plasmatica

El transporte de potasio es un componente clave en la regulacion
homeostatica de la diferencia de potencial eléctrico de la membrana plasmatica en
células vegetales (Cheeseman y Hanson, 1979). La concentracién externa de K*
provoca cambios en el potencial eléctrico de las membranas celulares debido a su
transporte pasivo mediado por canales. La direccion de este transporte es
determinada por el potencial de difusion del K* (Cheeseman y Hanson, 1979;
Maathuis y Sanders, 1993). Por tanto, al aumentar la concentracion externa de K+ se
produce una entrada de este cation a la célula que provoca una rapida
despolarizacion de la membrana, mientras que al disminuir la concentracion externa
de K, tiene lugar una salida del mismo de la célula que causa la hiperpolarizacion
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de la membrana (Britto y Kronzucker, 2008 y sus referencias). Por otro lado, el
transporte de potasio a través de canales regulados por voltaje rectifica alteraciones
del potencial eléctrico de las membranas provocadas por otras causas. Asi, los
canales de eflujo de potasio outward-rectifying se abren cuando se despolariza la
membrana causando una repolarizaciéon. De manera similar la entrada de K* a
través de canales inward-rectifying contrarresta la hiperpolarizacion de la membrana
(Lebaudy et al., 2007).

1.2. SINTOMAS DE DEFICIENCIA DE K*

Un contenido de potasio inferior a 10g/Kg de peso seco provoca sintomas de
deficiencia en la mayoria de las especies vegetales. Algunos de los trastornos
ocasionados por la deficiencia de potasio son: extension celular limitada, reduccion
de la fotosintesis, alteracion en la regulacion de la transpiracion, disminucion de la
translocacion de los aztcares a la raiz y acumulacion de compuestos organicos que
contienen nitrogeno (Marschner, 1995; Gierth y Maser, 2007). Debido a la gran
cantidad de funciones esenciales que desempefia este cation en el crecimiento
vegetal y el metabolismo (ver apartado 1.1), las plantas deficientes en potasio
muestran un fenotipo que se caracteriza por un crecimiento reducido, especialmente
de las partes aéreas y de las raices laterales. Los sintomas visibles de la deficiencia
comienzan con el amarillamiento y clorosis de las areas intervenales de las hojas
mas viejas, que se vuelven necroticas con la progresion de la deficiencia, y bajo
condiciones severas tiene lugar la muerte de meristemos laterales y terminales
(Marschner, 1995; Amtmann et al., 2004). Por tanto, la deficiencia de potasio es uno
de los factores mas importantes que afectan al rendimiento de los cultivos,
provocando una reduccidn de la cantidad y calidad de la produccidn, y afectando al
procesado de los productos recolectados (Marschner, 1995), ya que el potasio es
importante para mantener la firmeza y textura del fruto, asi como el contenido de
azucar de tubérculos y de otros 6rganos de almacenamiento.

Las plantas deficientes en potasio presentan una mayor susceptibilidad al
ataque por hongos, insectos y otros organismos patdgenos. Esto es debido a que se
produce una alteracién de la sintesis de compuestos de alto peso molecular
(proteinas, almidon y celulosa), acumuldndose compuestos de bajo peso molecular
como azucares solubles, acidos organicos, aminodcidos y nitrato, lo que crea un
ambiente beneficioso para el desarrollo y la alimentacion de patoégenos e insectos
(Marschner, 1995; Amtmann et al., 2008). Estas plantas también son mas susceptibles
a los danos por helada y sequia, lo cual a nivel celular se relaciona con la deficiencia
de agua (Marschner, 1995).
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2. EL POTASIO EN EL SUELO: DISPONIBILIDAD PARA LAS
PLANTAS

2.1. FORMAS DEL POTASIO EN EL SUELO Y SU DINAMICA

El K* representa aproximadamente el 2,6% de la corteza terrestre. La
concentracion de potasio en el suelo se sitia entre 0,1 y 1 mM. La mayor parte de
este potasio esta deshidratado y coordinado con atomos de oxigeno, y no es
disponible para las plantas (Maathuis, 2009).

En funcién de su disponibilidad para la planta el K del suelo se clasifica en 4
pools diferentes: 1) K soluble, el que se encuentra en la solucién del suelo, pudiendo
ser absorbido por las plantas de forma inmediata; 2) K intercambiable, la forma
ionica del potasio (K*) unido electrostaticamente a los materiales que componen la
fase solida coloidal mineral y organica, es intercambiable por otros cationes; 3) K
fijado no intercambiable, localizado en los espacios interlaminares de los minerales
de arcilla, especialmente del tipo 2:1:1; 4) K estructural, es la fracciéon que se
encuentra formando parte de los minerales, constituyendo un 90-99% del K total
(Rengel y Damon, 2008).

Las plantas toman el K exclusivamente del pool de K soluble del suelo, que
estd en equilibrio dindmico con los pools intercambiable y, en menor medida, con el
no intercambiable. A medida que la cantidad de potasio en solucién disminuye, el
potasio adsorbido se libera rdpidamente de los sitios de cambio en la superficie de
minerales de arcillas y materia orgdnica. A su vez, si la concentracién de K de la
solucion del suelo aumenta por la aplicacion de fertilizantes potasicos, parte de éste
dejara la solucién y se unira electrostaticamente al material coloidal de la fase solida
(Steingrobe y Claassen, 2000). El potasio no intercambiable puede liberarse a la
soluciéon del suelo, pero es un proceso muy lento y sobre todo importante en la
reposicion de los pools de potasio soluble e intercambiable a largo plazo, es decir,
regulando el abastecimiento de K disponible del sistema en periodos de alta
demanda (Pal et al., 2001a, 2001b). La liberacién del K estructural a la solucion del
suelo se produce Unicamente por la meteorizaciéon de arcillas, por tanto, es un
proceso extremadamente lento (Pal et al., 2001b).

La figura A4 muestra las formas mas importantes en que esta presente el
potasio en el suelo, y los distintos procesos de ganancias y pérdidas que las
relacionan.
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Fig. A4. Ciclo del potasio en el suelo.
Modificado de http://www.authorstream.com/Presentation/dantescience-263720-nutrient-
cycles-ecology-snc-1d1-atoms-cycle-organic-compounds-education-ppt-powerpoint/.

2.2. EL K EN SISTEMAS AGRICOLAS

Debido al crecimiento de la poblacion mundial y la expansion de la
agricultura, el consumo global de K ha aumentado con una tasa media del 4,4% por
ano en el periodo comprendido entre 1999 y 2005 (IFA 2005
http://www. fertilizer.org/ifa/statistics.asp) y se prevé un incremento en el consumo
del 12% para el afio 2010 (Rengel y Damon, 2008 y sus referencias).

A pesar de que las reservas globales de K son suficientes para cientos, o
incluso miles de afios de agricultura, en algunas &reas cultivadas de manera
intensiva, los suelos son deficientes en potasio. Esto ocurre en 3/4 partes de los
campos de arroz de China, y 2/3 partes de los campos de trigo del Sudeste de
Australia (Dobermann et al., 1998; Pal et al.,, 2001b; Yang et al., 2004; Rengel y
Damon, 2008), en los que la carencia de K* es debida fundamentalmente a las

pérdidas ocasionadas por lixiviacion en los suelos arenosos (Kayser e Isselstein,
2005) y por la retirada durante la cosecha de la mayor parte de la masa aérea de los
cultivos (Pal et al., 2001b). Este hecho amenaza con disminuir la disponibilidad de K
y su uso eficiente por parte de las plantas y, por tanto, el rendimiento de los
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cultivos. Otros estreses medioambientales como la toxicidad por metales pesados,
salinidad y sequia también afectan negativamente la toma y transporte de K en la
planta (Amtmann et al., 2006; Shabala y Cuin, 2008; Szczerba et al., 2009).

Los efectos negativos en la disponibilidad de potasio pueden disminuir
mediante el suministro de fertilizantes potéasicos (Cakmak, 2005). El potasio
constituye, junto con nitrato y fosfato, uno de los principales componentes de
fertilizacion mineral de rutina. A nivel mundial, se aplican mas de 25 TM de
fertilizante potasico al afio a las tierras de cultivo (Minerals Mining and Sustainable
Develompemt 2002: http://www.iied.org/mmsd/mmsd/pdfs/065 ifa.pdf), que es
adicionado a los suelos en forma de sales solubles (como yoduro potasico, sulfato

potasico, nitrato potdsico y sulfato potdsico magnésico). La consecuencia de esta
utilizacion masiva de fertilizantes es la acumulacién de una gran cantidad de
nutrientes inorganicos en los suelos de cultivo, lo que puede alterar los ciclos
biogeoquimicos normales de los nutrientes, ademdas de provocar una progresiva
contaminacion y salinizaciéon del suelo y las aguas (Kayser e Isselstein, 2005;
Drinkwater y Snapp, 2007). En este sentido, no cabe duda de que la investigacion de
los mecanismos moleculares implicados en la absorcidn y transporte de nutrientes
(entre ellos el K*) por las plantas permitird mejorar la calidad y productividad de los
cultivos, reduciendo el uso de fertilizantes y la salinizacién de suelos y agua que ello
conlleva.

3. ABSORCION Y TRANSPORTE DE POTASIO EN PLANTAS

La alta demanda de potasio por parte de las plantas necesita ser mantenida
mediante una toma efectiva desde la soluciéon del suelo por las raices y mediante su
translocacion a las partes aéreas. Ademas, el potasio necesita ser distribuido dentro
de las células en distintos compartimentos, para mantener sus concentraciones
adecuadas. La absorcion de K* del suelo y su distribucion en la planta requiere la
presencia de proteinas transportadoras en las membranas. El transporte puede ser
mediado por canales, que utilizan el potencial de membrana para facilitar el flujo de
iones a favor de su gradiente electroquimico, o por transportadores secundarios,
que operan acoplados a bombas de H* también localizadas en las membranas. Un
gran numero de estos transportadores ha sido identificado a nivel molecular,
demostrando la compleja naturaleza del transporte de K*. Los papeles fisiologicos
de estas proteinas en el influjo, eflujo, compartimentacién y transporte de potasio en
la planta han sido sdlo parcialmente caracterizados (Gierth y Maser, 2007; Lebaudy
et al., 2007; Szczerba et al., 2009).

En el genoma de Arabidopsis thaliana se han identificado genes que codifican
canales y transportadores de K, los cuales se clasifican en 3 familias principales de
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transportadores (Maser et al., 2001; Lebaudy et al., 2007), y tres familias principales
de canales selectivos de K*, de los que se hablard mas adelante.

3.1. ABSORCION DE K* A NIVEL DE LA RAIZ. HATS Y LATS: MODELO DE
DOBLE SISTEMA

Como para la mayoria de los nutrientes minerales, la adquisicion primaria
de K del medio externo sigue un patron bifasico, descrito como la suma de dos
mecanismos de toma en la membrana plasmatica, diferenciados en términos de
saturacion, capacidad de flujo, sensibilidad diferencial a tratamientos fisicoquimicos
y mecanismo de transporte (Epstein y Bloom, 2005; Gierth y Maser, 2007; Lebaudy
et al., 2007; Britto y Kronzucker, 2008)

Los estudios pioneros en transporte de potasio en las raices de las plantas
llevados a cabo por Epstein y colaboradores hace mas de 40 afos establecieron que,
en condiciones de baja concentracion de K* externo (por debajo de 1 mM), la toma
de K* sigue una cinética de Michaelis-Menten (Epstein et al., 1963; Epstein, 1966). A
este tipo de transporte se le llam¢é “Mecanismo 17, y, posteriormente, sistema de
transporte de alta afinidad (HATS, High Affinity Transport System) para potasio.
Ademas, estos autores observaron que a concentraciones externas por encima de 1
mM, el transporte de K* seguia una cinética distinta, que presenta poca o ninguna
saturacion. Este componente lineal del transporte de K* se denomind inicialmente
“Mecanismo 2” y, mas tarde, sistema de transporte de baja afinidad (LATS, Low
Affinity Transport System) (Fig. A5).

Los sistemas HATS y LATS se diferencian en el mecanismo por el que se
produce el transporte a través de la membrana plasmatica y en su regulacion. En el
caso de HATS, el K* entra via simporte con un H* (con una estequiometria
propuesta 1:1) (Kochian et al., 1989; Maathuis y Sanders, 1994; Maathuis et al., 1997),
en un proceso dependiente de energia que implica la fuerza protén motriz
transmembrana. El gradiente de protones y el eléctrico es mantenido por la protéon
ATPasa de la membrana plasmatica que hidroliza ATP y bombea protones desde el
citosol al medio externo (Cheeseman y Hanson, 1980; Cheeseman et al., 1980;
Kochian et al., 1989; Maahuis y Sanders, 1994; Palmgren, 2001; Pardo et al., 2006).
Los HATS se regulan por la limitacion del sustrato que se une al transportador y por
retroalimentacion sobre la transcripcion génica (Gierth et al., 2005). En el caso de
LATS, el K* es transportado a través de canales (tanto canales especificos de K* como
canales no selectivos), cuya actividad depende del gradiente de potencial
electroquimico del potasio. Los canales estdn regulados por una gran variedad de
factores: potencial de membrana, pH, nucledtidos ciclicos, activacion luminosa y
dependiente de CO: especies de oxigeno reactivo y el propio K+ (Britto y
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Kronzucker, 2008 y sus referencias). Por tanto, se puede establecer que la
adquisicion de potasio a bajas concentraciones externas es un proceso demandante
de energia, mientras que a altas concentraciones es energéticamente pasivo.

Otra distincién entre HATS y LATS es su regulacion en funcién del
contenido de potasio en la planta. Se ha demostrado que el influjo de potasio
mediado por HATS esta inversamente relacionado con el contenido de K* en los
tejidos vegetales, es decir, se regula negativamente en condiciones de suficiencia de
K*y positivamente en condiciones de ayuno de K* (Glass y Dunlop, 1978; Kochian y
Lucas, 1982). Por el contrario, el influjo en el rango de LATS parece ser insensible al
estado de K* en la planta (Kochian y Lucas, 1982), aunque esta afirmacién puede no
ser exacta debido a los errores que se pueden cometer en las estimaciones en este
rango de transporte (Szczerba et al., 2006) (Fig. A5).

Otra notable diferencia entre estos dos sistemas de transporte, es como afecta
la presencia de otros iones a la toma de K*. En este sentido, el transporte HATS es
muy sensible a iones competidores o téxicos como NHs* y Na*, mientras que el
transporte LATS parece insensible a su presencia (Britto y Kronzucker, 2008 y sus
referencias; Szcerba et al., 2009 y sus referencias). En el caso de HATS se ha
demostrado que el suministro de NH4" reduce enormemente el influjo de K+, lo que
puede deberse a una competicion directa entre ambos iones (Szczerba et al., 2009 y
sus referencias). Sin embargo la interaccion entre el K* y el Na* no esta tan clara.
Maathuis y colaboradores (1996) observaron en una gran variedad de plantas
terrestres (incluida Arabidopsis) que la adiciéon de Na* no tenia ningun efecto en la
absorcion de K+ en el rango HATS. Por el contrario, Spalding y colaboradores (1999)
demostraron que en raices de Arabidopsis la toma de K* no mediada por canales a
una concentracion externa de K* de 10 uM, era estimulada por Na*. El trabajo de
Kronzucker y colaboradores (2006) en raices de cebada puso de manifiesto que el
Na* suprime el influjo de K* a una concentracion de K*externo de 0,1 a 1,5 mM, no
existiendo un efecto reciproco del K* en el influjo de Na*, al contrario de lo
observado por Rains y Epstein (1967). Otro aspecto diferencial entre HATS y LATS
respecto a la interaccion ionica, es el efecto del anién acompanante en el transporte
de K. Epstein y colaboradores (1963) demostraron que el influjo de K*(Rb*) en el
rango LATS era mucho mayor con RbCl que con RbSOs. Kochian y colaboradores
(1985) observaron que la velocidad del transporte de K* en el rango LATS era un
60% mayor cuando el contraién era Cl- que cuando se trataba de SOs%, NOs 0 H2POx
(Fig. A5, panel superior). En ningtin estudio se pudo detectar un efecto del
contraion en el rango HATS.
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Fig. A5. Esquema general de la cinética del influjo de K* en raices de plantas.
Se indican las curvas de HATS (cuadrados abiertos) y LATS (triangulos abiertos), y el flujo
combinado de ambos (linea continua). Las flechas y las lineas punteadas indican regulacion
positiva y negativa de HATS en respuesta al estado de K* de la planta. Inserto: Efecto de los
aniones acompafantes en el influjo de K* de baja afinidad. Tomado de Britto y Kronzucker
(2008).

A pesar de la clara distincién entre HATS y LATS, varios estudios han
demostrado que algunos transportadores pueden presentar ambos tipos de
actividad (de alta y de baja afinidad) (Britto y Kronzucker, 2008). Esta afinidad dual
también se ha demostrado para transportadores de nitrato y fosfato (Liu et al., 1999;
Shin et al., 2004). En el caso del K*, al menos tres transportadores de A. thaliana
parecen tener esta afinidad dual (o de muy amplio espectro): AtKUP1, AKT1 y
KAT1. El transportador AtKUP1 expresado en células de levadura, presenta dos
constantes de saturacion Km: una en el rango de 22-44 uM y otra en torno a 11 mM
de K* externo (Fu y Luan, 1998). Es probable que este cambio en la afinidad
implique fosforilacion de la proteina, como se ha demostrado en el caso del
transportador de nitrato CHL1 (Liu y Tsay, 2003). El canal AKT1 presenta una
afinidad dual (o de amplio espectro) ya que permite el crecimiento de A. thaliana
bajo condiciones en las que el transporte de alta afinidad de K* es bloqueado por
NHs4* (Hirsch et al., 1998; Spalding et al., 1999). Un estudio llevado a cabo por Li y
colaboradores (2006) pone de manifiesto que AKT1 es regulado positivamente en
condiciones de baja concentracion externa de K* a través de un evento de
fosforilacion dependiente de calcio, lo que demuestra su papel en el influjo de K* de
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alta afinidad. El canal KAT1 de células guarda interviene en la toma de K* en
condiciones de baja concentraciéon, cuando se expresa en Arabidopsis y levadura
(Bruggemann et al., 1999). Todos estos estudios ponen de manifiesto la existencia de
un solapamiento en la cinética del transporte de K* entre grupos de proteinas
genéticamente distintas (Britto y Kronzucker, 2008).

En la figura A6, se muestran los principales transportadores de potasio en las
células de la raiz (Szczerba et al., 2009).
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Figura A6. Representacion de transportadores y canales putativos de potasio en
una célula de la raiz. Abreviaturas: CNGC: Canales regulados por nucledtidos ciclicos;
LCT1: transportador de cationes de baja afinidad; TPK: Canal de K* “tandem-pore”; CCC:
cotransportador catién/cloruro; SKOR: canal de K* rectificador hacia afuera de la estela;
HKT: transportador de K* de alta afinidad; KORC: canal de K* rectificador hacia afuera;
CPA: antiportador cation/H*; HAK/KUP/KT: familia de simportadores de K* de alta
afinidad; KIRC: canal de K+ rectificador hacia adentro; CHX: intercambiador cation/H*;
PmitoKATP: canal de K* de mitocondria sensible a ATP; NHX: transportadores Na*, K*/H;
FV: canal vacuolar de rapida activaciéon; TPC: canal de dos poros; SV: canal vacuolar de
activacion lenta; VK: canal de K* vacuolar. Tomado de Szczerba y colaboradores (2009).
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3.2. PROTEINAS RESPONSABLES DEL TRANSPORTE DE K* EN PLANTAS

Los genes identificados como transportadores de potasio en el genoma de A.
thaliana se clasifican en 3 familias principales: KT/HAK/KUP; TRK/HKT y CPA
(Maéser et al., 2001). Ademas, se han identificado en el genoma de Arabidopsis canales
selectivos de K* que también se agrupan en tres familias: Shaker, TPK (tandem-pore) y
Kir (inward-rectifying) (Lebaudy et al., 2007)

3.2.1. Transportadores KT/HAK/KUP

Las proteinas KT/HAK/KUP se encuentran en procariotas, hongos y plantas
donde median el transporte de potasio, probablemente a través de un mecanismo de
simporte K:H*. En plantas estan implicadas en la adquisicion de potasio del medio
externo, en la expansion celular y, posiblemente, en la distribucion de auxinas en las
raices (Gierth y Maiser, 2007). Constituyen una familia con 13 miembros en
Arabidopsis (Maser et al.,, 2001), al menos 17 miembros en arroz (Bafuelos et al.,
2002) y 5 en cebada (Santa-Maria et al., 1997). Estudios de localizacion han puesto de
manifiesto que estos transportadores se expresan en todos los tejidos de la planta,
tanto en membrana plasmatica como en tonoplasto (Serrano y Rodriguez-Navarro,
2001; Banuelos et al., 2002). También se ha demostrado que estan implicados en la
toma de potasio de alta y baja afinidad (Santa-Maria et al., 1997; Vallejo et al., 2005).

Estos transportadores catalizan la mayoria del influjo de K* en el rango de
HATS, particularmente en condiciones de ayuno de K* (Gierth y Maser, 2007). En
estas condiciones se ha observado un aumento del contenido de transcritos de HAK
en una amplia variedad de especies (Szczerba et al., 2009 y sus referencias). Al
menos en tomate se ha demostrado una correlacién entre los niveles de transcrito de
LeHAKS y la diferencia de potencial eléctrico a nivel de la membrana plasmatica de
células epidérmicas y corticales de la raiz, que parece indicar un papel del potencial
de membrana en la regulacion de la expresion de este transportador (Nieves-
Cordones et al., 2008) En el caso concreto de Arabidopsis, estudios de microarrays
han puesto de manifiesto que AtHAKS es el transportador que estd mas fuertemente
regulado en condiciones de ayuno de K+ lo que demuestra que, en estas
condiciones, es el principal responsable de la toma de K* de alta afinidad en raices
(aproximadamente del 78% de este transporte) (Rubio et al., 2000; Gierth et al., 2005;
Gierth and Maser, 2007). Asi mismo, estudios en Arabidopsis con dobles mutantes
Knock-out athak5-athak1l han permitido concluir que AtHAKS es el tinico sistema
implicado en la absorcién de K* a concentraciones inferiores a 0,01 mM (Rubio et al.,
2010).
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Otros miembros de esta familia muestran distinta afinidad por el potasio
cuando se expresan en levadura. AtKUP1 de A. thaliana presenta una afinidad dual,
mediando el transporte de K* en el rango HATS y LATS (Fu y Luan, 1998), mientras
que el transportador AtKUP2 funciona en el rango de baja afinidad, ya que
complementa el fenotipo de un mutante de levadura deficiente en la toma de K*
cuando la concentracion de K* externa es mayor de 2,5 mM, y reduce su crecimiento
cuando la concentracion es de 1 mM (Quintero y Blatt, 1997).

Varios estudios han puesto de manifiesto que en presencia de Na*, los
niveles de transcrito y la actividad de varios transportadores de este grupo se
inhiben (Szczerba et al.,, 2009; Leidi et al.,, 2010; Nieves-Cordones et al., 2010).
También existen evidencias que sugieren un influjo de Na* de baja afinidad
mediado por transportadores de K* de alta afinidad (Santa-Maria et al., 1997;
Takahashi et al., 2007). HAK1 de cebada expresado en levadura interviene en el
transporte de Na* de baja afinidad y en la toma de K* de alta afinidad (Santa-Maria
et al, 1997). En experimentos de expresion heterdloga se ha demostrado que
concentraciones elevadas de Na* inhiben el transporte de K* por AtKUP1 (Fu y
Luan, 1998) y AtHAKS (Rubio et al., 2000). También se ha observado que los niveles
de transcrito de KUP2 disminuyen en la parte aérea de plantas tratadas con NaCl
(Maathuis, 2006). Por otra parte, tanto la carencia de K* como el estrés por NaCl
aumentan los niveles de expresion de las proteinas McHAK1 y McHAK2 de
Mesembryanthemum crystallinum (Su et al.,, 2002). Estas isoformas parecen estar
implicadas en el mantenimiento de los niveles de K* citoplasmatico y/o en la
regulacion del turgor bajo condiciones en las que el Na* externo inhibe la toma de K*
y el Na* celular reemplaza al K*.

3.2.2. Transportadores HKT

Las proteinas HKT de plantas pertenecen a una familia de transportadores
especificos de células no animales, la familia Trk/Ktr/HKT (acrénimos para
“Transporter of K en hongos y bacterias; “K* transporter” en bacteria; y “High
affinity K* transport” en plantas). Estos transportadores estan implicados en
diversas funciones: desde la toma de K* o Na* al control del potencial de membrana,
adaptacidn al estrés osmotico o salino, o recirculacion de Na* desde la parte aérea a
las raices de la planta (Corratge-Faillie et al., 2010; Haro et al., 2010). Las proteinas
HKT de plantas, en un principio fueron estudiadas en relacion con el transporte de
K. Sin embargo, actualmente se sabe que todos los transportadores HKT de plantas
son permeables a Na*, y algunos de ellos también a K. Por ello, la investigacion en
relacién a estos transportadores se ha centrado en su implicacion en la adaptacion a
ambientes salinos mas que en un posible papel en la nutricion de K* (Haro et al,,
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2005; Rodriguez-Navarro y Rubio, 2006; Gierth and Maser, 2007; Corratge-Faillie et
al., 2010; Haro et al., 2010).

La familia de transportadores HKT es ubicua en plantas, pero el nimero de
genes que la representa es enormemente variable entre especies. Mientras que en
dicotileddneas, como Arabidopsis y otras especies se ha identificado un miembro, y
en Eucalyptus o en Mesembryanthemum, al menos dos, en gramineas se han descrito
hasta 9 genes en arroz y un nimero similar en trigo y cebada (Uozumi et al., 2000;
Maser et al., 2001; Garciadeblas et al., 2003; Platten et al., 2006; Huang et al., 2008).
La familia de transportadores HKT ha sido dividida en dos subfamilias (Platten et
al., 2006) que se diferencian en un aminoacido de la primera region pore loop de la
proteina, el cual juega un papel en la selectividad del cation. Las proteinas de la
subfamilia 1 estarian implicadas en el transporte pasivo de Na*de baja afinidad. Las
proteinas de la subfamilia 2 catalizan el transporte activo de K* o Na* de alta
afinidad (Horie et al.,, 2007; Munns y Tester, 2008). Las proteinas HKT de la
subfamilia 2 no se han identificado en plantas dicotiledéneas (Platten et al., 2006).

El primer transportador HKT clonado, TaHKT2;1 de trigo (nombrado
anteriormente TaHKT1) (Platten et al., 2006) fue inicialmente caracterizado como un
simportador K*H, que mediaba la absorcion de K* de alta afinidad en raices
(Schachtman and Schroeder, 1994). Posteriormente, la caracterizacion funcional de
TaHKT2;2 en levadura y oocitos de Xenopus puso de manifiesto que este
transportador llevaba a cabo un simporte Na*-K*, al menos en estos sistemas de
expresion (Rubio et al., 1995).

El tnico transportador HKT identificado en Arabidopsis es AtHKTI;1.
Cuando esta proteina se expresa en oocitos de Xenopus o en levadura funciona como
un uniporte selectivo para Na*, pero también complementa la toma de K* en un
mutante de E. coli deficiente en transportadores de K*, aumentando su acumulacion,
lo que sugiere algin papel de esta proteina en el transporte de K* (Uozumi et al.,
2000). A nivel de planta completa, AtHKT1;1 se expresa en los tejidos vasculares de
todos los drganos de Arabidopsis, concretamente en las células del parénquima del
xilema y/o floema, dependiendo de los estudios (Berthomieu et al., 2003; Sunarpi et
al., 2005). El fenotipo de las lineas mutantes de AtHKT1;1 (Athkt1) se caracteriza por
una alta sensibilidad a la sal asociada a una hiperacumulacion de Na* en la parte
aérea y una baja acumulacion de Na* en raices (Rus et al., 2004; Sunarpi et al., 2005).
Se ha propuesto que AtHKT1;1 interviene en procesos de recirculacién de Na* en la
raiz desde la parte aérea mediante la carga del floema en las hojas y la respectiva
descarga desde el floema en la raiz (Berthomieu et al.,, 2003). Sin embargo, su
funcién mas aceptada es la del control de la velocidad de transporte de Na* de las
raices a la parte aérea, retirando o reabsorbiendo el idn desde los vasos xilematicos a
las células parenquimaticas del xilema de hojas y raices (Sunarpi et al.,, 2005;
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Davenport et al, 2007). Un estudio reciente llevado a cabo por Moller y
colaboradores (2009), puso de manifiesto que la sobreexpresion especifica de
HKT1;1 en la estela de raices maduras de Arabidopsis, mediante el uso del sistema de
expresion enhancer trap, provoca una reduccion de la transferencia de Na* de la raiz
a la parte aérea. Esta reduccidon del contenido de Na* en la parte aérea tiene como
consecuencia un incremento de la tolerancia a la salinidad. Por el contrario,
observaron que plantas que expresaban constitutivamente HKT1;1 bajo el control
del promotor 35S, presentaban un alto contenido de Na* en la parte aérea y eran
sensibles al Na".

Como se ha indicado anteriormente, en arroz se han identificado nueve
transportadores tipo HKT (Garciadeblas et al., 2003; Platten et al., 20006).
Recientemente se comprobd que el transportador OsHKT2;1 cataliza la absorcion
activa de Na* en raiz con alta afinidad en condiciones de carencia de K-,
demostrando que en estas condiciones el Na* puede reemplazar parcialmente al K*
(Garciadeblas et al., 2003; Horie et al., 2007). Altas concentraciones de K* inhiben el
transportador (Garciadeblas et al., 2003), mientras que a altas concentraciones de
Na, la expresion del transportador se reduce fuertemente para evitar niveles tdxicos
de Na* en la planta. Los analisis funcionales de OsHKT2;1 en oocitos de Xenopus
realizados por Jabnoune y colaboradores (2009) revelan una gran diversidad y
complejidad en su permeabilidad y selectividad ionica. Se ha comprobado que este
transportador es permeable a Na*, K*, Cs* y Rb*, y que presenta distintos modos de
transporte en funcion de las concentraciones externas de K* y/o Na*: simporte Na*-
K, predominante a concentraciones externas de Na* y K* en el rango micromolar;
uniporte de Na*, cuando la concentracion externa de Na* esta en el rango milimolar
y la de K* en el rango micromolar; y estado de no conductividad a concentraciones
externas de K* en el rango milimolar. OsHKT2;2 cataliza el transporte acoplado de
K+ y Na* (Horie et al, 2001). Un estudio reciente llevado a cabo por Lan y
colaboradores (2010) en oocitos de Xenopus, ha puesto de manifiesto que el
transportador OsHKT2;4 funciona como un canal catidénico no selectivo, permeable
al Ca* y a un amplio rango de cationes monovalentes y divalentes. Ademas, se ha
determinado que este transportador estd localizado en la membrana plasmatica de
varios tipos celulares, entre ellos pelos radicales y células del parénquima, lo que
facilita la toma de cationes por parte de la planta. OsHKT1;1 y OsHKT1;3 son
permeables tnicamente a Na* (Jabnoune et al., 2009). Se ha demostrado que el gen
OsHKT1;5 coincide con el gen SKC1, identificado como un QTL implicado en el
mantenimiento de la homeostasis de K* en condiciones salinas en una variedad
tolerante a la salinidad. Se trata de un transportador especifico de Na* que resulto
ser mas activo en la variedad tolerante que en la sensible, correlaciondndose con una
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menor acumulacion de Na* a la vez que una mayor de K* en la parte aérea (Ren et
al., 2005).

Por tanto, basdndose en los datos disponibles, se puede concluir que existen
dos tipos de transportadores HKT en plantas superiores, aquéllos descritos como
transportadores de Na*, presentes en todas las especies, y aquéllos que son capaces
de co-transportar Na* y K*, y que al parecer estdn presentes solo en especies de
monocotiledéneas. El significado biologico de esta diferencia entre especies
dicotiledéneas y monocotiledoneas se desconoce hasta el momento (Corratge-Faillie
et al., 2010).

3.2.3. Antiportadores Cation Proton: CPA

Una vez completa la secuenciacion del genoma de Arabidopsis se ha podido
identificar un total de 42 genes que codifican proteinas que forman parte de la
superfamilia CPA, Cation Proton Antiporters (Saier et al., 1999; Maser et al., 2001; Sze
et al, 2004). Estas proteinas, que contienen un Na*/H* exchanger domain
(http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/getacc?PF00999), se pueden dividir en 2
subfamilias: CPA1, constituida por las proteinas tipo NHX (6) y SOS (2), y CPA2,
constituida por transportadores del tipo CHX (28) y KEA (6). El estudio de los
transportadores CPA2 de bacterias y hongos indica la existencia de antiportadores
K+*/H* (KHA1; S cerevisine, NhaS4; Synechocystis), Na*/H* (NAPA; E hirae), Na*/(H*-
K*) (GerN; B. cereus) y canales de K* regulados por ligandos (KefB, KefC; E. coli)
(Maser et al., 2001; Sze et al., 2004).

Los transportadores de las dos familias relacionadas CPA1 y CPA2 son

ubicuos en plantas, hongos, animales y bacterias. Las familias CPA1 y CPA2 a su
vez se subdividen, y algunas de las subfamilias estan restringidas a reinos
particulares, como es el caso de las dos familias NhaP de bacterias, la familia NHE-
PM de animales y la familia SOS1 de plantas (Fig. A7, Brett et al., 2005; Gierth y
Maser, 2007). Por otro lado, los genes NhaP presentan una alta homologia de
secuencia con antiportadores de membrana plasmatica del tipo AtSOS1 (SOS-like),
que estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Rodriguez-Rosales et al.,
2009).

Los antiportadores CPAs operan de un modo electroneutro, sin afectar a la
diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana. Tienden a ajustar los
gradientes de concentracion de protones y de su(s) cation(es) sustrato(s). Por tanto,
sus funciones estan relacionadas con el mantenimiento de la homeostasis de
cationes monovalentes y la regulaciéon del pH (Gierth y Maser, 2007). La
superfamilia de antiportadores catién/proton (CPA) también es responsable del
transporte de K*, a pesar de que los analisis funcionales inicialmente describieron a
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los antiportadores cation/proton como reguladores de homeostasis de Na* en
situaciones de salinidad (Brett et al., 2005; Pardo et al., 2006; Apse y Blumwald,
2007; Gierth y Maser, 2007).

Antiportadores cation monovalente/protén (CPAs)

CPA1 CPA2
(bNhtaP'-l) . NHE/NHX NHA || AtKEA1
acteria AtKEA4 AtKEAZ
' ' [ ‘— AtKEAS AtKEA3
AtKEAB
NhaP-lI '. MP Intracelular CHX
(bacteria) (animales) AtCHX1-2
‘ . ' J AICHX28
| AICHX3-12
Membrana Vacuolar Endosomal AICHX13-14
plasmatica | AtNHX 1 AtNHX5 AtCHX26-27
AtSOS1 AINHX2 AtNHX6
AINHX8 AINHX3 LeNHX2 AICHX15-16
A AtCHX17
tNHX4
AtCHX18-21
ItNHX1 AtCHX23
ItNHX2
OsNHX1 AtCHX24-25

Fig. A7. Clasificacion de los transportadores CPAs. Las proteinas para las que existen
datos experimentales acerca de su especificidad de sustrato se representan coloreadas
(amarillo: preferencia por Na*; azul: preferencia por K*; rosa: preferencia por Li*; verde: la
misma afinidad por Na*y K*. Las subfamilias que no estan presentes en plantas se muestran
en gris. MP: membrana plasmatica (Gierth y Maser, 2007).

La mayoria de los transportadores bien caracterizados de esta superfamilia
pertenecen a la subfamilia CPA1, inicialmente caracterizados como antiportadores
Na*/H* intracelulares y de membrana plasmatica (Brett et al., 2005). Las proteinas de
esta subfamilia mas estudiadas en relacion al transporte de Na* son SOS1 y NHX1
de Arabidopsis thaliana. La proteina AtSOS1 es un antiportador Na‘*/H* de
plasmalema y tiene un papel muy importante en la tolerancia a sal catalizando el
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eflujo de Na* desde la célula al medio extracelular (Shi et al., 2000). La proteina
AtNHX1 se identifico inicialmente como un antiportador Na‘*/H* de tonoplasto que
aumentaba la tolerancia a sal cuando era sobreexpresada en plantas transgénicas
(Apse et al, 1999; Gaxiola et al., 1999; Zhang y Blumwald, 2001). Estudios
posteriores han puesto de manifiesto que la proteina AtNHX1 de tonoplasto,
ademas, acepta K* como sustrato (Zhang y Blumwald, 2001; Venema et al., 2002). Se
ha comprobado que la proteina AtNHX1 purificada y reconstituida en liposomas
transporta K* y Na* con la misma afinidad, con valores de Km de 42 mM para el K*y
45 mM para el Na* (Venema et al, 2002). Venema y colaboradores (2003)
identificaron y caracterizaron el gen LeNHX2 de tomate, estrechamente relacionado
con NHX5 de A. thaliana (Yokoi et al., 2002). Contrariamente a la proteina AtNHX1,
la proteina LeNHX2 tiene una localizacion prevacuolar/endosomal parecida a la
descrita para SCNHX1 en levadura (Brett et al., 2005; Rodriguez-Rosales et al., 2008).
Estos autores comprobaron que LeNHX2 complementa los fenotipos de sensibilidad
a higromicina y sal causados por la disrupcion de NHX1 en levadura, afectando a la
acumulacion de K*, pero no de Na*, en las levaduras transformadas. Estudios
posteriores en los que se llevé a cabo la sobreexpresion de LeNHX2 en Arabidopsis y
su silenciamiento génico en tomate permitieron demostrar que este transportador
estd implicado en la tolerancia a la salinidad y homeostasis de K*, asi como en
procesos relacionados con el crecimiento de las plantas y la produccion de frutos y
semillas (Rodriguez-Rosales et al., 2008).

Un estudio reciente llevado a cabo por Leidi y colaboradores (2010)
demuestra que la mayor tolerancia a la salinidad de las plantas de tomate que
sobrexpresan AtNHXI1 estd mas relacionada con la regulacion de la homeostasis del
K* citosdlico que con la acumulacion vacuolar de Na*. En este trabajo se constatd
que en condiciones limitantes de K* en las plantas transgénicas se producia una
mayor compartimentacion de K* en la vacuola a expensas del pool citosdlico,
conduciendo ello a una disminucién de K* en el citosol. Este déficit de K* citosdlico
dispara una sefial de activacién temprana del sistema de alta afinidad HAKS,
aumentando la toma de K* por las raices, e incrementando el contenido de K* en los
tejidos y en la savia del xilema de las plantas transformadas. Resultados similares se
han obtenido en nuestro laboratorio en plantas de tomate que sobrexpresan el
transportador K*/H* endosomal LeNHX2 (Huertas et al, no publicado). Estos
estudios sugieren que las plantas sobreexpresoras de AtNHX1 y LeNHX2 detectan
la deficiencia de K* antes que las silvestres. Es posible que, ademas de AtNHX1 y
LeNHX2, otros transportadores de tipo NHX también estén implicados en la mejora
de la tolerancia a la salinidad de las plantas a través del control de la homeostasis de
K*. En este sentido, se ha demostrado que otras proteinas de la familia CPA1 llevan
a cabo actividades de antiporte K*/H* y Na*/H*, como son ItNHX1, ItNHX2 de
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Ipomoea tricolor (Ohnishi et al., 2005), OsNHX1 de Oriza sativa (Fukuda et al., 2004) y
VvNHX1 de Vitis vinifera (Hanana et al., 2007).

Se ha propuesto que las proteinas CPAs de tonoplasto usan el gradiente de
pH para cargar de manera indiscriminada K* y Na* en la vacuola, con fines de
almacenamiento (en el caso del K*), detoxificacion (en el caso de Na*) y generacion
de turgencia (Pardo et al., 2006). Ademas, Leidi y colaboradores (2010) han sugerido
que la toma activa de K* en el tonoplasto por acciéon de estos transportadores
desempefia una funcion en el reparto de K* entre la vacuola y el citosol. La
selectividad K*/Na* de los transportadores NHX es atin mas critica en el caso de las
proteinas de la familia CPA1 del sistema de endomembranas, importantes para la
regulacion del pH endosomal, ya que un exceso de carga de Na* en el Golgi o en
otros compartimentos puede ser perjudicial para las células vegetales. Ademas, los
pocos miembros endosomales de la subfamilia CPA1 analizados hasta el momento
muestran una preferencia por K* sobre Na*. En este sentido, LeNHX2 de tomate
reconstituido en proteoliposomas transporta K* con baja afinidad pero con una
fuerte selectividad sobre otros cationes (Venema et al., 2003), mientras que AtNHX5
parece presentar preferencia por K¥, segin se deduce de estudios de expresién en
levadura (Yokoi et al., 2002).

Algunos miembros de la familia CPA2 pueden codificar transportadores
K¢#/H*. KHA1 de S. cerevisine pertenece a esta familia y parece mediar un flujo
intracelular de K* (Maresova and Sychrova, 2005, 2006). La familia CPA2 en
Arabidopsis esta constituida por 28 transportadores CHX y 6 transportadores KEA
(Fig. A8) (Maser et al., 2001; Sze et al., 2004).
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Fig. A8. Arbol filogenético de la familia de transportadores CPA2. La familia de
genes CPA2 se divide en dos subfamilias: el clado NHA (circulo superior sombreado) y el
clado CHX (circulo inferior sombreado). El clado CHX tiene origen en los genes bacterianos
(verde claro) que codifican los transportadores K*/H* NapA y KefB. Este clado CHX
bacteriano ademas incluye los genes de plantas AtKEA1-AtKEA3. El clado de genes CHX de
hongos y plantas (verde oscuro) incluye 28 genes AtCHX y genes KHA de hongos, por
ejemplo ScCKHA1 (texto azul). La familia NHA tiene origenes en genes bacterianos NhA
(amarillo claro). Los genes NHA de hongos incluyen SCNHAL (texto azul) y presentan baja
similitud con los genes AtKEA4-AtKEA6 de plantas (amarillo oscuro). El clado de NHA
animal, recientemente identificado, se muestra en rojo claro, e incluye 2 genes en todas las
especies animales estudiadas, incluyendo HsNHA1 y HsNHA2 de humanos (texto rojo).
Tomado de Brett y colaboradores (2005).
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De los 28 genes de la familia CHX identificados en Arabidopsis, 18 se
expresan especificamente durante la microgametogénesis o en tejido esporofitico, lo
que sugiere que las correspondientes proteinas CHX estdn implicadas en la
regulacion de la homeostasis de K* en el desarrollo y la germinacion del polen (Sze
et al., 2004). Cellier y colaboradores (2004) observaron que AtCHX17 se expresaba
de forma preferencial en células epidérmicas y corticales de zonas maduras de la
raiz, donde era fuertemente inducido por estrés salino, ausencia de K, acido
abscisico y pH 4cido. Ademas, el andlisis de mutantes de insercion atchx17 ponia de
manifiesto una funcion de este transportador en la adquisicion y homeostasis de
potasio, ya que las plantas mutantes acumulaban menos potasio que las silvestres
en respuesta a estrés salino y ayuno de K. Otros estudios llevados a cabo en
levadura, demostraron que AtCHX17 colocalizaba con marcadores del Golgi, y
complementaba los fenotipos de la deleccion de khal en S. cerevisiae, lo que también
sugiere un papel en la homeostasis de K* y la regulacion del pH bajo estrés salino
(Maresova y Sychrova, 2006). Posteriormente se estudid la proteina AtCHX23 en
mutantes de pérdida de funcidn, observandose una ultraestructura del cloroplasto
alterada, una disminucién del contenido de clorofila en las hojas y un pH citosélico
mas elevado en las células guarda (Song et al., 2004). Las plantas atchx23 crecian
mejor a altas concentraciones de K*, pero presentaban una alta sensibilidad a NaCl.
Estos datos sugieren que AtCHX23 es un antiportador Na*(K*)/H* de la membrana
del cloroplasto implicado en la homeostasis de potasio y la regulacion del pH del
estroma y del citoplasma y, por ello, importante para el desarrollo y la funcién del
cloroplasto (Song et al., 2004). Otro de los transportadores de la familia CHX
descrito en endosomas de células guarda es AtCHX20 (Padmanaban et al., 2007).
Estudios en levadura pusieron de manifiesto que CHX20 complementaba la
sensibilidad al déficit de K* a pH alcalino causado por la disrupciéon de KHA1, lo
que sugiere un papel de esta proteina en la regulacion del pH y el transporte de K*
(Maresova y Sychrova, 2005; Padmanaban et al., 2007). Estudios llevados a cabo en
plantas mutantes atchx20 constataron una disminucion de la apertura de los estomas
inducida por luz en comparacién con las plantas silvestres (Padmanaban et al.,
2007). Ademas, se observd que el movimiento de las células guarda en los mutantes
era insensible al pH externo y sensible a altas concentraciones de K*. Teniendo en
cuenta estos resultados, Padmanaban y colaboradores (2007) sugirieron que CHX20
tiene un papel critico en la osmorregulacion y, posiblemente, en la homeostasis del
pH del sistema de endomembranas en células guarda.

AtCHX13 es un transportador CHX de membrana plasmatica caracterizado
funcionalmente por Zhao y colaboradores (2008). Se ha demostrado que facilita la
toma de K* de alta afinidad en levadura y plantas cuando el K* es limitante. Parece
que este transportador media un simporte K*/H* mas que un antiporte, aunque
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también es probable que acttie como un canal de influjo de K*. En este sentido, Zhao
y colaboradores (2008) han propuesto que AtCHX13 podria presentar distintos
mecanismos de transporte en funcién de la concentraciéon de K* y el pH, de modo
similar a KefC, otro miembro de la familia CPA2 de bacterias (Booth et al., 2003).
Otra proteina de la familia CHX localizada en la membrana plasmatica de células
endodérmicas de raiz es AtCHX21 (Hall et al.,, 2006), un antiportador putativo
Na*/H*. En plantas mutantes chx21 se observd que la ausencia de esta proteina
causaba una menor concentracion de Na* en las hojas de plantas cultivadas en
presencia de altas concentraciones de NaCl. En base a estos resultados, se ha
propuesto que AtCHX21 esta implicado en la salida de Na* a través del plasmalema
de las células endodérmicas al apoplasto de la estela, desde donde es transportado a
las hojas (Hall et al., 2006).

Ademas de AtCHX, la familia CPA2 en Arabidopsis incluye seis genes KEA
(K* Exchange Antiporters) de funcion desconocida, identificados mediante homologia
a antiportadores K*/H* bacterianos, y que constituyen la familia de transportadores
de plantas menos estudiada (Maser et al., 2001) (Fig. A7 y A8). Las secuencias KEA
se separan en dos grupos distintos: KEA1-KEA3 y KEA4-KEA6. Las secuencias
KEA4-KEA6 contienen un dominio intercambiador Na*/H*, y comparten homologia
con las proteinas fungicas ScNhal y SpSOD2, implicadas en el mantenimiento de la
homeostasis de Na* y K* citoplasmatica y la regulacion del pH y se agrupan junto
con el antiportador bacteriano NhaA. KEA1-KEA3 constituyen un grupo
estrechamente relacionado con los transportadores de eflujo de K* regulados por
glutation, KefB y KefC, con los que comparten aproximadamente el 31% de
identidad (Sze et al., 2004; Brett et al., 2005) (Fig. A8). Estas proteinas se caracterizan
por la presencia de un dominio intercabiador Na*/H* y un dominio KTN (K*
Transport Nucleotide binding) en el extremo C-terminal implicado en la sensibilidad a
glutation. Un nivel adicional de regulacidon se produce a través de la union de
nucledtidos. Se ha propuesto que la unién de NAD* al dominio KTN en KefC induce
una conformacion activada de dimeros, que es estabilizada por la proteina auxiliar
KefF, mientras que la union de NADH induce una conformacion inactiva (Miller et
al., 1997; Roosild et al., 2002; Fujisawa et al., 2007; Roosild et al., 2009). El eflujo de K*
mediado por KefB o KefC en E. coli es activado por complejos del glutation y
negativamente regulado por glutation. KefB o KefC comparten similitudes
estructurales con canales de K*, y basdndose en la velocidad de transporte de K* se
ha sugerido que actian como canales. Se ha propuesto que estos transportadores
median en la supervivencia al estrés provocado por sulfidrilos electrofilicos, como
metilglioxal o N-etilmaleimida (Booth et al., 1985; Ferguson et al., 1997; Miller et al.,
1997; Booth et al., 2003). El metilglioxal es sintetizado principalmente a partir del
intermediario glicolitico dihidroxiacetona fosfato (DHAP), a través de la accion de la
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enzima metilglioxal sintasa. Esta enzima es inhibida por fosfato inorganico (Pi)
mediante retroalimentacion, y controlada alostéricamente por DHAP. Este control
alostérico tiene como resultado la eliminacion de la inhibicién por Pi. Por lo tanto, la
acumulacion de DHA provoca la sobreproduccion de metilglioxal por parte de la
enzima metilglioxal sintasa (Ferguson, 1999). El glutation juega un papel principal
en la proteccion de las células de E. coli contra la toxicidad del metilglioxal
(Ferguson y Booth, 1998), ya que es requerido por las enzimas glioxilasas I y II en el
primer paso de la detoxificacion de metilglioxal a D-lactato, mediante la formacion
de complejos del glutation (hemitioacetil y S-lactoilglutation). Estos complejos a su
vez activan a KefB y KefC, provocando la salida de K* y la entrada de H* y causando
la acidificacion de la célula (Ferguson y Booth, 1998). Esta bajada de pH protege a la
célula contra los efectos toxicos del metilglioxal (Ferguson et al., 1995; Masip et al.,
2006) (Fig. A9).
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Fig. A9. Representacion esquematica de la relacién entre la detoxificacion de metilglioxal
y la proteccion mediada por KefB/KefC. DHAP, dihidroxiacetona fosfato; MG, metilglioxal;
GSH, glutatiéon; HTA, hemitioacetal; GI y GII, glioxilasas I y II, respectivamente. La
formacién de glutation-S-conjugados activa fuertemente KefB pero ademas tiene un efecto
mas débil en la activacion de KefC. La salida de potasio es compensada por la entrada de
protones, a través de una ruta desconocida. Modificado de Ferguson y colaboradores (1995).
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Estudios recientes proponen que las proteinas KEA forman un subgrupo
junto a cuatro transportadores bacterianos (KefC y KefB de E.coli; AmhT de Bacillus
pseudofirmus; y YhaT de Bacillus subtilis) que presentan un sistema de transporte de
dos componentes, existiendo proteinas auxiliares que interactian con ellas
modulando su actividad y permitiendo que puedan funcionar como antiportadores
cation/H* o como canales idnicos (Miller et al., 2000; Fujisawa et al., 2007). KefC y
YhaT necesitan la presencia de sus proteinas auxiliares para desempenar la
actividad antiportadora, mientras que AmhT lleva a cabo el antiporte
independientemente de las mismas. Ensayos utilizando vesiculas invertidas de
bacterias indican que KefFC presenta una actividad de intercambio K*(Rb*)/H* alta,
Li*/H* media y Na*/H* baja, y que los dos sistemas CPA2 de dos componentes de
Bacillus solo catalizan intercambio K*(Rb*)/H* (Fujisawa et al., 2007). Sin embargo
aun no se ha descrito el mecanismo de transporte de las proteinas KEA de plantas.

3.2.4. Canales de K*

Anadlisis electrofisioldgicos de células guarda, células parenquimaticas del
xilema, y protoplastos de raiz han revelado la presencia de canales especificos de K*
que son regulados por hiperpolarizacion y despolarizacion de la membrana
(Lebaudy et al., 2007). Estos canales selectivos se han identificado a nivel genético y
molecular como multimeros compuestos por subunidades a y se agrupan en tres
familias principales: Shaker, TPK (tandem-pore) y Kir (inward-rectifying) (Lebaudy et
al., 2007).

Ademads de mediar en la toma de K* del suelo, existen canales de K* que
desempefian un amplio rango de funciones en la planta. Una de las principales es el
mantenimiento a corto plazo de los gradientes de potencial eléctrico a través de las
membranas celulares, donde estos canales actian de manera coordinada con
bombas electrogénicas (incluida la H*-ATPasa de membrana plasmatica) y
transportadores de cloruro (Gradmann y Hoffstadt, 1998). También se ha
demostrado que intervienen en los flujos de K* a larga distancia a través de los
tejidos vasculares (Gaymard et al., 1998; Deeken et al., 2000; Lacombe et al., 2000)

3.2.4.1. Canales de K* tipo “Shaker”

Es la familia mejor caracterizada y, probablemente, la mds importante desde
el punto de vista funcional. Son canales tetraméricos, compuestos por 4
subunidades a, situadas alrededor de un poro central (Zimmermann y Sentenac,
1999). Cada subunidad esta constituida por 6 segmentos hidrofébicos
transmembrana, con una region de aminodcidos cargados positivamente en el
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cuarto segmento que acttia como un sensor de voltaje, y un dominio de poro entre el
quinto y sexto segmento que contiene un motivo altamente conservado, GYGD
(glicina-tirosina-glicina-aspartato), una caracteristica clave en la selectividad de
potasio (Very y Sentenac, 2003). Los canales tipo Shaker estan localizados en la
membrana celular y median la mayor parte de las corrientes selectivas de K*
dependientes de potencial de membrana (Very y Sentenac, 2002). Se expresan en
varios tipos de células y funcionan en un rango de concentraciones de K* milimolar
(transporte pasivo de baja afinidad). En base a su dependencia de potencial de
membrana, los canales se agrupan en tres subfamilias funcionales: (1) canales de
rectificacion hacia adentro activados por hiperpolarizacion (AKT1, KAT1, KAT2);
(2) canales de débil rectificacion hacia adentro (AKT2/3); y (3) canales de
rectificacion hacia afuera activados por despolarizacion (SKOR y GORK) (Lebaudy
et al., 2007).

La familia de canales de rectificacion hacia adentro activados por
hiperpolarizacion (Inward-Rectifying Shaker K* Channels) incluye los primeros canales
de K* identificados en plantas, los canales AKT1 y KAT1 de Arabidopsis. Ambos
genes fueron identificados mediante complementacion funcional en un mutante de
levadura deficiente en la toma de potasio (Schachtman et al., 1992; Sentenac et al.,
1992). AKT1 se expresa fundamentalmente en raices de Arabidopsis, donde esta
implicado en la adquisicion de K* (Hirsch et al., 1998). Se llevaron a cabo estudios en
condiciones de ayuno de potasio, y se comprobd que los niveles de transcrito de
AKT1 no se afectan en la mayoria de los sistemas, confirmandose la participacion de
este canal en el rango de baja afinidad (Lagarde et al., 1996; Su et al., 2001; Pilot et
al., 2003). En trigo si se observé un aumento del nivel de transcrito de TaAKT1 y del
transporte de potasio, en condiciones de ayuno (Buschmann et al., 2000). Ademas,
se comprobd en A. thaliana que, después de inhibir los sistemas HATS con NH4, los
mutantes aktl presentaban un fenotipo de crecimiento muy disminuido en
condiciones de baja concentracion de K* externa (del orden micromolar), mientras
que las plantas silvestres estaban mucho menos afectadas, lo que demuestra que
AKT1 puede funcionar en el rango de alta afinidad (Hirsch et al., 1998; Spalding et
al., 1999; Rubio et al., 2010). Los canales KAT1 y KAT2 son especificos de las células
guarda e intervienen en el transporte de K* que regula la apertura estomatica
(Szyroki et al, 2001). El canal KAT1 también participa en la toma de K* en
condiciones de baja concentracién cuando se expresa en Arabidopsis y células de
levadura (Bruggemann et al., 1999).

Los canales de débil rectificacion hacia adentro, AKT2/AKTS3, se localizan en
células del floema y permiten el transporte de K* bidireccional, participando en la
carga y/o descarga del floema y en la toma de K* en células del mesofilo de la hoja
(Marten et al., 1999; Deeken et al., 2000; Lacombe et al., 2000; Dennison et al., 2001).
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Los canales de rectificacion hacia afuera (Outward-Rectifying Shaker K*
Channels) son activados por despolarizacion e incluyen las proteinas SKOR y GORK.
El canal SKOR, fue el primer canal de rectificaciéon hacia afuera activado por
despolarizacion descrito en Arabidopsis. Se expresa en el cilindro vascular de la raiz,
donde media en la liberacién de K* al xilema, para su transporte desde la raiz a la
hoja. En mutantes de Arabidopsis deficientes en SKOR se ha observado una
reduccion en el contenido de K* en la parte aérea, pero no en la raiz (Gaymard et al.,
1998). El canal GORK es el principal canal de K* de rectificacion hacia afuera en las
células guarda, y estd implicado en la rdpida eliminacién de K* de estas células
durante el cierre estomatico (Ache et al.,, 2000). Este canal también se expresa en
pelos radiculares (Ivashikina et al., 2001). Aunque aparentemente en el genoma de
Arabidopsis no se han identificado mas genes que codifiquen este tipo de canales, la
situacion es mas compleja. Asi, cuando se coexpresan en S. cerevisiae 0 en oocitos de
Xenopus, las subunidades o de SKOR y GORK son capaces de formar canales
heteroméricos, que también podrian formarse in vivo, aumentando de este modo el
numero de canales (Dreyer et al., 2004).

3.2.4.2. Canales de K* TPK (tamdem-pore K* channels)

Los transportadores TPK de plantas, animales y hongos tienen entre dos y
ocho dominios transmembrana, con un poro individual, o mas frecuentemente, dos
poros separados por dos dominios transmembrana, y cada uno contiene la
secuencia GYGD, similar a los canales Shaker (Czempinski et al., 1999; Zimmermann
y Sentenac, 1999; Maser et al., 2001; Maser et al., 2002; Ashley et al., 2006; Lebaudy et
al., 2007). Estos canales se han identificado en raices, hojas y flores y se localizan en
el tonoplasto o la membrana plasmatica, con sitios reguladores de union al Ca? y
sitios de fosforilacion (Czempinski et al., 1997; Czempinski et al., 2002; Moshelion et
al., 2002; Latz et al., 2007). Se han identificado varios canales TPK en plantas, pero
solo se han caracterizado funcionalmente dos: AtTPK1 y AtTPK4. TPK1 se considera
un canal VK (Vacuolar K*) (Ward et al., 2009). Los canales VK fueron identificados en
las membranas de las vacuolas de las células guarda, son activados por aumentos en
la concentraciéon de Ca? citosdlico (en el rango de 1uM) y son altamente selectivos
para K* (Ward y Schroeder, 1994). Por tanto, TPK1 es un canal localizado en el
tonoplasto activado por Ca?, sensible a pH, e insensible a voltaje (Gobert et al.,
2007). TPK4 se localiza en la membrana plasmatica, y participa en el transporte de
K*en el grano de polen y en el tubo polinico (Becker et al., 2004).
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3.2.4.3. Canales de cationes no selectivos (NSCC)

La familia de canales NSCC (Non Selective Cation Channels) consiste en un
grupo heterogéneo que incluye canales regulados por nucleétidos ciclicos (CNGCs)
y canales tipo Shaker (Demidchik y Maathuis, 2007). Estos canales son ubicuos, se
encuentran tanto en membrana plasmdtica como en endomembranas,
fundamentalmente en tonoplasto. Se han descrito 40 NSCCs putativos en el genoma
de Arabidopsis (Maser et al., 2001; Very y Sentenac 2002, 2003). Estos canales
muestran una alta selectividad para cationes sobre aniones, pero, por lo general, no
discriminan fuertemente entre cationes, presentando rangos de selectividad K*/Na*
entre 0,3 y 3 (Demidchik et al., 2002; Demidchik y Maathuis, 2007). Tienen un papel
fisioldgico en la toma de K* de baja afinidad, pudiendo ser activados por un gran
numero de factores y se clasifican segun se activen por despolarizacion, por
hiperpolarizacion o ser insensibles al voltaje. También pueden ser mecanosensibles,
o activados por calcio, por nucledtidos ciclicos o por glutamato (Demidchik et al.,
2002).

Las proteinas CNGCs (Cyclic Nucleotide Gated Channels) son canales activados
por cAMP o por cGMP (Leng et al., 2002), provocando la entrada de cationes a la
célula (Balague et al.,, 2003). Comparten homologia estructural con los canales
Shaker, con seis dominios transmembrana y un dominio poro localizado entre la
quinta y la sexta unidad transmembrana. El dominio de unién del nucleétido ciclico
estd localizado en el extremo carboxiterminal de la proteina junto con el dominio de
union a calmodulina. Sin embargo, a diferencia de los canales Shaker, los CNGCs no
presentan la secuencia del poro GYGD (Talke et al., 2003). Estos canales estan
ampliamente representados en el reino vegetal, con 20 miembros en el genoma de
Arabidopsis (Maser et al., 2001). En contraste con los CNGCs animales, en plantas
estos canales se activan por calcio y calmodulina (Maser et al.,, 2001; Very y
Sentenac, 2002). Son canales no selectivos, presentando una permeabilidad muy
similar para K* y Na* (Balague et al., 2003). Todos los CNGCs caracterizados hasta el
momento catalizan el transporte de K* y, excepto CNGC2, también de Na*.
AtCNGC1 y AtCNGC4 muestran la misma conductividad para K* y Na* (Balague et
al., 2003; Hua et al., 2003), y AtCNGC10 es un canal putativo de K* que influye
enormemente en distintos procesos del desarrollo y el crecimiento, y en la
acumulacién de almidén en los cloroplastos (Borsics et al., 2007). Los canales CNGC
se expresan en todos los tejidos de la planta (Talke et al., 2003), localizdndose en la
membrana celular (Arazi et al., 1999). El gran tamafo de esta familia de proteinas en
plantas indica una amplia diversidad de funciones fisiologicas, que abarcan desde la
sefializacion celular (Very y Sentenac, 2002) a la toma de cationes en la raiz
(Maathuis y Sanders, 2001).
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Los canales tipo shaker dentro de la familia de canales NSCC presentan una
diversidad funcional muy amplia, debido a que las subunidades de estas proteinas
pueden formar heterémeros (Lebaudy et al., 2007). En este sentido, se observd que
la transformacion de oocitos de Xenopus con cinco genes Shaker conlleva la
polimerizacion indiscriminada de las subunidades de estas proteinas, dando como
resultado una gran variedad de productos génicos. Ello sugiere que estos canales
pueden constituir la mayor fuente de diversidad de canales de K* en plantas (Dreyer
et al., 1997; Xicluna et al., 2007).

3.2.5. Superfamilia CaCA

La superfamilia de antiportadores Ca?/cation (CaCA) esta constituida por
proteinas integrales de membrana con 10-11 dominios transmembrana que
transportan Ca* u otros cationes, usando el gradiente de H* o Na* generado por
transportadores primarios (Busch y Saier, 2002). Estas proteinas han sido
identificadas en animales, plantas, hongos, arqueas y bacterias.

Hasta hace poco tiempo, el intercambio cation monovalente/H* se atribuia
exclusivamente a la superfamilia de transportadores CPA. El antiportador ChaA de
E. coli era el inico miembro de la familia CaCA capaz de llevar a cabo el transporte
de Ca*, Na*y K* (Ivey et al., 1993; Radchenko et al., 2006). Sin embargo, estudios
recientes han puesto de manifiesto la existencia de otros miembros de Ila
superfamilia CaCA implicados en la compartimentacion vacuolar de iones alcalinos
(Cagnac et al.,, 2007; Pittman et al.,, 2009; Zhao et al., 2009). La proteina Vnxlp
(Vacuolar Na* eXchanger) de levadura fue el primer antiportador CaCA eucariota
caracterizado como transportador cation monovalente/H", siendo descrita como el
unico antiportador responsable de la acumulacién de cationes alcalinos contra
protones en el lumen vacuolar (Cagnac et al., 2007). A pesar de su homologia con
otros miembros de la familia CAX (CAlcium eXanger), Vnx1lp no media el transporte
de Ca?, sino que actiia como un antiportador cation/H* de baja afinidad con mayor
afinidad por Na* que por K*. La proteina Vnxlp vacuolar probablemente juega un
papel importante en la homeostasis idnica y la regulacién del pH intracelular, de
una forma similar a la proteina prevacuolar Nhxlp. Debido a su papel
predominante en el transporte idnico vacuolar, los mutantes vnxIA podrian
constituir una herramienta muy util para la expresion heterdloga y la
caracterizacion funcional de antiportadores cation monovalente/H* endosomales
(Cagnac et al., 2007).

Otro miembro de la superfamilia CaCA, CAX1 del alga verde unicelular
Chlamydomonas reinhardtii, presenta una actividad de transporte de Ca? y Na*
vacuolar dependiente del gradiente de protones cuando se expresa en levadura
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(Pittman et al., 2009). También se ha demostrado que la co-expresion de AtCAX1 y
AtCAX3 en células de levadura da lugar a la formacion de complejos “hetero-CAX”
que presentan propiedades de transporte distintas a AtCAX1 y AtCAX3 expresadas
individualmente, siendo capaces de transportar Li* sin afectar la tasa de transporte
de Ca? (Zhao et al., 2009). Ademas, la expresion de AtCCX3 en levadura induce una
alta capacidad de toma de Rb* radiactivo en fracciones enriquecidas en tonoplasto,
que puede ser inhibida por un exceso de K*, Na* y Mn?* no radiactivos, pero no por
Ca?* (Morris et al., 2008). La proteina AtCCX3 se localiza en el tonoplasto de células
vegetales y su expresion aumenta en plantas tratadas con NaCl, KCl y MnCl. Se ha
comprobado que los mutantes de insercion de AtCCX3 y AtCCX4 no presentan
alteraciones en el crecimiento, mientras que las plantas sobrexpresoras de AtCCX3
muestran un incremento en la acumulacion de Na* y en el transporte de %Rb*. En
membranas enriquecidas en tonoplasto aisladas de lineas de Arabidopsis que
sobreexpresaban CCX3 bajo control de un promotor constitutivo, se observo un
incremento en la toma de ®Rb*. Ademas, se ha demostrado que la sobreexpresion de
AtCCX3 en plantas de tabaco afecta al desarrollo de la planta, provocando clorosis y
necrosis como resultado de la acumulacion de altos niveles de numerosos cationes.
En conjunto, estos resultados sugieren que AtCCX3 funciona como un
transportador de K* dependiente de H* que también puede transportar Na* y Mn?".
Esta capacidad de transporte dual sugiere un papel en la homeostasis de cationes
vacuolares en la planta (Morris et al., 2008).

3.3. MECANISMOS DE DETECCION Y SENALIZACION EN RESPUESTA A
DEFICIENCIA DE POTASIO

El potasio es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de
las plantas. Por ello, las plantas deben disponer de mecanismos de sefializacion que
les permitan ajustar rdpidamente los sistemas de absorcion de este cation a la
variable disponibilidad del mismo en el medio. Se ha demostrado que las
variaciones de la concentracion de K* externa afectan directamente a la actividad de
canales y transportadores de K* y, ademads, provocan la alternancia entre los dos
mecanismos de toma de K*. Cuando las células vegetales detectan una deficiencia de
K+ en el medio externo, generan sefales citoplasmaticas de Ca* que son
“descifradas” por sensores de Ca?. Esta sefial de Ca?* es transmitida a proteinas
diana (transportadores de K* y canales), que son reguladas a nivel transcripcional o
post-transcripcional. Como resultado se mantiene la homeostasis de K* y las plantas
pueden adaptarse a un ambiente con bajo K* (Wang y Wu, 2010).
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Regulacion transcripcional

La transcripcion de los transportadores de K+ de Arabidopsis, AtHAKS,
AtKEA5, AtKUP3, AtCHX13, y AtCHX17, es inducida por ayuno de K* (Kim et al.,
1998; Ahn et al., 2004; Cellier et al., 2004; Shin y Schachtman, 2004; Gierth et al.,
2005; Zhao et al., 2008). Se ha comprobado que AtHAK5, AtCHX13 y AtCHX17
estan implicados en la adquisicion y homeostasis de K* en plantas en condiciones de
deficiencia de K+ (Cellier et al., 2004; Gierth et al., 2005; Zhao et al., 2008). Shin y
Schachtman (2004) observaron que la deficiencia de K* produce una liberacion de
H:0: que induce la expresién de genes que codifican transportadores de K* como
AtHAK5. Ademas, comprobaron que después de seis horas de ayuno de K*, se
inducia la transcripcion de AtKEA5 de manera transitoria. En otras especies
vegetales también se ha demostrado la existencia de transportadores cuya
transcripcion es iducida por ayuno de K*, como son LeHAK5 de tomate, HvHAK1 de
cebada, CaHAK1 de pimiento, y OsHAKI de arroz (Santa-Maria et al., 1997;
Banuelos et al., 2002; Wang et al., 2002; Martinez-Cordero et al., 2005; Leidi et al.,
2010). Con respecto a los canales de K*, son muy pocos los que presentan una
respuesta al ayuno de K*. Algunos de ellos son AtKC1 de Arabidopsis, LeKC1 de
tomate, y TaAKT1 de trigo (Buschmann et al., 2000; Wang et al., 2002; Shin y
Schachtman, 2004).

Ademads de estos transportadores y canales de K*, otros muchos genes
relacionados con la transcripcion, la fosforilacion de proteinas, el metabolismo de
especies reactivas de oxigenio (ROS), la generacién y transduccion de la sefial de
Ca? o la sintesis de etileno y de acido jasmonico, son regulados positivamente en
respuesta a deficiencia de K* (Wang y Wu, 2010 y sus referencias)

Regulacion post-traduccional

La regulacion de las actividades de canales y transportadores de K* mediante
modificaciones post-traduccionales juega un papel crucial en la transducciéon de la
sefal en respuesta a defciciencia de K*. Existen numerosas evidencias de que la
fosforilacion y desfosforilacion de canales de K*, mediada por quinasas y fosfatasas,
respectivamente, constituyen un mecanismo importante en las respuestas de la
planta a la deficiencia de K* (Cherel et al., 2002; Li et al., 2006; Xu et al., 2006; Lee et
al., 2007).

Como se ha indicado anteriormente, AKT1 puede funcionar en el rango de
alta y baja afinidad (Hirsch et al., 1998; Spalding et al., 1999). Se ha sugerido que el
cambio entre los dos mecanismos de toma de K* puede ser controlado por el estado
de fosforilacion de AKT1 (Xu et al., 2006). Recientemente se ha descrito una ruta de
transduccion de senales desencadenada por Ca?* como mecanismo regulador
especifico de este canal, segin la cual una baja concentracion de potasio seria

59



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

detectada por un sensor desconocido provocando el aumento de los niveles de ROS
que, a su vez, induciria fluctuaciones de Ca? (Fig. A10 A; Li et al., 2006). A este
respecto, se ha demostrado que el dominio ankirina de AKT1 interacciona con una
proteina quinasa (CIPK23) que activa este canal por fosforilacion, y que es dirigida
por sensores de calcio tipo calcineurina B (Calcineurin B Like CBL1 y CBL9), que a su
vez son activados por Ca?" (Li et al., 2006; Xu et al., 2006; Lee et al., 2007) (Fig. A10
B). En Arabidopsis se ha demostrado que la sobreexpresion de AtCIPK23 aumenta la
tolerancia a estrés por bajo K* (Xu et al., 2006). Ello, unido a la observacién de que
los mutantes cipk23 de A. thaliana muestran un crecimiento inhibido en condiciones
de bajo K* (Cheong et al., 2007), sugiere que AKT1 fosforilado funciona como un
canal de entrada de K* en el rango de alta afinidad. Por tltimo, existen evidencias de
que la inactivacion del canal AKT1 puede producirse por desfosforilacion, via
protein fosfatasa tipo 2C (Lee et al., 2007).
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Fig. A10. Mecanismo de activacion para AKT1 en condiciones de bajo K* externo. A)
Modelo esquematico de la ruta dependiente de Ca? en la respuesta a bajo K*en Arabidopsis.
ROS: especies reactivas de oxigeno. Tomado de Li et al., 2006. B) Representacién de la
regulacion del flujo de K* segtin Lee et al., 2007. CBL: sensor de calcio tipo calcineurina B
(Calcineurin B Like); CIPK: proteina quinasa; Ankirina: region conservada en el extremo C-
terminal de los canales Shaker. Tomado de Sczcerba et al., 2009.
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Datos mas recientes han puesto de manifiesto que la actividad de AKT1
ademas estd regulada por otras proteinas, AtKC1 y una proteina SNARE (Fig. All).
AtKC1 es la subinidad «a del canal shaker de raices de Arabidopsis (Reintanz et al.,
2002), que segun las investigaciones realizadas no forma por si solo un canal de K*
funcional en sistemas de expresion heterdlogos (Dreyer et al.,, 1997; Reintanz et al.,
2002). Sin embargo, se ha comprobado que AtKC1 puede interactuar con AKT1
formando un canal complejo, cuyo umbral de activacion es mas bajo que el de AKT1
per se. Como resultado de esta interaccion, podria prevenirse la périda de K* a través
del canal AKT1 bajo condiciones limitantes de K* (Duby et al., 2008; Geiger et al.,
2009). Ademas, la regulacion del complejo AKT1-AtKCl1 requiere la presencia de la
proteina SNARE SYP21 (Honsbein et al., 2009). Sutter y colaboradores (2006)
proponen que la proteina SNARE podria mediar en el trafico y anclaje posicional de
los canales de K* en células vegetales. Ademas, la proteina SYP21 puede formar un
canal complejo tripartito junto con AKTI1-AtKC1 (Fig. All). Este complejo
desempefia un papel esencial en la toma y homeostasis de K* cuando las plantas
estan sometidas a deficiencia de K* (Geiger et al., 2009; Honsbein et al., 2009).

Pandey y colaboradores (2007) han propuesto otra ruta de sefalizacion
desencadenada por baja concentracion de K+ en Arabidopsis, en la que estan
implicadas proteinas CBL localizadas en el tonoplasto. La vacuola es un importante
pool de K+ que regula la homeostasis del K* citoplasmatico, mediante su
acumulacion o liberacién al citoplasma (Walker et al., 1996). El crecimiento de la raiz
de plantas mutantes cipk9 se inhibe por tratamientos con bajo K*, que sin embargo
no afectan al contenido de K* en los mutantes (Pandey et al., 2007). Se especula que
CIPK9 puede interactuar con un CBL localizado en el tonoplasto (CBLx), de modo
que, el complejo CBLx-CIPK9 activaria, mediante fosforilacion, transportadores de
K* localizados en el tonoplasto (TPK1 u otros), facilitando asi la liberaciéon de K*
desde la vacuola en condiciones de bajo K* (Fig. A10) (Amtmann y Armengaud,
2007; Pandey et al., 2007).

En la figura A1l se representa un modelo esquematico de los mecanismos
implicados en la deteccion y sefializacion en respuesta a la deficiencia en potasio en
la planta, propuesto por Wang y Wu (2010).
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Fig. A1l. Modelo ilustrativo de la generacion y transduccion de la seiial de
deficiencia de K* en células vegetales (Wang y Wu, 2010). Se indica la implicacion de
las sefiales citoplasmaticas de Ca? y ROS, los canales de K*y Ca?, los transportadores de K*
y las H-ATPasas, asi como de sus proteinas reguladoras. Las flechas con lineas discontinuas
indican una regulaciéon hipotética. ' representa la diferencia de potencial a nivel de la
membrana plasmatica. La deficiencia de K* externo puede ser detectada por canales de K*
AKT1 localizados en la membrana plasmatica junto con la bomba H*-ATPasa. En
condiciones de deficiencia de K*, se hiperpolariza la membrana debido a un incremento en la
actividad H*ATPasa, que ademas activa los canales AKT1 y de Ca?*. La ausencia de K*
también provoca la acumulacion de ROS en células vegetales, lo que activa la regulacion
transcripcional de los genes de respuesta a bajo potasio (BK), entre ellos HAK5. La
consecuencia de la activacion de los canales de Ca> por la hiperpolarizacion de la membrana
y las sefiales ROS es un incremento del Ca?* citoplasmatico. Las sefiales de Ca* pueden ser
percibidas y traducidas aguas abajo a través de sensores de Ca? (CLBs). En la membrana
plasmatica, CBL1 (y/o CBL9) reclutan a la quinasa CIPK23, localizada en el citoplasma, hacia
la membrana plasmatica, donde CIPK23 activa, mediante fosforilacién, la toma de K*
mediada por AKT1. Ademas, la actividad del canal AKT1 también es regulada por AtKC1
(una subunidad de canal de K*) y SYP21 (una proteina SNARE), a través de la formacion de
un canal complejo de K*. En el tonoplasto, algunas proteinas CBL pueden interactuar con
CIPK9 y activar transportadores o un canal de K* del tonoplasto, facilitando la liberacion de
K* desde la vacuola al citoplasma.
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4. NUTRICION DE POTASIO Y SALINIDAD
4.1. PROBLEMATICA DE LA SALINIDAD EN AGRICULTURA

La salinidad es el estrés abidtico que incide mds negativamente en la
productividad agricola y limita el uso potencial de nuevas areas de cultivo.
Alrededor de 800 millones de hectareas de tierras de cultivo (aproximadamente un
7% del total) estan afectadas por la salinidad en todo el mundo (Munns, 2005;
Munns y Tester, 2008). El 40% de la superficie terrestre a escala mundial
corresponde a regiones dridas y semidridas caracterizadas por ser suelos secos
debido a la escasez de lluvias, temperaturas extremas y una alta velocidad de
evaporacion, y donde la produccion agricola depende fuertemente de la irrigacion.
En estas condiciones, el efecto acumulativo del uso continuado de aguas que
contienen sales disueltas, unido a una gran velocidad de evaporacion y baja
capacidad de lixiviacion de algunos suelos, asi como el uso de elevadas cantidades
de fertilizantes en ciertas dreas de cultivo y la penetracion del agua del mar en zonas
costeras y marismas, ocasionan el fenémeno de salinizacion de los suelos. Se estima
que aproximadamente un tercio de la superficie irrigada estd afectada por la
salinidad (Flowers, 2004, Munns, 2005). Ademas, el crecimiento de la poblacion
humana, que se espera alcance 9300 millones de habitantes en 2050, hace necesario
un incremento de la producciéon global de alimentos en torno al 50 % en los
proximos 40 afios para asegurar la alimentaciéon (http://www.unfpa.org/swp/2001/,
(Flowers, 2004)). Este hecho implica sobreexplotar las tierras ya cultivadas y ademas
buscar nuevas areas donde llevar a cabo la actividad agricola, teniendo que hacer

uso de zonas daridas y semidridas en las que es frecuente una alta salinidad de los
suelos y en las que los factores climaticos (insolacion intensa, altas temperaturas,
baja pluviosidad) determinan la necesidad de irrigacion.

La salinidad de los suelos estd mayoritariamente determinada por el NaCl,
aunque también puede haber cantidades considerables de otras sales como Na250s,
CaSOs, MgCl2 y NaCOs (Zhu, 2002). La toxicidad de cada ion varia segun la planta:
el Cl es el componente mas tdxico para citricos y soja mientras que el Na* resulta
mas toxico para la mayoria de las plantas cultivadas (Munns y Tester, 2008 y sus
referencias). En base a su tolerancia al estrés salino las plantas pueden clasificarse en
dos grupos: haldfitas y glicofitas. Ademas, dentro de cada grupo hay grandes
diferencias en el nivel de tolerancia al estrés salino (Greenway y Munns, 1980). La
mayoria de las especies cultivadas son glicofitas y, por tanto, muy sensibles a la
salinidad del suelo, de manera que no pueden crecer a una concentracién de 100
mM de NaCl o superior (Tuteja, 2007).
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4.2. EFECTOS DE LA SALINIDAD SOBRE LAS PLANTAS

La salinidad del suelo estresa a las plantas debido a que dificulta la
extraccion de agua por parte de la raices y a que provoca efectos tdxicos y
desequilibrios nutricionales asociados a la entrada de iones Na* y CI- en la planta
(Munns y Tester, 2008). El crecimiento de la planta disminuye enormemente en
situaciones de salinidad, ya que el incremento de los contenidos celulares de Na* y
Cl interfiere en la disponibilidad, transporte y distribucion de agua y nutrientes
minerales necesarios para la planta, como son K*, Ca? y NO* (Flowers y Colmer,
2008; Tuteja, 2007). Por tanto, la accion negativa de la sal sobre la planta se debe
tanto a su efecto osmoético como idnico (Munns y Tester, 2008).

El efecto osmético conlleva una disminucién de la capacidad de absorber
agua por parte de la planta, lo que supone una reduccion de la expansion foliar y
una pérdida de turgencia. De manera general, en plantas sensibles el efecto
osmotico provoca a largo plazo una reduccion del crecimiento de la parte aérea y, en
menor grado, de las raices (Munns et al., 2000; Munns, 2002; Tester y Davenport,
2003). A altas concentraciones de Na* en el medio extracelular se produce una salida
de agua fuera de la célula, por lo que, para mantener la actividad citosolica, el agua
pasa desde la vacuola al citosol. Como consecuencia se reducen el turgor y la
expansion celular casi instantdneamente, minutos después de iniciarse el estrés
salino (Yeo et al.,, 1991). También se reduce la velocidad de division celular, lo que
conduce a una ralentizacion en la aparicion y crecimiento de las hojas. Por otro lado,
los brotes laterales dejan de crecer y se forman menos ramas. Ademas, se afecta el
desarrollo reproductivo, produciéndose floracion temprana o reduccién del niimero
de botones florales (Munns y Tester, 2008).

La alta salinidad también provoca en la planta toxicidad idnica (Zhu, 2002;
Munns y Tester, 2008), ya que conduce a una acumulacion de Na*y ClI- en el citosol
de la célula que puede ser perjudicial para la misma. El Na* es la causa principal de
toxicidad idnica. La alteracion provocada por el Na* en la toma de K* conlleva una
alteracion en la razon K*/Na* de la célula, que es mas critica que la concentracion
absoluta de Na* (Maathuis y Amtmann, 1999). El Na* tiene la capacidad de competir
con el K* para unirse a sitios esenciales debido a la semejanza en propiedades
fisicoquimicas de ambos. Sin embargo, el Na* no puede sustituir al K* en sus
funciones metabdlicas en el citoplasma (ver apartado 1.1) (Marschner, 1995; Zhu et
al., 1998; Tester y Davenport, 2003). La sintesis de proteinas requiere altas
concentraciones de K* para la union del tRNA a los ribosomas (Blaha et al., 2000),
siendo la interrupcidn de la sintesis de proteinas una de las principales causas de
toxicidad por Na*. A nivel de la planta se ve afectado el crecimiento, ya que la
acumulacion de Na* causa la necrosis de las hojas mas viejas, primero en los bordes
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y, posteriormente, en el interior. Cuando las hojas mas viejas detienen el
crecimiento, no pueden diluir la sal que les llega, tal como ocurre en las hojas
jovenes en crecimiento y, por ello, mueren. Si la tasa de muerte de las hojas viejas es
mayor que la de produccion de hojas nuevas, se vera afectada la capacidad
fotosintética de la planta, que no serd capaz de suministrar los hidratos de carbono
que requieren las hojas jovenes, lo cual reduce atin mas los niveles de crecimiento y
produccion de la planta (Munns, 1993, 2002; Munns y Tester, 2008).

Ademas, como se ha comentado anteriormente, la salinidad no sélo dificulta
la absorcidn de agua por la planta, sino también de nutrientes minerales, pudiendo
conducir a una situacion de desequilibrio nutricional (Silberbush y Ben-Asher,
2001). El efecto directo del Na* sobre la toma de otros nutrientes se debe a la
interferencia de este cation con la actividad de transporte ionico a nivel de la
membrana celular de la raiz, afectando fundamentalmente a transportadores y
canales de K*, lo que impide la toma de este macronutriente y afecta su homeostasis
(Fig. A12). Los primeros estudios llevados a cabo por Epstein y colaboradores
(Epstein, 1961; Rains y Epstein, 1965), sugerian que el K* y el Na* compiten por su
entrada en la célula a través de transportadores/canales similares, lo que dio lugar a
la hipdtesis de que uno de los factores de toxicidad del Na* es la inhibicion del
transporte de K*, provocando su deficiencia. Esta hipotesis se ha confirmado
mediante estudios genéticos posteriores, que demuestran que mutantes tolerantes a
sal a menudo presentan fenotipos de deficiencia de K* (Hasegawa et al., 2000;
Munns y Tester, 2008). Ademas, cuando el Na* cargado positivamente atraviesa la
membrana plasmatica, se observa una despolarizacion de la membrana significativa
(Shabala y Cuin, 2008 y sus referencias). Esta despolarizacion hace que la toma de K*
pasiva a través de canales de potasio rectificadores hacia adentro sea imposible
desde el punto de vista termodindmico, al mismo tiempo que incrementa
enormemente la pérdida de K* a través de los canales de K* rectificadores hacia
afuera activados por despolarizacion (KOR) (Fig. A12).

65



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Fig. A12. Efectos adversos de la salinidad sobre la homeostasis de K* y relaciones
idnicas en plantas. Niveles elevados de Na* en la solucion del suelo inducen la salida de
agua fuera de la célula siguiendo el gradiente osmoético (1). Las hojas sufren igualmente este
efecto osmotico debido a la acumulacién de Na* en el apoplasto de las hojas (6). La salinidad
reduce sustancialmente la disponibilidad de K* por las raices como resultado de la reducida
actividad de K* en el la solucién del suelo (2). El Na* compite por el K* por sus sitios de
absorcion en la membrana plasmatica incluyendo los transportadores de baja afinidad (3) y
alta afinidad (4). Finalmente, la salinidad incrementa drasticamente la pérdida de K* a través
de los canales de K* rectificadores hacia afuera activados por despolarizacion (KOR) (5).
Tomado de Shabala y Cuin (2008). En esta figura no se encuentran representados
transportadores de Na* claves como SOS1 y NHXI.
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4.3. MECANISMOS DE TOLERANCIA A LA SALINIDAD EN PLANTAS

La tolerancia a sal en glicofitas estd asociada de forma predominante con la
restriccidon de la absorcion de iones toxicos a nivel de la raiz, la extrusion de iones en
el apoplasto y el secuestro de iones en compartimentos intracelulares y tejidos que
son menos sensibles (Blumwald, 2000; Flowers y Colmer, 2008). Los recientes
progresos en genética molecular y electrofisiologia de plantas sugieren que la
homeostasis del Na*y el K* es un mecanismo clave en la tolerancia a estrés salino, y
constituye un proceso complejo y coordinado, que conlleva el mantenimiento en el
citoplasma de una alta razén K*/Na* (Tester y Davenport, 2003; Apse y Blumwald,
2007; Shabala y Cuin, 2008).

4.3.1. Mantenimiento de la razon K*/Na* citosdlica como mecanismo clave
para la tolerancia a la salinidad

La razon K*/Na* citosdlica a menudo se confunde con la razén K*/Na* del
tejido (parte aérea u hoja), lo cual resulta erréneo, puesto que es la homeostasis
citosdlica de K* y no su acumulacién vacuolar, la que resulta esencial en los procesos
metabolicos, si bien aquella ultima tiene algin impacto en el ajuste osmotico
(Maathuis y Amtmann, 1999; Shabala y Cuin, 2008).

A este respecto, las evidencias recientes obtenidas en plantas modelo como
Arabidopsis y arroz, han conducido a la idea de que la homeostasis del K* a nivel de
planta entera bajo condiciones salinas tiene lugar, al menos en una gran medida, a
través de la regulacion de las concentraciones internas de Na* en los diferentes
tejidos. Esto es llevado a cabo a través de diferentes transportadores que controlan
la selectividad de K* sobre la de Na*, mediante la extrusion de Na* al medio externo,
su compartimentacion vacuolar, asi como la carga y descarga xilematica (Zhu et al.,
1998; Tester y Davenport, 2003; Horie y Schroeder, 2004; Ren et al., 2005; Rus et al.,
2005; Sunarpi et al., 2005; Apse y Blumwald, 2007). En otra medida, también puede
depender de la prevencion de la pérdida de K* fuera de la célula (Shabala y Cuin,
2008).

A nivel celular, la toma de Na* restringida, su exclusion activa a la solucion
del suelo, a través del antiportador Na‘*/H* de la membrana plasmatica SOS1 (Zhu,
2003), y la compartimentacion del exceso de este cation en la vacuola a través del
transportador Na*/H* de tonoplasto NHX1 (Zhang y Blumwald, 2001) se consideran
claves para la tolerancia a la sal.

A nivel de la planta completa, la adaptacion a la salinidad puede llevarse a
cabo mediante la reduccion de la carga de Na* a la parte aérea, la recirculacion de
Na* en el floema, la compartimentacion especifica de tejido y organo (tales como
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carga preferencial de Na* en estructuras menos sensibles como hojas senescentes o
epidermis, entre otras) y, en algunas especies, mediante la secrecion de sal desde la
hoja a través de glandulas de sal o vesiculas (Tester y Davenport, 2008 y sus
referencias). Un mecanismo importante es la recirculacion de Na* desde los drganos
fotosintéticos hacia las raices. Existen importantes indicios de que este proceso estd
mediado por transportadores de K* de alta afinidad (Rus et al., 2004; Davenport et
al., 2007). Debido a que estos trasportadores estan implicados en la toma de K* en
los tejidos vegetales (Rubio et al., 1995) se han convertido en el principal objetivo de
las estrategias para la mejora de la tolerancia a la salinidad (Byrt et al., 2007).

4.3.2. Regulacion de los transportadores de K* bajo condiciones salinas

Debido a que el estrés salino impacta de manera muy severa en la
homeostasis del K* en todos los drganos de la planta, cabe esperar una regulacion
diferencial del transporte de K* en funcion del tejido vegetal y del compartimento
celular (Maathuis, 2006; Shabala y Cuin, 2008).

Transportadores KIT/HAK/KUP

Los niveles de transcripcién y la actividad de varios de los transportadores
de este grupo se modifican en condiciones salinas, por lo que podrian ser objetivo
para la mejora genética. HAK1 de cebada expresado en levadura interviene en el
transporte de Na* de baja afinidad y en la toma de K* de alta afinidad (Santa-Maria
et al, 1997). En experimentos de expresion heterdloga se ha demostrado que
concentraciones elevadas de Na* inhiben el transporte de K* por AtKUP1 (Fu y
Luan, 1998) y AtHAKS5 (Rubio et al., 2000). También se ha observado que la
transcripcion de KUP2 disminuye en la parte aérea de plantas tratadas con NaCl
(Maathuis, 2006) y que los niveles de transcrito de AtHAKS5 se reducen de una
manera drastica por el estrés salino (Nieves-Cordones et al., 2010). Por otra parte,
tanto la carencia de K* como el estrés por NaCl aumentan los niveles de expresion
de las proteinas McHAK1 y McHAK?2 de Mesembryanthemum crystallinum (Su et al.,
2002). Estas isoformas parecen estar implicadas en el mantenimiento de los niveles
de K* citoplasmatico y/o en la regulacion del turgor bajo condiciones en las que el
Na* externo inhibe la toma de K* y el Na* celular reemplaza al K*.

Transportadores HKT

Como se ha indicado anteriormente (apartado 3.2.2.), la familia de proteinas
HKT ha sido implicada en el transporte de Na* en varias especies (Schatchman y
Schroeder, 1994; Rubio et al., 1995; Haro et al,, 2010). Se ha observado que estos
transportadores pueden mediar el transporte de Na* de alta y baja afinidad en raices
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(Gassman et al., 1996; Laurie et al., 2002), sobre todo cuando la razén K*/Na* es baja
(Rubio et al., 1995; Rubio et al., 1999; Haro et al.,, 2005). Se considera que los
transportadores HKT desempefian un importante papel en la toma y recirculacion
de Na* en plantas sometidas a estrés salino (Rus et al., 2001; Apse y Blumwald,
2007). Ademas, los transportadores HKT estan implicados en la regulacion del
transporte y la homeostasis de K* bajo condiciones salinas (Uozumi et al., 2000; Ren
et al., 2005; Sunarpi et al., 2005).

Antiportadores K*/H*

Como se ha indicado en el apartado 3.2.3, el genoma de Arabidopsis
contiene seis antiportadores de eflujo de K* putativos, denominados KEA1-KEA6 (K
Efflux Antiporters), los cuales junto con las proteinas CHX (Cation H eXchangers, con
28 miembros en Arabidopsis) pertenecen a la familia de antiportadores CPA2 (Maser
et al., 2001). Cellier y colaboradores (2004) han sugerido que al menos un miembro
de la familia CPA2, AtCHX17, puede contribuir a la adquisicion de K* y a su
homeostasis bajo condiciones salinas, ya que los niveles de transcrito de este gen
aumentan en dichas condiciones (Maathuis, 2006). Otros miembros de la familia
CHX también juegan un papel en la extrusion de Na* desde la célula. Asi, estudios
de caracterizacion funcional de CHX21 indican que esta proteina acttia como
transportador de Na* en el parénquima del xilema (Hall et al., 2006). También se
sabe que algunas proteinas de la familia NHX son antiportadores K*/H*, y que la
mejora de la tolerancia a la salinidad por sobreexpresion de estos genes esta
relacionada con un efecto sobre la homeostasis de K* (ver apartado 3.2.3.).

Canales de potasio tipo shaker

El Na* tiene efectos directos sobre los canales AKT, reduciendo la
probabilidad de apertura, e indirectos, reduciendo el nimero de canales expresados
(Qi y Spalding, 2004). También se ha demostrado que los canales AKT2/3 aumentan
su expresion en condiciones de estrés salino (Marten et al., 1999), pudiendo estar
implicados en la recirculacién de K* via floema. De modo similar, la expresion de
canales SKOR, localizados en la estela de la raiz, se incrementa por la salinidad
(Maathuis, 2006). El aumento inducido por sal de la expresion de SKOR en raices y
de la expresion de AKT2/3 en parte aérea, causaria un aumento del transporte de K*
a través del tejido vascular, produciéndose una redistribucion de este cation entre
las raices y la parte aérea. En contraposicion a lo anterior, situaciones de ausencia de
K* provocan una disminucién de la expresion de SKOR y AKT2/3 (Pilot et al., 2003).
Ademss, la gran entrada de Na*® que tiene lugar en plantas sometidas a salinidad
causa la despolarizaciéon de la membrana (Shabala y Cuin, 2008 y sus referencias), lo
que puede provocar la activacion de canales de K* rectificadores hacia afuera.

69



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Mediante el uso de bloqueadores especificos de canales de K*, se ha observado que
el eflujo masivo de K* en células de la epidermis de raiz y en células del mesofilo de
la hoja que ocurre en condiciones de alta salinidad para mantener el equilibrio
osmotico, es mediado por este tipo de canales en Arabidopsis (Shabala et al., 2006). Es
mas, tras someter a alta salinidad a mutantes con delecciones en diferentes
transportadores de K*, se observd que el eflujo de K+ desde el citoplasma al exterior
sOlo se reducia fuertemente en los mutantes gorkI (Shabala et al., 2006), poniendo de
manifiesto la importancia de los canales GORK en la tolerancia de las plantas a la
salinidad.

Canales de K* TPK (Tamdem-Pore K* channels)

La participacion de estos canales en las respuestas adaptativas de las plantas
a la salinidad es poco conocida. Se ha observado que los niveles de transcripcion de
TPK5 (KCO5) disminuyen en condiciones salinas, lo que posiblemente estaria
asociado a su participacion en el mantenimiento de los niveles de K* citoplasmatico
y/o el intercambio de K* vacuolar por Na* (Maathuis, 2006).

Canales de cationes no selectivos (NSCC)

Su contribucion a la adquisicion y el transporte de K* en plantas sometidas a
condiciones salinas no se ha cuantificado (Leng et al., 2002; Balague et al., 2003).
Todos los CNGCs caracterizados hasta el momento pueden catalizar el transporte
de K y, excepto CNGC2, también de Na*. Los andlisis del transcriptoma de
Arabidopsis han revelado un incremento de los niveles de transcritos de CNGCl1,
CNGC19 y CNGC20 en raices y de CNG19, CNGC3 y CNGC8 en parte aérea en
respuesta a salinidad (Maathuis, 2006).

Otros transportadores de K*

Otros transportadores que pueden contribuir potencialmente a la regulacion
de la homeostasis ionica y osmotica en condiciones salinas son la proteina LCT1,
que media la toma de baja afinidad de una amplia gama de cationes monovalentes,
incluyendo K* y Na* (Amtmann et al., 2001) y las proteinas de la familia CCC (Cation
Chloride Cotransporters) que catalizan el co-transporte catién-cloruro (Colmenero-
Flores et al., 2007).
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5. IDONEIDAD DEL USO DE LEVADURA COMO SISTEMA DE
EXPRESION HETEROLOGA DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE
PLANTAS

La levadura Saccharomyces cerevisiae constituye un sistema conveniente para
la expresion heterdloga de genes eucariotas, ya que se multiplica rdpidamente, esta
bien caracterizada genéticamente y es un sistema eucariota en el que estan presentes
los mecanismos post-traduccionales de modificacion de proteinas. Las células de
levadura constituyen sobre todo el modelo de eleccion para la expresion de
proteinas de membrana de plantas, toxicas en muchos casos en bacterias (Haro et
al., 1993; Darley et al., 2000). Por otra parte, la existencia de mutantes desprovistos
de sus sistemas de transporte propios, convierte a las células de levadura en la
herramienta ideal para el estudio del transporte y homeostasis de cationes alcalinos
asi como para el estudio molecular de transportadores de eucariotas superiores
(Maresova and Sychrova, 2005). En este sentido, la identificacion de los primeros
transportadores idnicos secundarios de plantas, los canales de K* de Arabidopsis, se
llevé a cabo mediante complementacion heterdloga de una cepa de levadura
mutante (frk1Atrk2A) capaz de crecer a bajas concentraciones de K* (Anderson et al.,
1992; Sentenac et al., 1992). En la figura Al3 se representan los principales
transportadores de cationes alcalinos de S. cerevisiae y su localizacion.

,]—r\ ’
r h
.’ \

Membrana plasmatica_| Trk1,2 | S NSC1 L
1 J + (1]
N~ W |
- P ! "
V4 [Mdm3s K )
K+ @ I
Citoplasma Nhx
J ¥
au g Mitocondria 40 | app Na*/K*
Phod%d i L HY
=1 M TRl w Endosoma tardio
Kt
T p— H*
z Aparato  H* -~ Vid |
4 0% de Golgi —y "N LN
%, O
/' . Vacuola ‘\‘\9\_
» l ; \\ .
e *\*.
@
ﬁp )
Na*/K* K*

Fig. A13. Principales transportadores de cationes de membrana plasmatica e
intracelulares en S. cerevisiae. Tomado de Arifio y colaboradores (2010).
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5.1. Conservacion de transportadores de cationes alcalinos de levadura en
plantas

La mayoria de los transportadores de cationes alcalinos de levadura estan
conservados a lo largo de la evolucion, encontrandose proteinas similares en plantas
superiores (Arifio et al., 2010). Una excepcion relevante la constituyen los genes
ENA, que codifican bombas de sodio muy importantes para la tolerancia a sal en S.
cerevisiae y otros hongos, y que no se encuentran en plantas superiores (Garciadeblas
et al.,, 2001). Otra excepcion es la proteina Vnxlp de levadura, perteneciente a la
familia CaCA, descrita como el principal antiportador responsable de la
acumulacion de cationes alcalinos contra protones en el lumen vacuolar (Cagnac et
al., 2007). Ademas, las plantas han desarrollado otros transportadores que con
frecuencia llevan a cabo funciones redundantes, lo que conlleva una situacion
bastante compleja, sobre todo teniendo en cuenta que el conocimiento actual sobre
la homeostasis ionica en plantas superiores no es tan detallado como en levadura
(Arino et al., 2010 y sus referencias).

Transportadores de K* y ATPasas de eflujo de Na*

Las dos familias de transportadores de potasio de membrana plasmatica
identificadas en levaduras, Trk y Hak, estan presentes también en plantas (Gaber et
al., 1988; Ko y Gaber, 1991; Bafiuelos et al., 1995; Very y Sentenac, 2003). La familia
HKT/TRK, equivalente a la familia Trk de levadura, posee una variedad de
miembros que median distintos modos de transporte. De entre ellos, se ha
propuesto que HKT1 media un uniporte de sodio en raices (Haro et al., 2005).
Ademads, muchos genes pertenecientes a la familia KUP/HAK son equivalentes a los
transportadores Hak de levadura. El gen Hakl fue identificado en Debaryomyces
occidentalis, y se demostro que presentaba alta homologia con el producto del gen
Kup de E. coli (Bafiuelos et al., 1995). Los genes HAK pueden desempenar distintas
funciones dependiendo, por ejemplo, de su localizacion en la planta. El papel exacto
de estos genes en el transporte de potasio no esta muy claro, y se ha propuesto que
HAKS5 de Arabidopsis thaliana o de Solanum lycopersicum contribuyen al transporte de
potasio de alta afinidad en raices, y funcionan de un modo similar a las proteinas
Hak de levadura (Gierth et al., 2005; Nieves-Cordones et al., 2008).

En relacién al eflujo de K, S. cerevisiae presenta un tinico canal rectificador
hacia afuera en la membrana plasmatica codificado por el gen TOK1, que presenta
homologia de secuencia con los canales TPK (KCO) de plantas, formando parte de la
misma familia (Arino et al., 2010). A diferencia de levadura, la familia TPK (KCO)
de plantas estd representada por varios miembros (5 en la familia KCO-2P y 1 en la
tamilia KCO-1P, en Arabidopsis). A pesar de que la funcion de estos transportadores
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no esta muy clara, recientemente se ha demostrado que TPK1 de A. thaliana media
corrientes de K* selectivas entre el citoplasma y la vacuola y participa en la
homeostasis del K* (Gobert et al., 2007). Otros canales de K* de plantas que no estan
representados en levadura son los pertenecientes a la familia Shaker. Ademas, en
plantas se han descrito canales de K* rectificadores hacia adentro (AKT1 y KAT1) y
hacia afuera (SKOR/GORK) (Very y Sentenac, 2003; Shabala y Cuin, 2008).

Los transportadores Ena, los principales determinantes de halotolerancia en
S. cerevisiae, no existen en plantas con flores (Garciadeblas et al., 2001). Por otro lado,
se han caracterizado dos Na*-ATPasas en el musgo Physcomitrella patens, y al menos
una de ellas (PpEnal), parece una bomba de sodio funcional en S. cerevisiae y en
algunas especies vegetales muy primitivas (Benito y Rodriguez-Navarro, 2003;
Lunde et al.,, 2007). Teniendo en cuenta estos resultados, se ha propuesto que las
sodio ATPasas tipo Ena estarian presentes en las plantas terrestres primitivas,
habiéndose perdido durante la evolucion de bridfitas a plantas con flores (Benito y
Rodriguez-Navarro, 2003).

Antiportadores Cation/Proton

La mayoria de los antiportadores de membrana plasmatica y vacuolar
identificados en plantas estan relacionados con la subfamilia Nhx1 de levadura
(Arifio et al., 2010 y sus referencias), aunque se han identificado homologos de Khal
en la subfamilia CHX de plantas localizados en cloroplastos, membranas
endosomales y plasmalema (Cellier et al., 2004; Hall et al., 2006; Zhao et al., 2008).
Distintos estudios han puesto de manifiesto que varios miembros de la familia NHX
son esenciales en la tolerancia a sal en plantas. Asi, SOS1, localizado en la
membrana plasmatica y homologo funcional de Nhal de levadura, constituye un
sistema de extrusiéon de sodio muy importante, cuya sobreexpresiéon mejora el
crecimiento de las plantas en condiciones de estrés salino. De un modo similar, la
sobreexpresion del gen AtNHXI1, que codifica un antiportador Na*/H* vacuolar,
mejora la tolerancia a sal en plantas (Apse et al., 1999; Shi et al., 2003).

El estudio de los antiportadores de eucariotas superiores ha avanzado
mucho en los tltimos afios, a menudo impulsado por la expresion de estas proteinas
en cepas mutantes de S. cerevisize desprovistas de sus sistemas de transporte
propios. Estos estudios de complementacion fenotipica se han usado con éxito para
caracterizar la localizacion y funciéon de antiportadores de membrana plasmatica de
mamiferos y plantas, y de homologos intracelulares de Nhx1 y Khal. A pesar de
estos avances, debido a la redundancia génica y a las distintas funciones y diferentes
niveles de expresion en funcion del tejido, érgano y fase del desarrollo, es preciso
llevar a cabo un estudio mas profundo para llegar a comprender el papel de estos
antiportadores en  organismos multicelulares (Arifio et al, 2010).
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1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. BACTERIAS

1.1.1. Cepas utilizadas

En este trabajo se utilizaron las cepas Machl™T1, ccdB Survival™ 2 y
NovaBlue de Escherichia coli para la amplificacion y multiplicacién de los plasmidos
(Tabla M1).

Tabla M1. Caracteristicas de las cepas de E. coli utilizadas

CEPA GENOTIPO PROCEDENCIA

Mach1™T1R F- p80(lacZ)AM15 AlacX74 hsdR(rK- Invitrogen™
mK+) ArecA1398 end Al tonA

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
ccdB Survival™ 2 ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araA139 Invitrogen™
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR)
endA1l nupG thuA:IS2

endA1 hsdR17(rK12-mK12+) supE44

NovaBlue thi-1 recAl gyrA96 relAllaC [F’ Novagen
proA+B+ laclqZAM15::Tn10 (Tcr)]

1.1.2. Cultivo bacteriano

Las bacterias se cultivaron en diferentes medios liquidos y sdlidos, éstos
altimos obtenidos por adicidn de 15 g/l de bactoagar a los correspondientes medios
liquidos (Tabla M2). La esterilizacion se realizé mediante autoclavado (Autoclave
Selecta mod. Presoclave 75 1) a 120 °C y 1 atmdsfera de presion durante 20 minutos.

Para la seleccion de transformantes, los medios de cultivo se suplementaron
con distintos antibidticos: Ampicilina (100 pg/ml) y Kanamicina (50 pg/ml), que se
prepararon como soluciones concentradas (10 mg/ml) en agua MilliQ® Las
soluciones de antibioticos se esterilizaron por filtracion a través de filtros de 0,45 um
(Pall Corporation, Ann Arbor, Michigan EE.UU.) y se adicionaron a los medios
previamente autoclavados. La manipulacion de los cultivos bacterianos se realizé en
una cabina de flujo laminar horizontal (ESCO modelo LHC-4B1) para evitar la
contaminacion de los mismos.

Para cultivar las bacterias en medio liquido, se inoculé una colonia
procedente de un cultivo previo en 3 ml de medio o se inoculé en medio fresco a
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una dilucion 1/250 un cultivo madre saturado. El cultivo de E. coli se incubd
durante 16 horas a 37 °C en rotacion a 40 rpm.

Tabla M2. Medios utilizados para el cultivo de bacterias

MEDIO COMPOSICION UTILIDAD
Bacto-triptona 1% (p/v)
LB NaCl 1% (p/v) Cultivo de E coli
Extracto de levadura 0,5% (p/v)
pH 7,0 con NaOH

Bacto-triptona 2% (p/v)
Extracto de levadura 0,5% (p/v)

SOB NaCl 10 mM Cultivo de E. coli para
KCI 25 mM obtencion de células
MgCl2 10 mM competentes
MgS0410 mM

pH 6,7-7,0 con NaOH

Bacto-triptona 2% (p/v)
Extracto de levadura 0,5 % (p/v)

SOC NaCl 10 mM Cultivo de E. coli tras la
KCl12,5 mM transformacién
MgCl2 10 mM
MgSOs 20 mM
Glucosa 2%(p/v)

1.1.3. Obtencion de células competentes

Las células competentes de E. coli se prepararon segun el método descrito
por Inoue y colaboradores (1990). Se inoculd 125 ul de un cultivo saturado de E. coli
en 250 ml de medio SOB (Tabla M2), incubandose a 18-25 °C y 250 rpm, hasta
alcanzar una densidad Optica de 0,6 a 600 nm. El cultivo se enfrié en hielo y se
centrifugoé a 2500 g durante 10 minutos, a 4 °C. Al sedimento se le afhadi6 80 ml de
tampon de transformacion frio compuesto por 100 mM PIPES (acido piperacina-
N,N'-bis(2-etanosulfénico), 250 mM KCl, 15 mM CaClz, 55 mM MnClz, pH 6,70 con
KOH) y se incub6 en hielo 10 minutos. Después de otra centrifugacién a 2500g
durante 10 min, se afadid al sedimento resultante 20 ml de tampon de
transformacion frio y DMSO (Dimetil sulféxido) hasta una concentracién final del 7
%. Se separaron alicuotas de 200 pl que se congelaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C.
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1.1.4. Transformacion de E. coli

Se partio de una alicuota de 200 pl de células competentes congeladas a las
que se adiciond entre 1-10 ng de plasmido o mezcla de ligacidon. Las células se
incubaron en hielo durante 20 minutos y luego se sometieron a un choque térmico
de 42 °C durante 1%2 minutos. Seguidamente, se enfriaron en hielo durante 2
minutos y se afiadio 1 ml de medio SOC 6 LB (Tabla M2), incubandose el conjunto a
37 °C y en agitacion durante al menos una hora. Transcurrido este tiempo, las
células se sedimentaron mediante un pulso de centrifugacion a 15000 g y se
resuspendieron en 200 pul de SOC. Se tomaron alicuotas de 50 y 200 ul, que se
sembraron en medio LB suplementado con los antibidticos adecuados para la
seleccion de las células que contenian el plasmido.

1.2. LEVADURAS

1.2.1. Cepas utilizadas

Se utilizaron diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae para llevar a cabo
los estudios de expresidn y caracterizacion de los transportadores ioénicos de plantas
(Tabla M3).

Como se ha indicado en los Antecedentes Cientificos de esta Memoria, la
levadura Saccharomyces cerevisine constituye un sistema conveniente para la
expresion heterdloga de genes eucariotas, ya que se multiplica rdpidamente, esta
bien caracterizada genéticamente y es un sistema eucariota en el que estan presentes
los mecanismos post-traduccionales de modificacion de proteinas. Las células de
levadura constituyen sobre todo el modelo de eleccion para la expresion de
proteinas de membrana de plantas, toxicas en muchos casos en bacterias (Haro et
al., 1993; Darley et al., 2000). Por otra parte, la existencia de mutantes desprovistos
de los sistemas de transporte propios convierte a las células de levadura en la
herramienta ideal para el estudio del transporte y homeostasis de cationes alcalinos
asi como para el estudio molecular de transportadores de eucariotas superiores
(Maresova and Sychrova, 2005).

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este estudio derivan de
W303-1B (Mata leu2-13 112 ura3-1 trp1-1 his3-11, 15 ade2-1 can1-100). La cepa ANT3
tiene disrupciones en los sistemas de transporte de Na* mayoritarios en levadura:
ENA1-4, ATPasas de tipo P responsables de la extrusion de Na* y NHAI1, un
antiportador (K*, Na*)/H* de la membrana plasmatica. La cepa AXT3 tiene ademas
una disrupcidn en el tnico antiportador (Na*, K*)/H* tipo NHX de levadura, Nhx1, y
es altamente sensible al NaCl. La cepa WX1 sélo tiene una disrupcion en el gen
Nhx1. Las cepas AXT4 y KTA 40-2 presentan las mismas disrupciones que AXT3 y
ademas una disrupcion en el gen Khal, un antiportador K*/H* de Golgi o

79



III. MATERIAL Y METODOS

endosomal, que parece regular el pH citoplasmatico (Maresova y Sychrova, 2005;
Galvez, 2009)

Tabla M3. Caracteristicas de las cepas de levadura utilizadas.

CEPA GENOTIPO REFERENCIA
W303-1B (Mata leu2-13 112 ura3-1 trp1-1 his3-11, 15 ade2-1 can1-100) Wallis et al.
(1989)
ANT3 (Mata leu2-13 112 ura3-1 trp1-1 his3-11, 15 ade2-1 can1-100 Quintero et al.
Aenal-4::HIS3 Anhal::LEU2) (2000)
WX1 (Mata leu2-13 112 ura3-1trp1-1 his3-11 15 ade2-1 can1-100 Quintero et al.
Anhx1::TRP1) (2000)
AXT3 (Mata leu2-13 112 ura3-1 trp1-1 his3-11 15 ade2-1 can1-100 Quintero et al.
Aenal-4::HIS3 Anhal::LEU2 Anhx1::TRP1) (2000)
AXT4 (Mata leu2-13 112 ura3-1 trp1-1 his3-11 15 ade2-1 can1-100 Galvez (2009)
Aenal-4::HIS3 Anhal::LEU2 Anhx1::TRP Akha::KanMX)
OCs (Mat a, ura3-1, leu2-3, trp1-1, his3-11,15, can1-100, Cagnac et al.
ydrd56wA::HIS3, ynl321w::KanMX6, ydl128wA::HphNT1 (2010)
KTA 40-2 (MaTa ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 Maresova 'y
mall0 enalA::HIS3::ena4d A nhalA::LEU2 nhx1A:: TRP1 Sychrova (2005)
khalA::kanMX)
BY a (Mat a; his3A1; leu2 AO; met15A0; ura3A0) Euroscraf
0OC11 (Mat a; his3A1; leu2 AO; met15A0; ura3A0; ydr456wA::KanMX4; Cagnac et al.
ydl128wA::NatNT2) (2010)

1.2.2. Cultivo de levaduras

Todos los medios utilizados para el cultivo de las células de levadura se
esterilizaron mediante autoclavado a 1 atmdsfera de presion y 110 °C, durante 15
minutos. No obstante, algunos componentes como vitaminas, bases nitrogenadas y
antibioticos se esterilizaron por filtracion a través de filtros de 0,45 um, antes de ser
adicionados a los medios previamente autoclavados. La preparaciéon de medios
sOlidos se realiz6 mediante adicion de 20 g/l de bactoagar al medio liquido
correspondiente previo al autoclavado.

Para seleccionar o cultivar levaduras transformadas con plasmidos
confiriendo auxotrofias, se cultivaron las cepas en medio minimo SD (Tabla M4), al
que se afiadieron los compuestos necesarios para cada cepa a las concentraciones
siguientes: Adenina (20 mg/l), Histidina (20 mg/l), Leucina (30 mg/l), Uracilo (20
mg/l) y Triptofano (20 mg/l), o en medio SC-Ura (Tabla M5). En todos los casos los
aminodcidos se prepararon como soluciones acuosas concentradas, que fueron
autoclavadas posteriormente, o esterilizadas mediante filtracion.
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Tabla M4. Composicion del medio SD/SG

Glucosa/Galactosa | 20 g/l
YNB! 6,7 g/l
MES 3,9¢g/1

1Yeast Nitrogen Base (Difco™)
pH 5,7 ajustado con Arginina

Tabla M5. Composicion del medio SC-Ura

Glucosa 20 g/l
YNB 6,7 g/l
Mezcla Drop-out' | 1,92 g/
MES 39 ¢/l

Yeast Synthetic Drop-out Medium
Supplement Without Uracil (Sigma-
Aldrich®)

pH 5,7 ajustado con Arginina

Para cultivar levaduras en medios suplementados con cationes alcalinos, se
utilizo el medio AP (Tabla M6) (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984), al que se
anadio KCl o NaCl a las concentraciones indicadas. En los ensayos de
complementacion de tolerancia a NaCl, KCl o Higromicina B se utilizaron los
medios SD/SG y APD/APG, o el medio rico YPD/YPG (Tabla M7), al que se afiadio
KCl, NaCl o Higromicina B después del autoclavado. Como fuente de carbono se
utilizo glucosa (D, 2%) o galactosa (G, 2%), ya que en algunos casos la expresion de
los genes introducidos en los plasmidos utilizados estaba bajo control del promotor
GAL1 inducible por galactosa.

Tabla M6. Composicion del medio APD/APG

HsPOxs 8 mM
MgSOs 2 mM
CaClz 0,2 mM

KCl1 1 mM
L-Arginina 10 mM

Glucosa/Galactosa 20 g/l

Elementos traza! 1ml

Vitaminas? Iml
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1Elementos Traza 2Vitaminas

BOsHs 0,8 mM Biotina 0,80 uM
CuS0O4.5 H20 0,016 mM Niacina 0,32 uM
KI 0,06 mM Piridoxina 0,19 uM
FesCl.6 H20 0,07 mM Tiamina 0,12 uM
MnSOq 0,26 mM Ca-Pantotenato 0,08 uM
NazMo Os 0,08 mM

ZnSOs. 7 H20 0,14 mM

Tabla M7. Composicion del medio YPD/YPG

Peptona 20 g/l
Glucosa/Galactosa 20 g/l
Extracto de levadura | 10 g/l

La temperatura de crecimiento de las levaduras fue de 28 °C. La
manipulacion de los cultivos en condiciones estériles se realizd en una cabina de
flujo laminar horizontal (Microflow modelo Horizontal 480).

Para cultivar levaduras en medio liquido, se inocul6 una colonia procedente
de un cultivo previo en 3 ml de medio o se inoculd en medio fresco una dilucién
1/1000 de un cultivo madre saturado. El cultivo se incubd durante 1 dia (medio rico)
o0 2 dias (medio minimo) en rotacion a 40 rpm.

1.2.3. Transformacion de levaduras

Se 1lev¢ a cabo siguiendo el protocolo de transformacion rapida de levadura
seguin Gietz y Woods (2002). Se cultivo un inoculo de 50 ul de levadura en 3 ml de
medio YPD liquido y se incubd durante toda la noche a 30 °C en rotacion a 40 rpm.
El cultivo se centrifugd durante 30 segundos a 15000 g, se elimino el sobrenadante y
se resuspendi6 el sedimento en 1 ml de acetato de litio (LiAc) 100 mM. La
suspension resultante se incub6é 5 minutos a 30 °C, se centrifugd de nuevo y al
sedimento se adiciond PEG3350 (polietilenglicol) al 35% (p/v), LiAc 0,1 M y 0,28
ug/ul de ADN de cadena simple de esperma de salmén. A continuacién se adiciond
0,1-1 ug de plasmido, y agua destilada estéril, hasta un volumen final de 360 ul
(Tabla MS8), y el conjunto se agité 1 minuto, incubandose a 42 °C durante 20-60
minutos. Tras centrifugar la mezcla a 15000 g durante 30 segundos, se obtuvo un
sedimento celular que se resuspendid en 300 pl de H2O destilada estéril y se sembro
en medio solido SD suplementado con los aminoacidos adecuados o SC-Ura,
incubandose a 28 °C durante 3 o 4 dias, hasta que se visualizaron colonias.
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Tabla M8. Mezcla de transformacion

Compuesto Volumen
PEG 3500 50% p/v 240 ul
LiAc1.0M 36 ul
ADN de cadena simple (2 mg/ml) 50 ul
ADN plasmidico (0,1-1 pug) + H20 34 ul

1.3. MATERIAL VEGETAL
Como material vegetal para los estudios de localizacion subcelular de los
antiportadores AtKEA se utilizd Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia.

1.3.1. Germinacidn de semillas y cultivo de plantas de Arabidopsis

Las semillas de Arabidopsis se sembraron en macetas que contenian turba
(Miracle-Gro®, Scotts) y fueron vernalizadas durante 3 dias en oscuridad a 4 °C.
Transcurrido este tiempo se transfirieron a una cdmara de cultivo donde se
cultivaron a 20 °C, con una iluminacion de 150 pE m? s y un fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 horas de oscuridad, durante 3-4 semanas (hasta que las hojas
estaban bien expandidas y podian ser usadas para el aislamiento de protoplastos del
mesofilo).

Alternativamente, las plantas de Arabidopsis se cultivaron en placas petri.
Para ello, las semillas (aproximadamente 0,1 g) se desinfectaron en una cabina de
flujo laminar horizontal, ahadiendo 1 ml de etanol al 70% (v/v) a un tubo eppendorf
de 1,5 ml e incubdndolas en agitacion durante un minuto. Una vez retirado el
alcohol, se adicioné 1 ml de una solucion de hipoclorito sédico al 3,5 % (v/v)
conteniendo Tween-20 al 2,5%, manteniéndose en agitaciéon durante 5 minutos.
Seguidamente, las semillas se lavaron 3 veces con agua destilada estéril y se
sembraron en placas Petri de 9 cm de didmetro a razén de 50 semillas por placa. Las
placas contenian medio de germinacidn compuesto por los macro y micronutrientes
del medio MS (Murashige y Skoog, 1962) y 0,7 % de agar. Una vez sembradas las
semillas, éstas se vernalizaron a 4 °C en oscuridad durante 48 horas vy,
posteriormente se trasladaron a cdmaras donde se cultivaron en las mismas
condiciones descritas previamente.
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2. METODOS

2.1. METODOS GENERALES DE MANIPULACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

2.1.1. Amplificacion por PCR

Los reactivos utilizados para PCR (Reaccidon en Cadena de la Polimerasa), las
concentraciones de cada uno de ellos y la duracion de las distintas etapas de la
reaccion, dependen del objetivo de la amplificacion, la naturaleza de los cebadores
utilizados o la enzima ADN polimerasa usada, entre otros factores. De forma
general, el protocolo seguido en este trabajo se resume en las tablas M9 y M10

Tabla M9. Mezcla de PCR

COMPONENTE CONCENTRACION
dNTP’s 0,2 mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP)

Cebador forward 0,3 uM

Cebador reverse 0,3 uM

Disolucion tampdn 1x

MgCl2 3mM

ADN polimerasa 0,02 U/ul

ADN molde 20 ng-200 ng

Tabla M10. Condiciones generales para la amplificacion por PCR

FASE CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO (min)
DESNATURALIZACION 1 94 3
AMPLIFICACION 20-25

Desnaturalizaciéon 1 94 0,5
Hibridacion 1 50-60 Dependiendo de los
cebadores (45 s)
Elongacion 1 72 1,5
ELONGACION FINAL 1 72 7
CONSERVACION 4 Tiempo indefinido

El termociclador utilizado fue Mastercycler personal (Eppendorf). En este
trabajo se han utilizado diferentes polimerasas: Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs), Pfu DNA polymerase (Promega) y JumpStart™
Accutag™ LA DNA polymerase mix (Sigma-Aldrich).
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2.1.2. Mutagénesis dirigida.

La mutagénesis dirigida se llevd a cabo usando el protocolo de PCR en dos
etapas segin Wang y Malcolm (2002), que a su vez es una variacion del protocolo
Quik Change™ Site-Directed Mutagenesis System, resumido en la figura M1.

Sintesis de la cadena mutante
(mediante PCR usando
oligonucledtidos que contienen la
mutacion deseada)

O

|

- L} »
'
’ Digestion con Dpnl (del ADN

1
I parental metilado y hemimetilado)
,

‘ﬂh

oy

Transformacion (de células de E. coli
competentes)

O-0-0-O

Fig. M1 Método de mutagénesis dirigida segan Quik Change™ Site-Directed
Mutagenesis System (Tomado de Quik Change® II Site-Directed Mutagenesis Kit)

El protocolo de mutagénesis por PCR en dos etapas, consistio en dos
reacciones de extension llevadas a cabo en dos tubos independientes, uno
conteniendo el cebador forward, y el otro el reverse. A continuacion, se mezclaron las
dos reacciones en un solo tubo y se sigui6 el protocolo de Quik Change™ Site-
Directed Mutagenesis System.

Para la introduccion de mutaciones puntuales, las parejas de cebadores se
disenaron siguiendo las indicaciones del manual del Kit, donde Tm (Temperatura
de melting) se calcula segtn la formula:

Tm=81,5 + 0,41(%GC) - 675/N - % errores de apareamiento
N=longitud del cebador (en bases)
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De este modo se disefiaron las parejas de cebadores usadas para llevar a cabo
las dos mutagénesis en AtKEA2 (Tabla M11). Como ADN plasmidico molde se usé
D-TOPO-AtKEA2.

Las mutagénesis consistieron en la sustitucion de un aspartato en posicién
166 por una alanina (mutante D166A) y de un glutamato en posicién 278 por una
lisina (mutante E278K), mediante mutaciones puntuales de uno o varios nucleétidos
del codon correspondiente. Ademas, se introdujeron sitios de restriccion silenciosos
(HindIII en el mutante D166A y EcoRI en el mutante E278K), sin alterar la secuencia
codificante (con ayuda del Software Ape), que aparecen subrayados en la tabla M11.

Tabla M11. Cebadores usados en la mutagénesis de AtKEA2

CEBADOR SECUENCIA

Kea2F-D(166)A 5-CGGTCITGCITTTTCAAGCTTTGGCTGTGGTCGTGTTAC-3’
Kea2R-D(166)A 5-GTAACACGACCACAGCCAAAGCTTGAAAAAGCAAGACCG-3’

Kea2F-E(278)K 5-GCAGAGACTGAATTCTCCTTGCAAGTTAAATCAGATATCGCTCC-3
Kea2R-E(278)K 5-GGAGCGATATCTGATTTAACTTGCAAGGAGAATTCAGTCTCTGC-3’

Los componentes de la mezcla de PCR y las condiciones de la amplificacion
para llevar a cabo la primera etapa del protocolo, se enumeran en las tablas M12 y
M13.

Tabla M12. Mezcla de PCR (primera etapa)

COMPONENTE CONCENTRACION
dNTP’s 0,2 mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP)
Cebador forward/reverse 5 pmol
Disolucién tampdn 1x
1ADN polimerasa 0,02 U/ul
ADN plasmidico 25ng

! Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs); Volumen total de 25 ul en cada tubo
(se completa con H20 MilliQ®)

Tabla M13. Condiciones para la amplificaciéon por PCR (primera etapa)

FASE CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO (min)
DESNATURALIZACION 1 95 3
AMPLIFICACION 5

Desnaturalizacion 1 95 0,5
Hibridacion 1 55 1
Elongacion 1 68 *
CONSERVACION 4 Tiempo indefinido

*Tiempo de elongacion (minutos) = 2 x longitud del plasmido en Kb (Kilobases)
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Una vez realizada la primera PCR, se mezclaron los dos productos en un
solo tubo (volumen total de 50 pl) y se llevo a cabo la segunda PCR (Tabla M14).

Tabla M14. Condiciones para la amplificacion por PCR (segunda etapa)

FASE CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO (min)
AMPLIFICACION 16
Desnaturalizacion 1 95 0,5
Hibridacion 1 55 1
Elongacion 1 68 *
CONSERVACION 4 Tiempo indefinido

*Tiempo de elongacion (minutos) = 2 x longitud del pldsmido en Kb

A continuaciéon se adicion6é al producto de PCR 5 U de Dpn I, una
endonucleasa especifica para ADN metilado y hemimetilado, con el fin de digerir el
ADN plasmidico de doble cadena usado como molde, y seleccionar el ADN
sintetizado que contenia la mutacion. Este producto de PCR tratado con Dpn I se
usé para transformar células competentes de E. coli (Mach1™T1R), segin lo indicado
en el apartado 1.1.4. Los pldsmidos portadores de las mutaciones deseadas se
aislaron y analizaron mediante digestion con enzimas de restriccion (HindlIII para el
mutante D166A y EcoRI para el mutante E278K) y secuenciacion, como se indica en
los apartados 2.1.8 y 2.1.11.

2.1.3. Separacion de fragmentos de ADN por electroforesis en geles de
agarosa

Se ha realizado segun se describe en Sambrook y Russell (2001). Para separar
fragmentos de ADN se han utilizado geles horizontales de agarosa preparados en
solucion TBE 0,5x (Tris-borato 45 mM, EDTA-Na (EDTA: acido
etilendiaminotetraacético) 1,25 mM), conteniendo bromuro de etidio (0,4 ug/ml)
para visualizar las bandas a la luz ultravioleta. En los casos en los que se requirio la
extraccion de los fragmentos de ADN del gel para procesamiento posterior (clonaje,
secuenciacion, etc), se utilizé tampdén TAE 1x (Tris/acetato 40 mM, EDTA 0,1 mM
pH 8), ya que el borato y las altas concentraciones de EDTA pueden inhibir
reacciones enzimaticas posteriores. La concentracion de agarosa en los geles fue de
0,7 a 2 %, dependiendo del tamafo del ADN a separar. Las muestras se prepararon
en tampon de carga (sacarosa 50 % (p/v), Azul de Bromofenol 0,25 %, EDTA 0,1 M).
La separacion electroforética se realizd en el mismo tampon utilizado para la
preparacion del gel, a un voltaje entre 80 y 100 V. El tamafio de los fragmentos de
interés se estimd por comparacion con un marcador de peso molecular de ADN
comercial (I Kb DNA ladder Molecular Weight Marker, Genecraft).
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2.1.4. Extraccion y purificacion de ADN de geles de agarosa

Para la recuperacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa se utilizd
DNA Gel Extraction Kit (Millipore), que permite extraer el ADN del gel por un
proceso que incluye centrifugacion. Para ello, la banda de agarosa que contiene el
ADN se depositd en un dispositivo con un filtro de 0,45 pm (Durapore®) y, tras
centrifugar a 5000g durante 10 min. se recogi6 el ADN en el filtrado.
Alternativamente, hemos utilizado GenElute™ Gel Extraction Kit (Sigma®). En este
caso, las bandas de agarosa conteniendo el ADN son solubilizadas y depositadas en
un dispositivo de filtracion provisto de una membrana de silice que retiene el ADN
que, seguidamente, se eluye con una soluciéon de Tris (Tris (Hidroximetil)
Aminometano) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

2.1.5. Concentracion de ADN por precipitacion

Para concentrar ADN por precipitacion se usd Pellet Paint co-precipitant
(Novagen). Se adicionaron 2 ul del producto y 0.1 volimenes de acetato sédico 3 M
a la mezcla de acidos nucleicos. Tras mezclar por agitacion suave, se afiadieron 2
voltmenes de etanol al 100% (6 1 volumen de isopropanol) y el conjunto se incubd
durante 2 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se centrifugo a
15000g durante 5 minutos a temperatura ambiente. El sedimento obtenido se lavo 2
veces con 500 ul de etanol al 70%, se resuspendi6 en el mismo volumen mediante
pipeteo y agitacion suave y se centrifug6 a 15000g durante 5 minutos. El precipitado
resultante se resuspendi6é en 500 ul de etanol al 100% y se volvid a centrifugar a
15000g durante 5 minutos. El sedimento de esta centrifugacion se secd en una estufa
a 37 °C durante 5 minutos y se resuspendid en 10 pul de H20O ¢ tampon TE (10 mM
Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA).

2.1.6. Cuantificacion del ADN o ARN

La concentracion de ADN o ARN se estimd espectrofotométricamente
utilizando un NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer o mediante comparacion visual
al ultravioleta en Analizador de imagen (BioRad) con una cantidad conocida de fago
A digerido con EcoRI-HindIIl (Molecular Weight Marker I1I, Roche Diagnostic).

2.1.7. Aislamiento de plasmidos

Se utilizd el método de Mini-Prep Sequencing grade adaptado de Delsal y
colaboradores (1988). Se partié de un cultivo de 2 ml de células de E. coli incubado a
37 °C en medio liquido LB suplementado con el antibiotico de seleccion hasta que
alcanzé una densidad 6ptica (DO) de 0,9-1,0 a 600 nm. El cultivo bacteriano se
centrifugd, obteniéndose un sedimento celular que se resuspendié en 200 pl de
STET (10 % Sacarosa, 50 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 1% Tritén X-100).
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Se afiadid 5 ul de una solucion de lisozima al 5 % y se incubd la mezcla 2 minutos a
96 °C. Seguidamente se enfrio en hielo durante 2 minutos y se centrifugd en
microcentrifuga a maxima velocidad durante 10 minutos, desechandose el
sedimento mucoso. Se adiciond al sobrenadante 2 ul RNasa 1%, y se incubd 10
minutos a 68 °C para eliminar contaminaciones de ARN. Para precipitar el ADN
plasmidico se anadi6 10 pl de solucion CTAB (CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) 5% y NaCl 0,5 M), se agito y se centrifugd a maxima
velocidad durante 15 minutos. El sedimento resultante se resuspendi6 en 300 pl de
NaCl 1,25 M y se precipitdé nuevamente el ADN, adicionando 750 pl de etanol al
96%. Tras centrifugar en microcentrifuga a 14000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, se
obtuvo un precipitado que se lavd con 700 pl de etanol al 70 % y se secd a 37 °C
durante 10 minutos. El ADN se resuspendi6 en 20 ul de TE o de H20.

También se llevd a cabo el aislamiento de plasmidos utilizando Plasmid Midi
kit (QIAGEN; no. 12143) conforme a las instrucciones del fabricante.

2.1.8. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizaron siempre en
los tampones y las condiciones recomendadas por los fabricantes. Cuando hubo que
digerir con mas de una enzima y, en el caso de que no fueran compatibles sus
tampones, tras digerir con la primera de las enzimas y después de inactivarla, se
precipité el ADN como se ha especificado en el apartado 2.1.5, pudiéndose tratar a
continuacion los fragmentos de ADN con la segunda enzima. Las manipulaciones
posteriores de los productos de la digestion se realizaron tras separarlos mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE (apartado 2.1.3) y extraerlos segin se ha
indicado en el apartado 2.1.4.

2.1.9. Clonaje de fragmentos de ADN

El clonaje de los fragmentos de ADN se llevo a cabo utilizando la tecnologia
Gateway, la cual permite introducir el gen de interés de una manera sencilla en
distintos sistemas de andlisis funcional, manteniéndose la orientacion y el marco de
lectura con una alta eficacia y elimindndose la necesidad de secuenciaciones
secundarias o de subclonaje después de haber introducido el gen en un vector de
entrada. Esta tecnologia esta basada en las propiedades de integracion y escision del
bacteriéfago lambda en el genoma de E. coli por recombinacion. En el sistema
Gateway, las reacciones de integracion y escisidn se llevan al cabo in vitro, seguin se
explica en la Fig M2.
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Fig M2. Clonaje utilizando la tecnologia Gateway. El gen a transferir estd clonado en
un vector de entrada, flanqueado por dos sitios de recombinacion attL1 y attL2. El vector de
destino contiene todos los elementos necesarios para la expresion del gen de interés, asi
como dos sitios de recombinacion attR1 y attR2 que flanquean el gen de seleccion negativo
ccdB. Tomado de www.invitrogen.com

La reaccion attL x attR estd catalizada por la mezcla de enzimas Gateway® LR
Clonase™ 1I. La mezcla contiene, por un lado, las enzimas implicadas en la
recombinacion del bacteriofago lambda, la Integrasa (Int) y la Escisionasa (Xis), y
por otro lado, el Factor de Integracion en el Hospedador (IHF) de E. coli.

Para generar los vectores de entrada hemos utilizado pENTR/D-TOPO y
pENTR/SD/D-TOPO (Invitrogen), que permiten el clonaje de forma dirigida de
productos de PCR entre los sitios de recombinacion attL1 y attL2 (Fig M2). Ambos
vectores linearizados tienen asociados de forma covalente una Topoisomerasa I del
virus Vaccinia, habiéndose afiadido la secuencia GTGG a uno de los extremos 5 (Fig
M3). Este extremo permite la clonacion de forma orientada de los productos de PCR
generados, utilizando un cebador forward al que se ha anadido la secuencia CACC.
El extremo GTGG del vector linearizado se une a las bases complementarias CACC
del producto de PCR, permitiendo la ligacién orientada por la Topoisomerasa I.
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Fig M3. Mapas de los vectores pENTR™/D-TOPO® y pENTR™/SD/D-TOPO®

La clonacién se realiza siguiendo las instrucciones especificadas en el
pENTR/SD/D-TOPO® Cloning Kit y la seleccién se lleva a cabo con células

competentes E coli Mach1™ en medio LB suplementado con 50 ug/ml Kanamicina.
Las secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados se muestran en la Tabla
M15; y los vectores de entrada usados en este trabajo se enumeran en la tabla M16.

Tabla M15. Cebadores usados en la clonaciéon de AtKEA1, AtKEA2, AtKEA3 y
AtKEA6 en pENTR/D-TOPO o pENTR/SD/D-TOPO

CEBADOR

SECUENCIA

AtKEA1 forward
AtKEALI sin stop reverse
AtKEAL1 stop reverse

5-CACCATGATCCCTCACCAGGAGGTC-¥
5-GATTACGACTGTGCCTCCTTCG-3’
5-TCAGATTACGACTGTGCCTCCT-3

AtKEA?2 forward
AtKEAZ2 sin stop reverse
AtKEA2 stop reverse

5-CACCATGTTCCCTCAGCAAGAGGT-3’
5-GATAGCGAGTGTGCCTTCAAT-3’
5-TTAGATAGCGAGTGTGCCTTCAAT-3’

AtKEAS3 forward
AtKEAS3 sin stop reverse
AtKEA3 stop reverse

5-CACCATGAGTAGTAATGACTGGCC-¥
5-AACGATTTTATTGACAAAA-F
5-TCAAACGATTTTATTGACAAA-3

AtKEAG®6 forward
AtKEAG®G sin stop reverse
AtKEA®G stop reverse

5-CACCATGGTGGAAGGAAGAAGAAG-3
5-GGAGCTGTGGGATTGACGTGA-3
5-TTAGGAGCTGTGGGATTGACG-3’
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Tabla M16. Vectores de entrada

UTILIDAD DE LA
VECTOR CONSTRUCCION CONSTRUCCION
AtKEA1 Clonacion en Topo de AtKEALT sin
codén de stop
AtKEAl+stop Clonacion en Topo de AtKEA1 con
codén de stop
AtKEA2 Clonaciéon en Topo de AtKEA2 sin
codén de stop
AtKEA2 D166A Clonaciéon en Topo de AtKEA2 con la
mutacion D166A sin coddn de stop
AtKEA2 E278K Clonaciéon en Topo de AtKEA2 con la
mutacion E278K sin coddn de stop
D-TOPO AtKE A2+St0p Clonaciéon en Topo de AtKEA2 con
codoén de stop
AtKEA3 Clonaciéon en Topo de AtKEAS3 sin
cododn de stop
AtKEA3+stop Clonacion en Topo de AtKEA3 con
cododn de stop
AtKEA6 Clonaciéon en Topo de AtKEA®6 sin
codoén de stop
AtKEA6+stop Clonacion en Topo de AtKEA6 con
coddn de stop
SD/D-TOPO AtKEAl+stop Clonacion en Topo de AtKEAT con
codoén de stop
AtKEA2+stop Clonacion en Topo de AtKEA2 con
coddn de stop

2.1.10. Creacion de vectores de expresion por recombinacion entre el vector
de entrada y el vector de destino

Una vez clonado el gen de interés en el vector de entrada, se puede dirigir a
diferentes vectores de destino mediante recombinacion especifica y asi llevar a cabo
diversos experimentos de analisis funcional y de expresion de proteinas. Los
vectores de destino usados en este trabajo se relacionan en la tabla M17. Para llevar
a cabo la reaccion de recombinacion se siguieron las instrucciones de Gateway® LR
Clonase® Enzyme Mix. La seleccidon de las colonias transformadas se llevd a cabo con
células competentes de E. coli Machl™ cultivadas durante al menos 5 horas en
medio LB suplementado con los antibidticos adecuados dependiendo del plasmido.
A partir de las colonias transformadas se llevo a cabo el aislamiento del plasmido
por el método ya descrito en el apartado 2.1.7.
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Tabla M17. Vectores de destino

VECTOR CARACTERISTICAS REFERENCIA
Vector de expresion en levadura
pYES-DEST52 bajo el control del promotor Invitrogen™

Gall

Vector de expresion en levadura

pDR196 bajo el control del promotor Rentsch et al. (1995)
PMA1
Vectores de expresion en
pPFGWDR196 levadura bajo el control del
promotor PMAL1, con eGFP, Li et al. (2008)
pGWFDR196 usados para la localizaciéon en
levadura
Vectores de expresion en planta
p2FGW7,0 bajo el control del promotor
Gall, con eGFP, usados para la Karimi et al.(2005)
p2GWF?7,0 localizacion en protoplastos del

mesofilo de Arabidopsis

pRS306-Gall-ccdb-V5-6xHis

Vector de expresion en levadura
bajo el control del promotor
Gall, usado en los estudios de
medida de transporte en
vacuolas

Cagnac et al. (2010)

pAG306-Gall-ccdb-eYFP

pAG306-Gall-eYFP-ccdb

Vectores de expresion bajo el
control del promotor Gall, con
eYFP, usados para la
localizacion en levadura

http://www.addgene.org/yeast
gateway

2.1.11. Secuenciacion

Para determinar la secuencia de los cDNAs completos o fragmentos de
cDNAs purificados, y para comprobar que no se habian producido errores en el
proceso de construccion de los distintos plasmidos, se llevaron a cabo reacciones de
secuenciacion, utilizando 6,4 pmol de un oligonucleétido especifico y una cantidad

de ADN entre 0,4 y 1,0 ug. La secuenciacion fue realizada por los servicios

cientificos del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez Neyra (CSIC,

Granada).
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2.2. CONSTRUCCIONES GENICAS UTILIZADAS EN LOS ESTUDIOS
FUNCIONALES

Todas las construcciones utilizadas en este trabajo se enumeran en la tabla
M18.

2.2.1. Construcciones para expresion en levadura.

Los genes de interés clonados en el vector TOPO se integraron en distintos
vectores de destino mediante recombinacion especifica para poder asi llevar a cabo
estudios de andlisis funcional, de expresién de proteinas y de localizacion
subcelular. Para ello se utiliz6 la tecnologia Gateway descrita en el apartado 2.1.10.
Los vectores de destino utilizados en los estudios de expresion de los antiportadores
en Saccharomyces cerevisiae son pYES-DEST52 (Fig. M4) , pRS306-Gall-ccdb-V5-6xHis
(Cagnac et al, 2010), dos vectores de destino pAG (Alberti et al, 2007),
concretamente pAG306-Gall-ccdb-Eyfp y pAG306-Gall-eYFP-ccdb
(http://www.addgene.org/yeast gateway) y dos vectores de destino derivados de
pDR196 (Rentsch et al., 1995), concretamente pFGWDR196 y pGWFDR196 (Li et al.,
2008), basados en la tecnologia Gateway (Tabla M17).

El vector pYES-DEST52 contiene el promotor Gall de levadura. Este
promotor induce la transcripcion en presencia de galactosa y la inhibe en presencia
de glucosa, de manera que se produce la expresion de los genes en medio
suplementado con galactosa. Para facilitar el clonaje, el vector presenta el cassette de
recombinacion de Gateway®, constituido por dos sitios de recombinacion, attR1 y
attR2, flanqueando el gen de resistencia a cloranfenicol, Cm?R, y el gen de seleccion
negativa ccdB, que posibilitan una eficiente recombinacion con un gen clonado entre
los sitios de recombinacion attL en un attL-flanked Gateway® entry vector como D-
TOPO o SD/D-TOPO. Para poder identificar y purificar la proteina expresada en
levadura, el vector permite la fusion del extremo C-terminal de la proteina
codificada por el gen clonado con una secuencia que codifica un epitopo V5 y una
secuencia de 6 histidinas. Dicho vector presenta un origen de replicacion de alto
numero de copias en levadura (2p). Asi mismo, el vector contiene un gen que
codifica resistencia a ampicilina, lo que permite la seleccion de las células
transformadas con la construccién, y también el gen URA3 para la seleccion
auxotrdfica en un medio minimo sin uracilo. Este vector ha sido utilizado en los
estudios de expresion de AtKEA1, AtKEA2, AtKEA3 y AtKEA6 en levadura.

El vector pRS306-Gall-ccdb-V5-6xHis (Cagnac et al., 2010), es una
modificacion del vector integrativo pRS306 (Sikorski and Hieter, 1989). Contiene el
cassette de recombinacion de Gateway®, el epitopo V5 y una secuencia de 6
Histidinas.

94



III. MATERIAL Y METODOS

En el caso de pAG306-Gall-ccdb-eYFP y pAG306-Gall-eYFP-ccdb, se realizo
una fusion de las construcciones génicas correspondientes a AtKEA1 y AtKEA2 con
la secuencia que codifica la proteina eYFP. Ambos vectores contienen el promotor
Gall y el gen eYPF (Yellow Flourescent Protein) (Ormo et al., 1996; Wachter and
Remington, 1999) que codifica una proteina fluorescente que se fusiona con la
proteina de interés en el extremo C-terminal (en el caso de pAG306-Gall-ccdb-eYFP)
o en el extremo N-terminal (en el caso de pAG306-Gall-eYFP-ccdb). En los vectores
pFGWDR196 y pGWFDR196, las construcciones génicas correspondientes a
AtKEA1, AtKEA2 y AtKEAG, se fusionaron con la secuencia que codifica la proteina
GFP. Estos dos vectores contienen el promotor Gall y el gen eGFP (Green Fluorescent
Protein) (Cormack et al., 1996) que codifica una proteina fluorescente que se fusiona
con la proteina de interés en el extremo C-terminal (en el caso de pGWFDR196) o en
el extremo N-terminal (en el caso de pFGWDR196). Estos cuatro vectores ademas
contienen el cassette de recombinacion de Gateway® y un gen de resistencia a
ampicilina para la seleccion de las células transformadas con la construccion.

|m 6= attR2 VS epitope  6xHis |

Fig M4. Mapa del vector pYES-DEST52

2.2.2. Construcciones para expresion en planta.

Para los estudios de localizacion subcelular de AtKEA1, 2 y 6 se realiz6 una
fusion de las construcciones génicas correspondientes a cada uno de los
transportadores con la secuencia que codifica la proteina GFP. Se han utilizado
vectores basados en la tecnologia Gateway, concretamente los vectores p2GWF7 y
p2FGW7 (Karimi et al.,, 2005); http://www.psb.ugent.be/gateway/), que permiten
llevar a cabo experimentos de localizacidn transitoria en células vegetales. Ambos

vectores contienen el promotor 35S del virus de mosaico de la coliflor, el gen eGFP
(GFPmutl,(Cormack et al., 1996) que se fusiona con la secuencia génica que codifica
la proteina de interés en el extremo C-terminal (en el caso del vector p2GWEFE7) o en
el extremo N-terminal (en el caso del vector p2FGW?7), el cassette de recombinacion
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de Gateway® y un gen de resistencia a ampicilina para la seleccion de las células

transformadas con la construccion.

Tabla M18. Listado de construcciones génicas utilizadas en este trabajo

Vector Construccion Utilidad de la construccion
AtKEA1 Expresion en levadura de AtKEA1 sin coddén de stop
AtKEA1+Stop Expresion en levadura de AtKEA1 con codén de stop
AtKEA2 Expresion en levadura de AtKEA2 sin coddén de stop
AtKEA2+Stop Expresion en levadura de AtKEA2 con codén de stop
pPYES-DEST52 AtKEA2 Expresion en levadura de AtKEA2 con la mutacién D166A sin codén de
D166A stop
AtKEA2 Expresion en levadura de AtKEA2 con la mutacién E278K sin codén de
E278K stop
AtKEA6 Expresién en levadura de AtKEA6 sin coddn de stop
AtKEA6+Stop Expresion en levadura de AtKEA6 con codén de stop
AtKEAT1+Stop Expresién en levadura de AtKEA1 con codén de stop
pDR196
AtKEA2+Stop Expresion en levadura de AtKEA2 con codén de stop
AtKEA1 Localizaciéon de AtKEA1 con GFP en C-terminal en protoplastos de
P2GWE7,0 Arabidospsis
AtKEA2 Localizaciéon de AtKEA2 con GFP en C-terminal en protoplastos de
Arabidospsis
AtKEA6 Localizaciéon de AtKEA6 con GFP en C-terminal en protoplastos de
Arabidospsis
AtKEATl+stop Localizacion de AtKEA1 con GFP en N-terminal en protoplastos de
Arabidospsis
p2FGW?7,0 AtKEA2+stop Localizacion de AtKEA2 con GFP en N-terminal en protoplastos de
Arabidospsis
AtKEAG6+stop Localizacion de AtKEA6 con GFP en N-terminal en protoplastos de
Arabidospsis
pRS306-Gall-ccdb- AtKEA1 Expresion en levadura de AtKEA1 sin codén de stop
V5-6xHis AtKEA2 Expresion en levadura de AtKEA2 sin codén de stop
pAG306-Gall-ccdb- AtKEA1 Localizacién de AtKEA1 con YFP en C-terminal en células de levadura
eYFP AtKEA2 Localizacion de AtKEA2 con YFP en C-terminal en células de levadura
PAG306-Gall-eYFP- AtKEA1 Localizacién de AtKEA1 con YFP en N-terminal en células de levadura
ccdb AtKEA?2 Localizacién de AtKEA2 con YFP en N-terminal en células de levadura
AtKEA1 Localizacién de AtKEA1 con GFP en C-terminal en células de levadura
pFGWDR196 AtKEA?2 Localizacion de AtKEA2 con GFP en C-terminal en células de levadura
AtKEA6 Localizacién de AtKEA6 con GFP en C-terminal en células de levadura
AtKEATl+stop Localizacion de AtKEA1 con GFP en N-terminal en células de levadura
pGWEDR196 AtKEA2+stop Localizacién de AtKEA2 con GFP en N-terminal en células de levadura
AtKEA®6+stop Localizacion de AtKEA6 con GFP en N-terminal en células de levadura

96




III. MATERIAL Y METODOS

2.3. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS ANTIPORTADORES
EN LEVADURA

Para llevar a cabo los estudios de complementacion de nhx1A y khalA se
utilizaron las cepas WX1, AXT3, AXT4 y KTA 40-2 de Saccharomyces cerevisiae (Tabla
M3) transformadas con los plasmidos para la expresion de los antiportadores en
levadura (Tabla M18), siguiendo la metodologia descrita en el apartado 1.2.3.

2.3.1. Determinacion del crecimiento por el método de goteo (Drop test)

Se analiz6, mediante drop test, la capacidad de las distintas cepas de levadura
transformadas con las construcciones plasmidicas portadoras de AtKEA1, AtKEA2
y AtKEA3 y con los vectores vacios (usadas como control negativo) para crecer en
medios suplementados con NaCl, KCl e Higromicina B y en medios con distinto pH.
Para ello, se cultivo 1 ml de un indculo de las distintas cepas en medio selectivo SD
durante un dia a 30 °C, hasta alcanzar una DO a 660 nm de aproximadamente 1,0. A
continuacion, los cultivos se diluyeron hasta 6 ml con el mismo medio sin glucosa y
se cultivaron durante 18 h a 30 °C. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron
dos veces con 6 ml de agua destilada estéril, se centrifugaron y el sedimento se
resuspendio en el mismo volumen de agua estéril. Se ajustd la densidad de los
cultivos a 0,2 (medida a 660 nm) y se realizaron diluciones seriadas 1, 10, 102y 10
con agua destilada estéril, sembrandose una alicuota de 5 ul de cada una de las
diluciones sobre placas de medios sdlidos YPD/YPG, APD/APG o SD/SG
suplementados con NaCl, KCI o Higromicina B. Después de dos a cinco dias de
cultivo a 30 °C, las placas se fotografiaron usando el analizador de imagen Gel Doc
2000 (Bio-Rad Molecular Imagen System).

2.3.2. Determinacion del contenido i6nico en levaduras

La determinacion del contenido idnico intracelular total, citoplasmatico y
vacuolar, se llevd a cabo siguiendo el protocolo utilizado por Venema vy
colaboradores (2003).

Se utilizaron para el estudio las cepas ANT3 y AXT3 (Tabla MS3)
transformadas con el vector pYES-DEST52 (controles) y con las construcciones para
la expresion de los transportadores AtKEA (Tabla M18).

Como medio de cultivo se utiliz6 APG (Tabla M6) suplementado y sin
suplementar con 20 mM de NaCl.

2.3.2.1. Contenido idnico intracelular total
Se inoculd una colonia de levadura en 3 ml de medio APG (con 6 sin NaCl) y
se cultivo a 30 °C hasta alcanzar una DO a 660 nm de aproximadamente 1,0. Este
cultivo se diluyo6 en 250 ml del mismo medio hasta conseguir una DO a 660 nm de
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0,01, cultivandose a 30 °C y con una agitacion de 200 rpm hasta alcanzar una DO a
660 nm de 0,25 + 0,01. Una vez alcanzada esta densidad celular se tomaron tres
fracciones del cultivo de 50 ml cada una y se centrifugaron a 3000 x g durante 2
minutos. El sedimento obtenido se lavd dos veces con 10 ml de solucién A fria
(MgCl: 10 mM; CaCl. 10 mM y HEPES (Acido N-2-Hidroxietilpiperacina-N'-2'-
Etanesulfonico) 1 mM). Las células lavadas se resuspendieron en 2 ml de la solucion
Ay se determind la relacion entre la DO a 660 nm y el peso seco de las levaduras
(Figura M5). Los iones intracelulares se extrajeron mediante la adicion de HCl, hasta
una concentraciéon final de 0,4 % e incubacién a 95 °C durante 20 minutos. A
continuacion se eliminaron los restos celulares mediante centrifugacién a 3000 x g
durante 2 minutos y se determind el contenido de sodio y potasio en el
sobrenadante mediante ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry).

L y =0,2832x+ 0,002
R? = 0,9548

~ 08+ 2
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E 044
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~ 02 - >
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Fig. M5. Relacion entre el peso seco de las células de levadura y 1a DOsso

2.3.2.2. Contenido idnico vacuolar y citoplasmatico

El contenido vacuolar y citoplasmatico de Na* y K* se determiné mediante el
tratamiento de las células de levadura con citocromo ¢, que permeabiliza de manera
selectiva la membrana plasmatica (Okorokov et al., 1980; Ramos et al., 1990).

Las levaduras se cultivaron y se lavaron con tampén A como se indica en el
apartado 2.3.2.1. Las células se resuspendieron en 50 ul de solucion B (Antimicina A
18 ug/ml; MgCl> 10 mM; CaCl2 10 mM; 2-desoxi D-glucosa 5 mM y HEPES 1 mM) a
la que se adicioné citocromo ¢ hasta una concentracion final de 2%, y se incubaron
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las células se precipitaron mediante
centrifugacion a 3000 x g durante 2 minutos, y se lavaron 3 veces con 2 ml de
solucién B. A continuacion, los sobrenadantes se agruparon para determinar el
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contenido  idnico  citoplasmatico mediante ICP-OES. Los sedimentos
(correspondientes a la fraccion vacuolar) se resuspendieron en 2 ml de agua Milli Q®
y 0,4% de HCl y se incubaron durante 20 minutos a 95 °C. Los restos celulares se
eliminaron mediante centrifugacion a 3000 x g durante 2 minutos y se determino el
contenido en Na* y K* en el sobrenadante mediante o ICP-OES.

2.3.3. Extraccion de proteinas totales de levadura

Se partié de 1 ml de un cultivo de levadura en medio selectivo SD con una
DO a 660 nm de aproximadamente 1,0. Las células se precipitaron mediante
centrifugacion a 12000 g durante 30 segundos y el sedimento se resuspendié en 500
ul de agua. Con el fin de lisar las levaduras, se adicion6 50 pl de una soluciéon que
contenia NaOH 1,85 M y 3,5 % de fs-mercaptoetanol y la mezcla se incub6 durante
10 minutos a 4°C. Para llevar a cabo la precipitacién de las proteinas totales, se
adicioné a la mezcla TCA (Acido tricloroacético) 5% (p/v), y se centrifugé a 12000 g
durante 10 minutos a 4°C. Las proteinas precipitadas se resuspendieron en 20 ul de
una solucién de tris 1 M, y después en 20 pl de Laemmli Buffer 2X (Laemmli, 1970).

2.3.4. Aislamiento de vacuolas

El aislamiento de vacuolas intactas de levadura se llevd a cabo segun se
describe en Ohsumi y Anraku (1981) y se resume en la Figura M6.

Las vacuolas se aislaron de la cepa de levadura OC4 (Tabla M3),
transformada con las construcciones plasmidicas portadoras de AtKEA1 y AtKEA2
(Tabla M18). Para ello se inocularon 500 pl de un precultivo saturado preparado en
medio YPD en 500 ml de medio YPG, y se cultivdé durante 18 horas, a 30 °C. Las
células se sedimentaron por centrifugacion a 4000 rpm (centrifuga Sorvall, rotor
FiberLite F14) durante 5-10 minutos y el sedimento se resuspendié en 50 ml de
tampodn de digestion (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 y sorbitol 1,2 M). A continuacion, se
adicionaron 50 mg de zimoliasa (Zymolyase-20T, Seikagaku-America) y 1 mM de §3-
mercaptoetanol y se agitdé a 80 rpm durante 1 hora, a 30 °C. Transcurrido este
tiempo, los esferoblastos se precipitaron mediante centrifugacion a 3000 rpm
(centrifuga Sorvall, rotor FiberLite F14) durante 5 minutos, a 4 °C. El precipitado
obtenido se resuspendié en 90 ml de tampon de digestion frio y se volvio a
centrifugar en las mismas condiciones anteriores (este paso se repitié dos veces). A
los esferoblastos precipitados se les afiadié 25 ml de tampdén A (MES-Tris 10 mM,
pH 6,9; Ficoll-400 12%; MgCl2 0,1 mM y 1/200 (v/v) de cocktail de inhibidores de
proteasas Cocktail Anti-protease His, Sigma) y se mezcld bien con la ayuda de una
pipeta Pasteur desechable, y con un homogeneizador de vidrio (para incrementar la
lisis). El homogeneizado se incubd 20 minutos en hielo y a continuacioén se transfirié
a tubos de ultracentrifuga (Beckman Ultra-clear centrifuge tubes 25x89 mm, para el
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rotor SW-28) previamente enfriados. Se adicioné una sobrecapa de tampoén A hasta
completar los tubos y se centrifugé a 24000 rpm (+ 76000g) durante 60 minutos
(centrifuga Beckman, rotor SW-28). Tras esta centrifugacion, las vacuolas, flotando
en la superficie, se recogieron con una espatula y se transfirieron a nuevos tubos de
ultracentrifuga que contenian 10 ml de tampon A, donde se resuspendieron. Se
adiciono una sobrecapa de aproximadamente 20 ml de tampdén B (MES-Tris 10 mM,
pH 6,9; Ficoll-400 8%; MgCl. 0,5 mM y 1/1000 (v/v) de cocktail de inhibidores de
proteasas), y se volvié a centrifugar en las mismas condiciones anteriores. Las
vacuolas se recogieron con una espatula (como se ha explicado anteriormente) y se
resuspendieron en 1-2 ml de tampdén C (MES-Tris 10 mM, pH 6,9 y 1/1000 (v/v) de
cocktail de inhibidores de proteasas).

[CULTIVO SATURADO
| == 4000 rpm, 5-10 min
v ¥
[ DESCARTAR EL ] | SEDIMENTO
SOBRENADANTE Tamp6n de digestion +

zimoliasa

| DIGESTION
I 1 h, agitacion 80 rpm
| ESFEROBLASTOS
|<= 3000 rpm 5 min, 4 °C

\
[ DESCARTAR EL ] [ SEDIMENTO
SOBRENADANTE Resuspender en 90 ml
Tampén de digestion.
[==>3000 rpm 5 min, 4 °C
(X2)
! V
[ DESCARTAR EL ] | SEDIMENTO
SOBRENADANTE Resuspender en 25 ml

Tampoén A + cocktail
antiproteasas

| HOMOGENEIZAR

20 min en hielo
“==> 24000 rpm 60 min, 4 °C

[ VACUOLAS EN
SOBRECAPA

Resuspender en 10 ml Tampén A
+ sobrecapa 20 ml tampén B

F == 24000 rpm 60 min, 4 °C

[ VACUOLAS

Fig. M6. Esquema de la metodologia seguida para la obtencion de vacuolas
intactas a partir de células de levadura.
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2.3.5. Aislamiento de microsomas

Las membranas microsomales se aislaron de levaduras de la cepa W303-1B
transformada con las construcciones génicas que codifican las proteinas
recombinantes AtKEAs con el epitopo V5 y una secuencia de seis histidinas en el
vector pYES-DEST52. Estas membranas se utilizaron para llevar a cabo estudios de
inmunodeteccion y para purificar las proteinas de fusion, utilizando para ello
sistemas de deteccion de la cola de histidinas asociada al extremo C-terminal de los
transportadores.

Para llevar a cabo estos experimentos, se inoculé 5 ml de un precultivo
saturado preparado en medio selectivo SC sin Uracilo en 5 1 de medio APG
suplementado con Adenina (20 mg/ml), Histidina (20 mg/ml), Leucina (30 mg/ml) y
Triptofano (20 mg/ml), y se cultivé durante dos dias a 30 °C y con una agitacion de
200 rpm, hasta alcanzar una DO a 660 nm de aproximadamente 0,6-1,0 (equivalente
a unos 20 g de peso fresco de levaduras). El procedimiento de obtencion de
membranas microsomales se resume en la Figura M7.

[CELULAS DE LEVADURA

| Homogeneizacién con Bead
Beater

| HOMOGENEIZADO
| == 3000 rpm 15 min
\ v
DESCARTAR EL ] | SOBRENADANTE
SEDIMENTO |==37000rpm 1
\ ¥
DESCARTAR EL | SEDIMENTO
SOBRENADANTE
[ Resuspender con
GTED 20
| —=—> 37000 rpm 1 h
v v
DESCARTAR EL | SEDIMENTO
SOBRENADANTE |
[ Resuspender con
GTED 20
[FRACCI()N MICROSOMAL

Fig. M7. Esquema de la metodologia seguida para la obtencion de membranas
microsomales a partir de células de levadura.
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Las células se sedimentaron por centrifugacion a 3000 rpm durante 5
minutos (centrifuga Sorvall, rotor FiberLite F10). El sedimento obtenido se lavo con
agua destilada fria y se volvid a centrifugar. Las células se resuspendieron en 200 ml
de una mezcla fria de Tris HCI 0,2 M pH 8,0; KCl 150 mM; EDTA-Naz 15 mM pH
8,0, DTT 10 mM y 1 ml de cocktail inhibidor de proteasas (50 mg/ml AEBSF
(Clorhidrato de fluoruro 4-(2-Aminoetil bencenosulfonio), 1 mg/ml Pepstatina A, 1
mg/ml Bestatina, 0,5 mg/ml E64, 1 mg/ml Fenantrolina) y 0,5 mM PMSF (fluoruro de
fenilmetilsulfonio). Las células se transfirieron a un homogeneizador Beadbeater
(Biospec) al que se adicionaron bolas de vidrio de 425-600 pm de didmetro (Sigma)
hasta cubrir las aspas y se rompieron mediante tres pulsos de 45 segundos cada
uno, con un intervalo de reposo en hielo de un minuto entre los pulsos. El
homogeneizado se centrifugd durante 15 minutos a 3000 rpm (centrifuga Sorvall,
rotor FiberLite F14), obteniéndose un sobrenadante que se volvié a centrifugar a
37000 rpm durante 1 hora (centrifuga Beckman, rotor 70Ti). El sedimento resultante
se resuspendid en 25 ml de GTED20 (Glicerol al 20 %; 0,1M Tris-HCl pH 7,5, 0,1 mM
EDTA-(Na); 0,1 mM DTT), 150 mM KCI y 30 ul del cocktail de inhibidores de
proteasas (Protease Inhibitor Cocktail for use in purification of Histidine-tagged proteins,
P8849 de Sigma®). Se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones,
obteniéndose un sedimento que se resuspendi6 en 5 ml de la mezcla antes descrita y
se almacend a -80 °C hasta su uso. Todo el proceso de aislamiento de membranas
microsomales se llevd a cabo a 4 °C.

2.3.6. Purificacion de proteinas
La composicion de las soluciones usadas en la purificacion de las proteinas
de fusion se describe en la Tabla M19.

Tabla M19. Soluciones utilizadas para la purificacion de proteinas de fusion por
cromatografia de afinidad.

Tampon de Tampon de Tampon de | Tampon de
solubilizacién lavado 1 lavado 2 elucion
*(KeH-KH2)PO4/ NaCl, pH 5,6 | 50 mM/0,5M | 50mM/0,5M | 50 mM/0,5M | -
Imidazol-POs pH 7,42 10 mM 20 mM 50 mM 200 mM
Glicerol 20% 10% 10% 20%
Dodecil Maltosido 0,5% 0,075% 0,075% | = ---—---
PMSEF 02mM | | e e
BITP-MES!, pH7,5|  —— |  —— | 50 mM
Cocktail inhibidor de proteasas 0,2% 0,2% 0,2% 0,4%

*Al diluirlo 10 veces el pH es de 6,5

1Bis-Tris Propano-(acido 2(N-morfolino) etanosulfénico

102




III. MATERIAL Y METODOS

Las proteinas AtKEA etiquetadas con una secuencia de 6 histidinas, se
solubilizaron con un detergente y se purificaron a partir de microsomas de células
de levadura transformadas con los genes de Arabidopsis, mediante cromatografia de
afinidad en columna de Ni* (Venema et al., 2002; Venema et al., 2003).

Para la solubilizacion de las proteinas de la fraccion de membrana
microsomal se uso el detergente n-Dodecil B-D-maltdsido. Para ello, 5 ml de fraccion
microsomal (aproximadamente 40 mg de proteinas) se mezclé con 45 ml de tampdn
de solubilizaciéon (Tabla M19) y se agité durante 30 minutos a 4 °C. El material
insolubilizado se eliminé mediante centrifugacion a 37000 rpm (centrifuga
Beckman, rotor 70Ti) durante 30 minutos. Al sobrenadante resultante se le anadio 2
ml de una suspensién de Ni-NTA (Niquel-Acido nitrilotriacético), dejando la mezcla
en agitacion suave en un balancin durante toda la noche a 4 °C para favorecer la
union de las proteinas al Ni?. Al dia siguiente, el conjunto se centrifug6 a 2000 rpm
(centrifuga Martin Christ, modelo UJ1S), la resina se transfirié a una columna de
polipropileno, con un didmetro de 0,5 cm y el tampon residual se dejé eluir por
gravedad para empaquetar la resina en la columna. La columna se lavé con 16 ml de
tampon de lavado 1 y con 4 ml de tampdn de lavado 2, en orden creciente con
respecto a la concentracién de imidazol para reducir la union de proteinas
contaminantes a la resina de Ni?* (Tabla M19). Las proteinas unidas a la resina se
eluyeron con tampoén de elucion (Tabla M19), en 8 fracciones de 175 pl cada una. Se
comprobd la pureza de las proteinas por electroforesis en SDS-PAGE de alicuotas de
5 ul de las fracciones recogidas. En general, la proteina purificada se eluyo en las
fracciones 3, 4 y 5.

2.3.7. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (N-dodecil sulfato sodico),
se realiz6 segun (Laemmli, 1970) usando 5-25 ng de proteinas microsomales ¢ 1-5 g
de proteinas purificadas, resuspendidas en tampén GTED20. Una vez adicionado el
tampon de carga a la solucion de proteinas, la mezcla se incubd a temperatura
ambiente en agitacion durante 10-30 minutos, para solubilizar las proteinas. Cuando
fue necesario concentrar las proteinas, se realiz6 una precipitacion con TCA al 11%.
Para ello, una vez adicionado el TCA a la solucién de proteinas, se incubd la mezcla
durante 20 minutos en hielo y se centrifugd a 14000 rpm (Centrifuga Eppendorf de
mesa) durante 15 minutos, a 4 °C. El precipitado se lavd con H2O destilada para
eliminar los restos de TCA, y se resuspendié como se ha descrito anteriormente.

En este trabajo todos los geles utilizados estaban compuestos por un gel
separador al 10% de poliacrilamida junto con un gel concentrador al 4% de
poliacrilamida. Las electroforesis se realizaron en un equipo Mini-Protean-3 ™ de
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Bio-Rad para geles de 8 x 7,3 cm y 0,75 mm de espesor, a temperatura ambiente y
voltaje constante de 100 V.

2.3.8. Tincion de proteinas separadas por electroforesis

La visualizacion de las proteinas separadas por SDS-PAGE se llevé a cabo
mediante tincion con Azul Coomassie o con SYPRO®Ruby Protein Gel Stain (Biorad).
En el caso de tincion con Coomassie, los geles se fijaron y tifieron directamente con
Coomassie Brilliant Blue R 250 al 0,25 % (p/v) en metanol: 4cido acético: agua
(40:10:50, v/v/v), durante 1-2 h en agitacion, y se destifieron durante 3-5 h con
metanol: dcido acético: agua (40:10:50, v/v/v). En el caso de tincién con SYPRO, los
geles se fijaron durante 30 minutos en metanol al 10% y acido acético al 7%, y se
tifleron durante al menos 4 horas en oscuridad con 50 ml de solucion de tincidn.
Tras dos lavados con metanol al 10% y &cido acético al 7% se visualizaron las
bandas a la luz ultravioleta.

2.3.9. Electrotransferencia e inmunodeteccion

Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se transfirieron a membranas
PVDF (difluoruro de polivinilideno) en un equipo Mini trans-blot de Bio-Rad, a
voltaje constante (100V) durante 90 minutos, a 4 °C y utilizando como tampodn de
transferencia una soluciéon compuesta por Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM vy
metanol 20% (v/v) (Towbin et al., 1979).

Como primer paso, una vez realizada la electroforesis SDS-PAGE con las
muestras a analizar, el gel se incub6 durante 15 minutos en tampon de transferencia.
Mientras tanto se prepar6 una membrana de PVDF con un tamafio ligeramente
superior al del gel, sumergiéndola unos segundos primero en metanol absoluto,
posteriormente en agua Milli Q®y finalmente en tampon de transferencia durante 5
minutos.

El casette de transferencia se preparé como sigue: sobre el polo negativo del
dispositivo de transferencia, se deposité una esponja y una pieza de papel Whatman
3MM previamente humedecidas en tampoén de transferencia. Sobre ellas se situ6 el
gel separador y a continuacion la membrana de PVDEF. Sobre este conjunto se coloco
otra pieza de papel Whatman 3MM y otra esponja, se cerro el casette y se situd en el
tanque del Mini trans-blot de BioRad donde se llevo a cabo la electrotranferencia.

Para visualizar la eficiencia de la transferencia, la membrana PVDF se tifid
con rojo Ponceau (0,1 %), previamente a la incubacion con los anticuerpos.

Tras la electrotransferencia, las membranas PVDF fueron incubadas durante
1 hora en 10 ml de tampon de bloqueo (150 mM NaCl, leche en polvo desnatada al
2,5 %, 20 mM Tris-HCl pH 8 y Tween 20 al 0,01%). A continuacién, la membrana fue
incubada en 5 ml de tampdn de bloqueo al que se afiadié 1 ul del anticuerpo
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primario, incubandola toda la noche a 4 °C y en agitacion suave. Se utilizé6 un
anticuerpo monoclonal producido en ratén frente al epitopo V5 (V5 tag antibody
[SV5-Pk1] de abcam®) presente en las proteinas de fusion. Tras la incubacién con el
anticuerpo primario, las membranas de PVDF fueron sometidas a 3 lavados
sucesivos de 5 minutos con el tampon de bloqueo e incubadas durante una hora y
media en 5 ml del mismo tampodn al que se habia afiadido 1 pl de anticuerpo
secundario (anti IgG de raton) ligado a la enzima fosfatasa alcalina (Anti-Mouse IgG
(whole molecule)-Alkaline Phosphatase; A3562 de Sigma®). Tras 5 lavados de 5 minutos
con el tampon de bloqueo para eliminar los restos de anticuerpo secundario, y dos
lavados en el tampdn de revelado de la reaccion de la fosfatasa alcalina (0,1 M Tris,
0,1 M NaCl, 5 mM MgClz; pH 9,5) se procedio al revelado de la reaccion enzimatica
utilizando como sustratos cromogénicos NBT (cloruro de tetrazolio nitro-azul)
0,033% y BCIP (sal p-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato) 0,0165% en
oscuridad. Como consecuencia de la reaccion enzimatica se formd un compuesto
violeta unido al anticuerpo ligado a la proteina con el epitopo V5. Cuando el
precipitado coloreado alcanz¢ la intensidad deseada, la reaccion se detuvo lavando
la membrana con agua Milli Q°.

2.3.10. Reconstitucion en liposomas

La actividad de los antiportadores purificados se determind tras la
reconstitucion de los mismos en membranas artificiales. Para ello, se utilizaron
liposomas preparados con mezclas de lipidos vegetales disponibles comercialmente,
concretamente asolectina (L-a-fosfatidilcolina; Soybean Asolectin, Sigma) a fin de
obtener liposomas estables y sellados a pequenos iones (Pouliquin et al., 1999). El
conjunto de proteinas purificadas y liposomas se solubilizd con el detergente octil-
glucdsido. A continuacidn, el detergente se elimind por filtracion en gel utilizando
columnas (spin-colums) de Sephadex G-50 (Pharmacia Sephadex G50, fine, Amersham
Biosciences, Inc.). Se obtuvieron asi proteoliposomas con aproximadamente 50 nm
de didmetro, constituidos por una bicapa lipidica en la que estdn insertadas las
proteinas (Venema et al., 1993). Para la reconstitucién se prepararon dos spin-
columns utilizando jeringas de 2 ml con lana de vidrio en uno de los extremos. El
Sephadex G-50 se hidrat6 en tampon de reconstitucion (10 mM BTP-Mes pH 7,5; 25
mM (NHas)2SOs, glicerol al 20 %) durante al menos 12 horas, y se transfirio a las
columnas. Una vez empaquetado el polimero en las columnas, éstas se
centrifugaron durante 5 min a 180 g para eliminar el exceso de tampo6n. Una de las
dos columnas se precargé con 25 mM de piranina (Acido 8-hidroxi-1,3,6
trisulfonico)-BTP, pH 7,4, en tampdn de reconstitucion. Se prepard una suspension
de 30 mg de asolectina en 1 ml de tampon de reconstitucion agitando durante 5 min
en presencia de argdn para evitar la oxidacion de los lipidos. Se mezclaron
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aproximadamente 5 pug de proteina purificada, 38 pl de liposomas (1140 pg de
asolectina), 11 pl de piranina-BTP 25 mM y tampdn de reconstitucion hasta un
volumen de 104,25 pl. Bajo agitacion se afiadid 5,75 ul de Octil Glucdsido 1 M, para
solubilizar la muestra, dando lugar a la clarificacion de la misma. La mezcla
solubilizada se cargod en la columna precargada con piranina, y se dejo entrar en la
resina por gravedad durante 5 minutos, con el fin de que la piranina quedara
encapsulada dentro de los  proteoliposomas durante la reconstitucion. A
continuacion, la columna se centrifugd durante 5 min a 180 g. Mientras que la
piranina no encapsulada y el detergente se retenian en la parte superior de la
columna, los proteoliposomas con piranina encapsulada se recogian en el eluido. A
este eluido se le afiadieron 100 mg de Biobeads (SM-2; Bio-Rad) en 200 ul de tampdn
de reconstitucion y se agité durante 30 minutos a 4 °C para eliminar restos de
detergente. Finalmente, los proteoliposomas se centrifugaron nuevamente a traveés
de la segunda columna de Sefadex G-50, para eliminar restos de piranina no
encapsulada.

2.3.11. Medida de la actividad de los antiportadores

2.3.11.1 En proteoliposomas reconstituidos

La actividad de los transportadores purificados y reconstituidos en
liposomas se determind en base a la velocidad de alcalinizacion de las vesiculas
inducida por la adicion de cationes monovalentes en el exterior. El pH en el interior
de las vesiculas se midié con la sonda fluorescente piranina, encapsulada en los
proteoliposomas (apartado 2.3.10). Las medidas se realizaron en un
espectrofluorimetro modelo QuantaMaster™ QM-4 (PTI® Photon Technology
International, Lawrenceville, N, USA) con agitacion y a 25 °C, diluyendo 100 ul de
proteoliposomas en tampodn de reconstitucién, en 2 ml de tampdn de reaccién (20
mM BTP-MES y glicerol al 10%).

La sonda fluorescente piranina contiene un grupo hidroxilo con un pKa de
7,2. La compleja estructura de la molécula de piranina da como resultado un
espectro de absorbancia/excitacion con diferentes maximos. Cuando las vesiculas se
acidifican la fluorescencia a una Aeitacsn de 404 nm aumenta mientras que la
fluorescencia a una Aeitcisn de 467 nm disminuye (Fig. M8). Puesto que L e Iz
varian de manera opuesta con respecto a los cambios de pH, la variacion de la razén
entre estos dos valores de intensidad de fluorescencia (lse7/ls4) permite una
estimacion mas sensible de los cambios de pH. Ademads, esta razén solamente
depende de las propiedades fisicas de la sonda y no de su concentracién o de las
caracteristicas del espectrofluorimetro, por lo que proporciona medidas mas
reproducibles.
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La asociacion de protones con la piranina depende del pH y se describe con
la férmula:

PirH = (Pir-.H*)/Kd (1)

donde Pir- y PirH son las concentraciones de las formas ioinizada y protonada de
piranina, respectivamente, y Kd la constante de disociacion. La fluorescencia a
Aexcitacion de 404 y 467 nm depende de la sumatoria de la fluorescencia de las dos
formas a de piranina segun:

Fa0=Cpir-404 Pir + Cpirn®®.PirH (2)
F467=Cpir-467.Pir'+CpirH467.PirH (3)

Donde Fas y Fae7 son valores de fluorescencia a una Aexitacion de 404 y 467 nm
respectivamente, Cpir-4%* y Cpirti®® son coeficientes proporcionales de la fluorescencia
a 404 nm de la forma ionizada Pir y protonada PirH, y G4 y Cpirn®®” los
coeficientes de la fluorescencia a 467 nm de la forma ionizada Pir- y protonada PirH.
Combinando las ecuaciones 1, 2 y 3 e introduciendo la razén de fluorescencia R,
Fae7/Faos se llega a la formula:

H= Kd.((Rmax-R)/(R-Rumin)). (Fpyr-s04/Fpyriveacs) (&) (Grynkiewicz et al., 1985)

Donde R es el valor de la razén de fluorescencia lss7/Is04, Rmax €5 €l valor maximo
de esta razon en condiciones alcalinas y Rmin el valor minimo en condiciones 4cidas.
La relacion entre el pH y la razdn de la fluorescencia viene dada por:

pH =pKa+L0g(prr-404/prrH+404)+LOg(Rmax-R)/(R-Rmin)
pH=pKa ’ +LOg(Rmax-R)/(R-Rmin)

Esta ecuacion demuestra que el pH y el logaritmo de (Rmax-R)/(R-Rmin) tienen

una relacion lineal con pendiente 1. Experimentalmente se observa que este valor
estd en relacion lineal con el pH a valores de 5,5 a 8,5 (Fig. M9).
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Fig M8. Relacion entre la fluorescencia de la piranina y el pH (0,25 uM piranina en
20 mM BTP-MES y glicerol al 10%). La emision de fluorescencia se midi6 a 511 nm.
En A se muestra el valor de la fluorescencia en funcién del pH a 404 nm y a 467 nm.
En B se muestra la relacion lineal entre el logaritmo de (R-Rmin)/(Rmax-R) y el pH.

Para estimar el pH en el interior de las vesiculas a partir de la fluorescencia
de la piranina, se equilibr6 el pH del interior de las mismas con el pH del medio de
reaccion (BTP-Mes 20 mM pH 7,5 y glicerol 10%). En este caso, los proteoliposomas
se diluyeron en presencia de (NH4)2:SOs para evitar un desequilibrio entre el pH
interior y exterior de las vesiculas y se aftiadio el ionoforo gramicidina (1 uM) para
facilitar un ajuste rapido de las concentraciones iénicas y del pH entre el interior y el
exterior. Posteriormente, se modific6 el pH del medio afadiendo alicuotas
concentradas de H250s 0 NaOH para determinar Rmax y Rmin, permitiendo el calculo
del pH en los proteoliposomas a partir de la razén de fluorescencia a 404 y 467 nm.
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Originalmente, en el ensayo de la actividad antiporte cation/protén se
utilizaba la actividad H*-ATPasa para acidificar el interior de las vesiculas, creando
un gradiente de protones que energiza la reaccion de intercambio catién/protén
llevada a cabo por los antiportadores. Para aproximarnos a esta situacion utilizamos
el método del acid load, basado en la dilucion de una base débil como el NHs. Para
crear un pH &cido en el interior de los proteoliposomas sin cambiar el pH del medio
exterior, se prepararon los proteoliposomas en presencia de (NH4):504. Puesto que
el NHs es libremente permeable a través de la membrana lipidica, mientras que el
NHs+ es impermeable, la dilucion de los proteoliposomas en un medio sin
(NH4)2SOs provoca un eflujo de NHs hacia el exterior hasta que las concentraciones
de NHs en el exterior e interior se equilibran. El eflujo de NHs provoca un nuevo
equilibrio entre NHs"* y NHs acorde con su constante de disociacion, donde la
desaparicion de NHs se compensa con un aumento de la concentracién de H* y una
disminucion de NHq".

La Figura M9 muestra el espectro de excitacién con emision a 511 nm
obtenido diluyendo los proteoliposomas en ausencia (curva azul) o presencia (curva
roja) de (NH4)2SOxs.

La calibracion de la sefal de fluorescencia indica que el pH en el interior de
las vesiculas es 7,5 cuando no se aplica un gradiente de (NH4):504 (curva roja), y de
6,5 cuando se diluyen los proteoliposomas 20 veces en un medio sin (NH4):50s (Fig.
MO9).
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Fig. M9. Espectro de excitacion de piranina (emisiéon a 511 nm) encapsulada en
proteoliposomas diluidos en ausencia (azul) o presencia (rojo) de (NH4)2SO4 en el
medio externo. La dilucién sin (NHa4)250s provoca una acidificacion del interior de
las vesiculas.
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Para iniciar la reaccién de antiporte se anadieron sales de sulfato de
diferentes cationes, y se evalud el aumento de pH intravesicular con el tiempo
(ApH/At), como medida del flujo de protones catalizado por los antiportadores. La
actividad antiporte se calculd a partir de los cambios iniciales en este valor.

Puesto que la capacidad tampon B estd definida como la cantidad de
protones AH* necesaria para provocar un cambio de pH unitario segin

B=AH*/ ApH

El flujo neto de protones Juet por unidad de superficie esta dado por:
Jutne=B.(V/A).dpH/dt (Rossignol et al., 1982)

Donde B es la capacidad tampdén media durante el intervalo ApH de medida,
y Vy A el volumen y drea de los proteoliposomas. Por esta razén, la variacion
inicial de pH (ApH/At) estd linealmente relacionada con el flujo de protones y la
actividad de los antiportadores.

Para evaluar la especificidad de la reaccién de antiporte se anadieron sales
de K*, Na*, Cs* y Rb*. Como control negativo se utiliz6 el catién orgéanico tetrametil
amonio (TMA?), ya que es poco probable que el antiportador pueda transportar este
ion. Al final de la reaccion se elimind el gradiente de protones afiadiendo sulfato de
amonio.

2.3.11.2. En vacuolas intactas

Se usaron vacuolas aisladas de la cepa de levadura OC4 (Tabla M3)
transformada con las construcciones plasmidicas que portan los genes AtKEA,
usando como vector de expresion pRS306-Gall-ccdb-V5-6xHis. Las vacuolas se
aislaron segun se describe en el apartado 2.3.4.

Para llevar a cabo las medidas de transporte en vacuolas, se usé la sonda
fluorescente naranja de acridina.

La actividad antiportadora fue ensayada monitorizando la disipacion de un
gradiente de pH acido en el interior de la vacuola creado previamente por la accion
de la enzima V-ATPasa (Dufour et al., 1982; Blumwald et al., 1987; Yamaguchi et al.,
2003). Para cada ensayo se us6 el volumen de vacuolas correspondiente a unos 25
ug de proteina total, que se adicion6 a una cubeta de plastico desechable de 1,5 ml
de capacidad que contenia tampon de reaccion constituido por 5 mM Tris-MES, pH
7,5; 50 mM de TMA-CI (cloruro de tetrametilamonio); 5 UM de naranja de acridina y
3,125 mM de MgSOs. La enzima H*-ATPasa vacuolar se activd mediante la adicion
de 2,5 mM de Tris-ATP, pH 7,5, lo que resulto en la extincion de la fluorescencia de
la sonda debido a la generacion de un gradiente de pH (dcido en el interior).
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Cuando el nivel de fluorescencia alcanzé un punto minimo, se disminuyd la
actividad ATPasa mediante la adicién de Bafilomicina A (un inhibidor especifico de
la enzima V-ATPasa cuando se utiliza a baja concentracidn), con el fin de establecer
un estado de equilibrio en el gradiente de pH y estabilizar la fluorescencia. La
reaccion de antiporte se inici6 mediante la adicion de los distintos iones, dando
lugar a la recuperacion de la fluorescencia debido a la relajacion del gradiente de pH
como resultado del intercambio cation/proton. Al final de cada medida se disipo el
gradiente de pH mediante la adicion de 12,5 mM de (NH4):504, recuperandose el
nivel inicial de fluorescencia. Todas las curvas fueron normalizadas a 100% de
fluorescencia (siendo el 100% la maxima fluorescencia recuperada). Los cambios en
la fluorescencia dependientes del tiempo se monitorizaron por espectrofluorimetria,
a una longitud de onda de exicitacion de 495 nm y una longitud de onda de emision
de 540 nm (Fig. M10).

:

100 %
Fluorescencia

@

(@D Adicién de ATP

@ Adicion de Bafilomicina A
(@ Adicion de sal

@ Adicion de (NH,),SO,

Intensidad de fluorescencia 545 nm

0 10
Tiempo (min)

Fig.M10 Representacion grafica de los cambios en la fluorescencia dependientes
del tiempo que tienen lugar en los ensayos de transporte en vacuolas.
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2.4. LOCALIZACION SUBCELULAR

La localizacién subcelular de las proteinas AtKEA se determind mediante
microscopia confocal y de fluoerescencia en protoplastos del mesoéfilo de Arabidopsis
que expresaban de forma transitoria estas proteinas de fusién con GFP, y en células
de levadura transformadas con las construcciones plasmidicas portadoras de las
secuencias génicas que codifican las proteinas de fusion con GFP y YFP. En el caso
particular de AtKEA3 se llevé a cabo una aproximaciéon de su localizacion
subcelular mediante inmunodeteccion en fracciones de membrana de levadura que
expresaban la proteina.

2.4.1. Localizacidn subcelular en protoplastos del mesoéfilo de Arabidopsis

Se siguieron protocolos previamente publicados (Kovtun et al., 2000; Sheen,
2001; Yoo et al, 2007) con algunas modificaciones. Primero se aislaron los
protoplastos del mesdfilo de Arabidopsis (Sheen, 2001) y a continuacion estos
protoplastos se transformaron con las construcciones plasmidicas correspondientes
mediante el método de transfeccion mediado por PEG. En los transformantes
transitorios se analizd la fluorescencia emitida por GFP, usando un microscopio
confocal Zeiss LSM510.

2.4.1.1. Aislamiento de protoplastos

Para llevar a cabo el aislamiento de protoplastos se partié del material
vegetal previamente descrito en el apartado 1.3. Se usaron hojas bien expandidas de
plantas de entre 3-4 semanas y se sigui6 el procedimiento resumido en la Figura
M11.
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de Arabidopsis
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Fig. M11. Esquema de la metodologia seguida para la obtencion de protoplastos
del mesofilo de Arabidopsis.

Se utilizaron 20 hojas de Arabidopsis, que se cortaron en pequefas tiras (0,5-1
mm) usando para ello una hoja de afeitar nueva, y se sumergieron, inmediatamente
después de cortarlas, en una placa de petri de 5 cm de didmetro, que contenia 5 ml
de solucién enzimatica. Esta solucion enzimatica se prepard con manitol 0.4 M; KCI
20 mM; MES 20 mM pH 5.7; Celulasa R10 1-1.5 %; Macerozima R100 (Yakult) 0.2-0.4
%. El conjunto se calent6 a 55 °C durante 10 min (para inactivar las proteasas y
aumentar la solubilidad de las enzimas), se dejo enfriar a temperatura ambiente, y
entonces se adicionaron el resto de los componentes de la reaccion: CaCl> 10 mM; 3-
mercaptoetanol 5 mM y FBS (Suero fetal bovino, Sigma) 0.1%.

La placa se introdujo en un desecador de vacio, y se aplicé vacio durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo, se continud la digestion durante 3 horas sin
agitacion, en oscuridad y a temperatura ambiente (22-25 °C).
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Los protoplastos se separaron del resto de material sin digerir mediante
filtracion a través de una malla de nylon de 35-75 um, y se sedimentaron, en tubos
de fondo redondo por centrifugaciéon a 100 x g durante 1,5 minutos. El sedimento se
resuspendi6 en 5 ml de soluciéon W5 (NaCl 154 mM; CaClz: 125 mM; KCl 5 mM y
MES 2 mM, pH 5.7) y se volvié a precipitar mediante centrifugacion a 100 x g
durante 1,5 minutos. El precipitado se resuspendié en 1 ml de solucion W5, se hizo
un recuento del namero de células, usando para ello una camara de Neubauer, y se
adiciond solucion W5 hasta alcanzar una densidad celular de 2,5 x 10° células/ml. A
continuacion los protoplastos se incubaron en hielo durante 30 minutos en solucién
W5, y se precipitaron mediante centrifugaciéon a 100 x g durante 1 minuto. Por
ultimo los protoplastos se resuspendieron en el volumen de soluciéon MMg (Manitol
0,4 M; MgCl215 mM y MES 4 mM, pH 5.7) necesario para obtener una densidad de
2,5 x 105 células/ml.

2.4.1.2. Transfeccion de protoplastos mediada por PEG

Para la transfeccién se usaron 100 ul de protoplastos resuspendidos en
solucion MMg, a los que se adicionaron 10 pg del plasmido portador de las
construcciones AtKEA::GFP (en el extremo carboxiterminal 6 aminoterminal) (Tabla
M18) (para la transfeccion simple) 6 bien 7 pg de los plasmidos con las
contrucciones AtKEA:GFP (en el extremo carboxiterminal) y 4 ug de las
construcciones portadoras de las secuencias génicas que codifican las proteinas
marcadoras de organulos (Tabla M20) fusionadas con RFP (Red Fluorescent Protein)
(para la cotransfecciéon). A continuacién se adicioné una solucién de PEG-Ca
(PEG4000 (Fluka) 40%, manitol 0,2 M y CaNOs 0,1 M), hasta alcanzar una
concentracion de PEG del 20%. El conjunto se mezcld bien mediante inversion suave
para no romper los protoplastos, y se incubé durante 20 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Transcurrido este tiempo, la mezcla de transfeccién se
diluy6 con 2 ml de solucion W5 y se centrifugd a 100 x g durante 1 minuto. El
sedimento se resuspendi6 en 200 ul de soluciéon WI (manitol 0,5 M; MES 4 mM, pH
5.7 y KCl 20 mM), y se incub6 a temperatura ambiente, en oscuridad y agitacion
suave, entre 16-20 horas antes de la observacion al microscopio.
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Tabla M20. Marcadores de organulos usados en este trabajo y su localizacion
subcelular

*MARCADOR LOCALIZACION
Syp21 Membranas prevacuolares
Syp22 Membranas prevacuolares y vacuolas
v-TIP Tonoplasto
ER retention signal (His-Arg-Glu-Leu) Reticulo endoplasmatico
St (Sialiltransferasa) Trans Golgi
mMANT1 (a-1,2 Manosidasa I) Golgi

*Se usaron construcciones fusionadas a GFP para la transfeccion simple, y construcciones fusionadas a
RFP, para la cotransfeccion y colocalizacion con las proteinas de fusion AtKEA::GFP

2.4.1.3. Observacion al microscopio confocal de los transformantes

transitorios

La sefal de fluorescencia emitida por los protoplastos se analizé usando un
microscopio confocal Zeiss LSM510 (Carl Zeiss). Los filtros que se usaron para la
emision y la excitacidon se enumeran en la tabla M21.

Tabla M21. Configuracion comun de los filtros en Zeiss LSM510

Fluoréforo Excitacion (nm) | Emision (nm)
GFP 488 BP505-530
RFP 543 BP560-615

CLOROFILA 488 LP650

Las sefiales se capturaron en modo multicanal y se procesaron utilizando
Zeiss LSM image browser (Carl Zeiss) y Adobe PhotoShop.

2.4.2. Localizacion subcelular en levaduras que expresan las proteinas de
fusion AtKEA::GFP y AtKEA:YFP

Se usaron células de levadura de la cepa W303 y BY (Tabla M3)
transformadas con los vectores de expresion portadores de las construcciones
AtKEA::GFP, GFP:AtKEA, AtKEA:YFP y YFP::AtKEA (Tabla M18).

La sefial de fluorescencia se analizd mediante el uso de un microscopio de
fluorescencia Nikon Eclipse 50i, y los filtros B-2A Ex450-490; DM505; BA520. Todas
las imagenes se tomaron con una cdmara fotografica Nikon DS-Fil CCD, con un
aumento de 100 X.
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2.4.3. Inmunodeteccion en fracciones de membrana de levadura

2.4.3.1. Fraccionamiento de membranas de levadura mediante

centrifugacion diferencial en gradiente de sacarosa.

Se usaron membranas microsomales aisladas a partir de células de levadura
que expresan la proteina de fusion AtKEA3 con el epitopo V5 y la secuencia de 6
histidinas (apartado 2.3.5.).

Se prepararon los gradientes continuos de sacarosa entre 20-60% (p/p) en un
medio con EDTA (Tris-HCl 10 mM pH 7.5; EDTA 10mM; DIT 1mM, 30 pl de
mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma)) o en un medio con MgSOs (Tris-HCI 10
mM pH 7.5, MgSOs 2mM, DTT 1mM, 30ul de mezcla de inhibidores de proteasas
(Sigma)).

Para la formacién de los gradientes continuos, se utilizaron soluciones de 20,
33, 46 y 60 % (p/p) de sacarosa en los medios anteriores. Se usaron tubos Beckman
Ultraclear centrifuge tube (1495 mm: n®. 344060), a los que se adicionaron 6,5 ml de
cada una de las soluciones de sacarosa (de mayor a menor concentraciéon) muy
lentamente para evitar la mezcla de las mismas (volumen final 26 ml). Los tubos se
taparon bien con parafilm, se depositaron en una gradilla y se volcaron muy
lentamente hasta quedar en posicion horizontal. Se mantuvieron en esta posicion
durante al menos tres horas, y transcurrido este tiempo se levantaron muy
lentamente hasta situarlos en posicion vertical.

Una vez formado el gradiente lineal de sacarosa, se adicionaron 2 ml de
microsomas en la superficie (1 ml de microsomas diluido en 1 ml de una solucion
compuesta por 10 mM Tris-HCl, pH 7.5; 10 mM EDTA 6 2 mM MgSOs; ImM DTT),
y se centrifugd a 27000 rpm durante 18 horas (Ultracentrifuga Beckman, rotor SW-
28). A continuacion se recuperaron los gradientes en 13 fracciones de 2,15 ml, y en
cada fraccion se determind la concentracion de proteinas mediante Bradford
(Bradford, 1976), y la densidad de sacarosa con un refractémetro manual.

2.4.3.2. Inmunodeteccion de la proteina AtKEA3 y las proteinas usadas

como marcadores de membrana.

La deteccion de las proteinas de fusion se llevd a cabo mediante
electroforesis SDS-PAGE seguida de electrotransferencia e inmunodeteccion (ver
detalles en los apartados 2.3.7 y 2.3.9) de las 13 fracciones de los gradientes.

Para determinar la distribucion de las distintas fracciones de membrana
subcelulares dentro del gradiente, se utilizd anticuerpos monoclonales dirigidos
frente antigenos de distintas proteinas de membrana usadas como marcadores,
concretamente la subunidad de 100 KDa de la proton ATPasa vacuolar Vphlp; la
proteina del Golgi tardio VpslOp; la proteina endosomal/prevacuolar Pepl2p; la
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subunidad III de la citocromo ¢ oxidasa de la membrana mitocondrial interna; la
proteina Dol-P-Man sintansa (Dpm1p) de la membrana del reticulo endoplasmatico
y la proton ATPasa de la membrana plasmatica (Pmap1l) (Molecular Probes). La
proteina recombinante AtKEA3 se detectd con un anticuerpo monoclonal dirigido
frente al epitopo V5 (V5 tag antibody [SV5-Pk1] (abcam®)).
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1. CLONAJE Y ANALISIS DE SECUENCIAS DE AtKEA

Los plasmidos portadores de los cDNAs de AtKEA1 (At1g01790) y AtKEA2
(At4g00630) se obtuvieron del laboratorio de John M. Ward (Universidad de
Minnesota http://wardlab.cbs.umn.edu/arabidopsis/). Los c¢cDNAs de AtKEA3
(At4g04850) y de AtKEA6 (At5g11800) se obtuvieron de RIKEN BioResource Centre
(http://www.brc.riken.jp/). Se comprobé mediante secuenciacién que los cDNAs
obtenidos correspondian a las secuencias publicadas. Solamente en el caso de
AtKEA2 se constatd que las primeras 120 bases de la parte N-terminal de la
secuencia publicada no corresponden con la secuencia del clon, siendo la secuencia
real traducida a aminoacidos casi idéntica a la secuencia de AtKEA1 (Fig. R2).

AtKEA1, 2 y 3 constituyen proteinas de 619, 620 y 488 aminoacidos
respectivamente. Los genes AtKEA1, 2 y 3, codifican proteinas que son cercanas a
las proteinas KefB y KefC de bacteria. Notablemente, estas proteinas tienen, ademas
de un dominio intercambiador Na*/H*, un dominio KTN. Las proteinas AtKEA4-
AtKEA®6 presentan bastante homolgia con las proteinas AtKEA1-3, sin embargo en
la region N-terminal el dominio KTN no est4 conservado. La clasificaciéon propuesta
por Brett y colaboradores (2005) de las secuencias AtKEA4-6 en el grupo de
secuencias Nha no esta tan clara (Fig R1). El andlisis topoldgico de las secuencias
AtKEA1 y AtKEA2 indica la presencia de 11 hélices transmembrana
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMS-2.0/), mientras que en KefB y KefC el
mismo analisis indica 13 hélices (Daley et al., 2005). Sin embargo, el alineamiento

muestra que muchas de estas regiones estdin muy conservadas entre proteinas de
plantas y bacterias, indicando que las diferencias son debidas a inexactitudes en la
prediccion algoritmica (Fig. R2). Se ha descrito un bucle citoplasmatico regulador en
la posicion 258-268 de la proteina KefC de E. coli (secuencia HALESDIEPFK), critico
en el funcionamiento de esta proteina (Miller et al., 1997). Se ha propuesto que
interacciona con el dominio KTN y que esta implicado en la sensibilidad a glutation
y complejos de glutation, y estd bastante conservado en los antiportadores AtKEA1,
2y 3 (Roosild et al., 2002; Roosild et al., 2009). La region N-terminal del dominio
KTN, incluyendo el Rossman fold muestra un alto grado de homologia entre las
secuencias de planta y bacteria, mientras que la parte C-terminal del dominio,
particularmente la hélice 6a que se intercambia entre subunidades en las proteinas
de bacteria, esta menos conservada (Roosild et al., 2002). La secuencia de AtKEA3
presenta tan solo 9 hélices de membrana. Las hélices en la parte N-terminal parecen
ausentes en la secuencia, al igual que la parte C-terminal del dominio KTN. Sin
embargo, en las bases de datos se pueden encontrar varias versiones del cONA de
AtKEA3. De este modo, el gen CAB80850 es parcialmente idéntico a At4g04850,
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pero si presenta las extensiones N-terminal y la regiéon KTN completa. Esto indica
que la version obtenida de AtKEA3 constituye una version truncada (Fig. R2).

100~ AtKEAT
74 L AKEA2
100 AtKEA3
EcKefB
97 EcKefC

EcNhaA
48 ScNHA1

—— AtKEAS
100 [ AtKEA4
98— AtKEAG

—
0.2

Fig. R1. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias
aminoacidicas de los antiportadores KEA de Arabidopsis, KefB, KefC, NhaA de E. coli y
NHAT1 de S. cerevisiae. Las relaciones filogenéticas fueron deducidas usando el método
Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud
de rama= 6.10057062. El porcentaje de arboles en el test de bootstrap (500 réplicas) en el que
las secuencias se agrupan segun lo indicado en el arbol 6ptimo, se indica por debajo de las
ramas. El arbol esta dibujado a escala, con longitudes de rama en las mismas unidades que
las de las distancias evolutivas usadas para inferir el arbol filiogenético. Las distancias
evolutivas se computaron usando el método de correccion de Poisson (Zuckerkandl y
Pauling, 1965), y son las unidades del nimero de sustituciones de aminoacidos por sitio.
Todas las posiciones del alineamiento que representaban gaps se eliminaron, dando lugar a
la utilizacion de un total de 346 posiciones en el analisis final. El analisis filogenético se llevd
a cabo utilizando el programa MEGA4 (Tamura et al., 2007).
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Fig. R2. (P4gina siguiente) Alineamiento de las secuencias de los antiportadores AtKEA1-3
de Arabidopsis y KefB y KefC de E. coli. Las secuencias se alinearon usando el programa
ClustalW (Thompson et al., 1994). Los aminoacidos similares o idénticos aparecenen en azul
0 en purpura respectivamente. Las hélices transmembrana han sido estimadas utilizando el
programa TMHMM del CBS (http://www.cbs.dtu.dk/services/) y aparecen sombreadas en
azul. Las mutaciones que afectan a la actividad o regulacién de KefC se indican debajo de la
secuencia y sombreadas en amarillo (E,D,G,R,V) o purpura (F). Las regiones a-hélice y f3-
lamina en la estructura del dominio KTN de EcKefC, implicado en la uniéon de NAD y en las
interacciones con la region reguladora central en KefC (en dimeros) aparecen por debajo del
alineamiento. Muchos aminoacidos esenciales estan presentes en las proteinas de plantas,
pero en AtKEA3 obtenido de RIKEN falta la ultima parte del dominio KTN. AtKEA3*
coresponde a la secuencia con nimero de acceso CAB80850 (Genbank) idéntico a AtKEA3,
pero con el dominio KTN completo, indicando que el cDNA de RIKEN no es completo.

Fig. R3. (Pagina siguiente)Alineamiento de las secuencias de los antiportadores AtKEA1-6
de Arabidopsis. Las secuencias se alinearon usando el programa ClustalW (Thompson et al.,
1994). Los aminodcidos similares o idénticos aparecen en azul o purpura respectivamente.
Los aminodcidos importantes para la actividad de las porteinas Kef, indicados en la figura
R2, estdn sombreados en amarillo.
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2. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE ANTIPORTADORES AtKEA
EN LEVADURA

2.1. ESTUDIOS DE COMPLEMENTACION

La caracterizacion funcional de los genes AtKEA se ha llevado a cabo, en
primer lugar, mediante complementacion de mutantes de levadura con
disrupciones en los antiportadores de la familia CPA, asi como en las ATPasas
ENA1-4. La tolerancia a la salinidad o altas concentraciones de KCI de la levadura,
capaz de crecer a concentraciones de NaCl hasta de 1M, se debe fundamentalmente
a la actividad de la ATPasa tipo P ENA1, responsable de la extrusion activa de Na*
y, en menor medida, a la actividad del antiportador (Na*, K*)/H* de la membrana
plasmatica NHA1 (Quintero et al., 2000). La disrupcion de estos genes, causa una
elevada sensibilidad a Na*, asi como un aumento de la concentracion de Na*
intracelular, y una disminucién de la concentracion de K* cuando las células crecen
en medio salino (Gaxiola et al., 1999). Un mecanismo adicional de tolerancia a NaCl
o elevadas concentraciones de KCl depende de la acumulacién de Na* o K* en
vacuolas o compartimentos intracelulares. Las plantas, a diferencia de levaduras, no
se desarrollan en un medio acuoso externo de gran volumen, por lo que este
mecanismo adquiere gran importancia. El genoma de levadura codifica 2 sistemas
de antiporte Catién/Protén de la familia CPA con una localizacién intracelular:
Nhx1p, un antiportador (Na*,K*)/H* prevacuolar de la subfamilia CPA1, y Khalp,
un antiportador K*/H* de la subfamilia CPA2 de Golgi. Los antiportadores tipo
NHX de plantas muestran homologia de secuencias con el gen Nhx1, mientras que
los antiportadores tipo CHX y KEA de plantas son mas parecidos a Khal (ver figura
A8 del apartado antecedentes cientificos).

La disrupcion de Nhxlp causa sensibilidad a NaCl, pH 4&cido y altas
concentraciones de KCl en una cepa de levadura con disrupciones en los sistemas de
transporte Enal-4p y Nhalp. Sin embargo, el efecto mas evidente de la disrupcion
de Nhx1p es la sensibilidad a higromicina, que manifiesta una cepa de levadura sin
disrupciones adicionales. El efecto de la disrupcion de Khalp solamente es evidente
en una cepa de levadura con disrupciones en los sistemas de transporte ENA1-4,
Nhalp y Nhxlp. En esta cepa, la disrupcion de Khalp causa sensibilidad a pH
alcalino cuando las células crecen en condiciones de baja concentracion de K*. Se ha
demostrado que la expresion en levadura de los genes NHX de plantas
complementa los fenotipos causados por la disrupcion de Nhx1p, mientras que la
expresion de algunos genes de la familia CHX de plantas complementa la
disrupcion de Khalp. Para examinar la funcion de los genes KEA de Arabidopsis,
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hemos estudiado la complementacion en levadura de la disrupcion de Nhxlp y
Khalp.

2.1.1. Complementacion de la sensibilidad a NaCl, KCl e higromicina en
levaduras con disrupcion en NHX.

Se ha utilizado la cepa de levadura AXT3 con disrupciones en los sistemas de
transporte ENA1-4, NHA1 y NHX1 para realizar los estudios de complementacion
de la sensibilidad a NaCl en células transformadas con los antiportadores de
Arabidopsis. Como controles se utilizaron la cepa W303, sin disrupciones, y la cepa
ANTS3, con disrupciones en ENA1-4 y NHA1 (Fig. R4, R5)

NaCl (mM)

oo ﬁ o C YW X Gl W303+pYES Dest 52

v ANT3+pYES Dest 52
®® : P

(@)
"]
o o%

AXT3+pYES Dest 52

YPD

AXT3+AtKEA3

AXT3+AtKEA2

AXT3+AtKEA1
W303+pYES Dest 52
ANT3+pYES Dest 52

AXT3+pYES Dest 52

YPG

AXT3+AtKEA3

0000 0|000000

AXT3+AtKEA2

AXT3+AtKEA1

Fig. R4. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas W303, ANT3 (Aenal-4, Anhal) y
AXT3 (Aenal-4, Anhal, Anhx1) transformadas con las construcciones para la expresion de
los antiportadores AtKEA, clonados en el vector pYES-DEST52. El ensayo se realizo en
presencia de distintas concentraciones de NaCl en medio YPD e YPG.
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NaCl (mM)

ANT3+pYES Dest 52

AXT3+pYES Dest 52

APD

AXT3+AtKEA1

AXT3+AtKEA2

@ ANT3+pYES Dest 52

AXT3+pYES Dest 52

APG

AXT3+AtKEA1

AXT3+AtKEA2

Fig. R5. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas ANT3 (Aenal-4, Anhal) y AXT3
(Aenal-4, Anhal, Anhxl) transformadas con las construcciones para la expresion de los
antiportadores AtKEA, clonados en el vector pYES-DEST52. El ensayo se realizd en
presencia de 0, 20 y 30 mM de NaCl en medio AP suplementado con galactosa o glucosa.

Se realizaron los ensayos droptests en medios YPD o YPG suplementados con
0, 100 y 150 mM de NaCl, y en medios APD o APG suplementados con 0, 20 y 30
mM NaCl. En los dos casos se observé que el crecimiento de la cepa AXT3 era
fuertemente inhibido en presencia NaCl. La expresion de los antiportadores
AtKEA1 y AtKEA2 confiere tolerancia a NaCl a esta cepa, ya que permitid el
crecimiento en medios suplementados con esta sal en presencia de galactosa,
necesaria para la induccién de la expresion de los antiportadores. Ademas se
demostrd que esta tolerancia era mayor en las células que expresaban AtKEA2. En el
caso de la cepa que expresaba AtKEA3 el crecimiento se vio mas fuertemente
inhibido que en la cepa AXT3 transformada con el vector vacio (Fig. R4 y Fig. R5).

Se ha demostrado que la disrupcion de SCNHX1 provoca sensibilidad a altas
concentraciones de KCl a la cepa AXT3, lo que estaria relacionado con el papel de
los transportadores NHX en la osmotolerancia y la acumulacién de KCI en la
vacuola (Venema et al., 2003). Para comprobar el efecto de los antiportadores de
Arabidopsis sobre la tolerancia a altas concentraciones de KCl se realizaron estudios
de complementacién funcional, utilizando las cepas W303, ANT3 y AXT3, ésta
ultima transformada con los plasmidos para la expresion de los antiportadores
AtKEA1, AtKEA2 y AtKEA3. Se utiliz6 medio YPD o YPG suplementado con
distintas concentraciones de KCl, concretamente 700, 800, 900 y 1000 mM, y se
demostrd que las concentraciones mas adecuadas para llevar a cabo estos ensayos
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fueron 800, 900 y 1000 mM. Se observo de nuevo que solamente los antiportadores

AtKEA1 y AtKEA2 confieren tolerancia a una concentracion elevada de KCI (Fig.
R6).

KCI (mM)

W303+pYES Dest 52
ANT3+pYES Dest 52

AXT3+pYES Dest 52

YPD

AXT3+AtKEA3

AXT3+AtKEA2

AXT3+AtKEA1

W303+pYES Dest 52
ANT3+pYES Dest 52

AXT3+pYES Dest 52

YPG

AXT3+AtKEA3

AXT3+AtKEA2

I EEER AT R A A

"
.
2 4

AXT3+AtKEA1

Fig. R6. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas W303, ANT3 y AXT3 (Aenal-4,
Anhal, Anhx1) transformadas con las construcciones para la expresion de los antiportadores
AtKEA clonados en el vector pYES-DEST52, y con el vector vacio. El ensayo se realizd en

presencia de distintas concentraciones de KCI en medio YP suplementado con glucosa (YPD)
o galactosa (YPG).

El fenotipo mas evidente de la disrupciéon de Nhxlp es la sensibilidad a
higromicina. Se ha demostrado que el gen SC(NHX1 es idéntico a VPS44 (Vacuolar
Protein Sorting 44). La sensibilidad a higromicina es un fenotipo frecuente entre los
mutantes del tipo VPS, con defectos en el trafico y procesamiento de proteinas entre
compartimentos endosomales y vacuola, y podria estar relacionado con una
deficiencia en la biogénesis de la vacuola, sitio de posible degradacion del
compuesto, o con una deficiencia en el trafico vesicular (Mukherjee et al., 2006).
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HIGROMICINA (mg/1)
0 10 15
~ W303+pYES Dest 52

WX1+pYES Dest 52

WX1+KEA1

YPD

WX1+KEA2

WX1+KEA3

4 W303+pYES Dest 52

WX1+pYES Dest 52

YPG

WX1+KEA1

WX1+KEA2

WX1+KEA3

Fig. R7. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas W303 y WX1 (Anhx1), transformadas
con las construcciones para la expresion de los antiportadores AtKEA clonados en el vector
pYES-DEST52 y con el vector vacio. El ensayo se realizd en presencia de distintas
concentraciones de higromicina B en medios suplementados con galactosa o glucosa.

Para comprobar la complementacion de la sensibilidad a higromicina por los
genes AtKEA, se utilizéd la cepa de levadura WX1 con una disrupcion del
antiportador SCNHX1 (Tabla M3, Material y Métodos) que se transformé con los
cDNAs de los antiportadores AtKEA clonados en el vector pYES-DEST52. Como
control de estos ensayos se utilizé la cepa W303, que no presenta disrupciones. Tras
un precultivo en medio SD selectivo, se realizaron los ensayos droptests, como se
indica en el apartado 2.3.1. de material y métodos, en medios YPD o YPG
suplementados con 0, 10 y 15 pug/ml de higromicina B. Se observo que el crecimiento
de las células de la cepa WX1 era inhibido fuertemente en presencia de higromicina
B, mientras que las levaduras de la cepa W303 crecian a concentraciones de hasta 15
ug/ml de higromicina, tanto en medio YPD como YPG (Fig. R7). Ninguna de las
cepas transformadas con los antiportadores de Arabidopsis crecid en medio YPD
suplementado con higromicina, ya que la expresién de los antiportadores esta bajo
control del promotor GAL1 y, en consecuencia, solo se indujo en medio YPG
conteniendo galactosa. En este medio YPG, solamente las cepas transformadas con
los cDNAs de AtKEA1 y AtKEA2 crecian en presencia de higromicina B. De estas
dos cepas la que presentdé un mayor crecimiento y, por tanto, una mayor
complementacion de la sensibilidad a higromicina fue la que expresaba AtKEA2.
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2.1.2. Complementacion del fenotipo causado por la disrupcion de Khalp de
levadura

Ademas de SCNHX1, existe otro antiportador intracelular de la familia CPA
en levadura, ScCKHA1, que ha sido localizado en la membrana del Golgi, y que
estaria implicado en el intercambio K*/H* y la tolerancia a un déficit de K* en
condiciones de pH ligeramente alcalino (Maresova y Sychrova, 2005). Este fenotipo
es solamente evidente en una cepa de levadura con disrupciones en los
transportadores ENA1-4, NHA1, NHX1 y KHA1 (Maresova y Sychrova, 2005). Se ha
demostrado que la expresion de algunas proteinas de la familia CHX de plantas
complementa el fenotipo causado por la disrupcion de ScKHA1 (Maresova y
Sychrova, 2006; Padmanaban et al., 2007).

Para estudiar el efecto del pH externo en el crecimiento de las levaduras que
expresan los antiportadores AtKEA, se realizaron ensayos droptests en medio SD a
distintos pH (4,5, 57, 6,0; 6,5 7,0 y 75) sin K* anadido (8 mM de K*
aproximadamente en el medio SD) (Fig. R8). Se utiliz6 la cepa KTA 40-2 ( Aenal-4,
Anhal, Anhx1 y Akhal) transformada con las construcciones plasmidicas portadoras
de las secuencias que codifican para AtKEA1 y AtKEA2 en el vector pDR196, y
como controles se usaron las cepas AXT3 y KTA 40-2 transformadas con el vector
pDR196 vacio. Se observo que todas las cepas crecian bien y de una manera muy
similar a pH acido entre 4,5 y 57. A pH 6,5 las células que expresaban los
antiportadores crecian ligeramente peor que las que no los expresaban, y a pH 7,0y
7,5 estas diferencias en el crecimiento eran mas acusadas. Por tanto, la expresion de
los antiportadores AtKEA1 y AtKEA2 en vez de conferir tolerancia al crecimiento de
la levadura cuando el pH externo es ligeramente bdsico, como se habia observado
en el caso de las proteinas CHX (Padmanaban et al., 2007), causa una sensibilidad
mayor (Fig. R8).

KTA402+KEA2
KTA402+KEA1

KTA402 pYESDR196

8 AXT3 pYESDR196

Fig. R8. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas AXT3 (Aenal-4, Anhal, Anhxl) y
AXT4 (Aenal-4, Anhal, Anhx1, Akhal) transformadas con las construcciones para la
expresion de los antiportadores AtKEA clonados en el vector pDR196 y con el vector vacio.
El ensayo se realizo a distintos pH en medio SD (8 mM de K*).
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Para determinar si los genes AtKEA complementan la sensibilidad a un
déficit de K* a pH alcalino causado por la disrupcion de KHA1, se realizaron dos
ensayos droptests, uno en la cepa KTA 40-2 (Maresova and Sychrova, 2005) y otro en
la cepa AXT4 (Galvez, 2009), ambas con disrupciones en los sistemas de transporte
ENA1-4, NHA1, NHX1 y KHA1 (Tabla M3, Material y Métodos). Se utilizd para
estos ensayos el medio AP, ya que permite modificar la concentracién de K+ (Tabla
Mé6, Material y Métodos). Estas cepas se transformaron con los plasmidos
portadores de las secuencias que codifican para AtKEA1 y AtKEA2 en el vector
pDR196 (en el caso de la cepa KTA 40-2) y en el vector pYES-DEST52 (en el caso de
la cepa AXT4). Como control se usd la cepa AXT3 transformada con los vectores
vacios (Fig R9 y R10). En los dos ensayos se observé que las células que expresaban
AtKEA1 y AtKEA2 crecian ligeramente mejor que la cepa portadora de la
disrupcion de KHA1 transformada con el vector vacio en un medio con bajo K*
externo (5 y 10 mM) y ligeramente basico (pH 7,5), pero no complementaban la
disrupcion de KHA1 a concentraciones mas bajas (0, 1 mM). Unicamente la
presencia de KHA1 en la cepa AXT3 permitio6 el crecimiento en ausencia de K*. Al
incrementar la concentracion externa de K+ (25 y 50 mM) se suprimia el fenotipo del
mutante Akhal y, por tanto, las células que expresaban los antiportadores y las
transformadas con el vector vacio, usadas como control, presentaban un crecimiento
muy similar (Fig. R9 y Fig. R10). También se llevaron a cabo ensayos con células que
expresaban AtKEA3, observandose que no complementaba el fenotipo causado por
la disrupcion de KHA1 ni siquiera a concentraciones de 5y 10 mM de KCl (datos no
mostrados).

KCl (mM)

PO KTA402+
Ml KEA2

EI KTA402+
KEA1

Ol KTA402
PYESDR196

Sl AXT3
PYESDR19

Fig. R9. Crecimiento de células de S cerevesiae, cepas AXT3 y KTA 40-2 (Aenal-4, Anhal,
Anhx1, Akhal) transformadas con las construcciones para la expresion de los antiportadores

AtKEA1 y AtKEA2 clonados en el vector pDR196. El ensayo se realizd en presencia de
distintas concentraciones de KCl en medio APD ajustado a pH 7,5 con arginina.
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KCl (mM)

Control _

Sl ANT3+pYES Dest 52

£l AXT3+pYES Dest 52

B AXT4+pYES Dest 52

APD

B8 AXT4+AtKEA1

AXT4+AtKEA2

ANT3+pYES Dest 52

AXT3+pYES Dest 52

AXT4+pYES Dest 52

APG

M AXT4+AtKEA1

PN A XT4+AtKEA2

Fig. R10. Crecimiento de células de S cerevesiae, cepas AXT3 y AXT4 (Aenal-4, Anhal,
Anhx1, Akhal) transformadas con las construcciones para la expresion de los antiportadores
AtKEA1 y AtKEA2 clonados en el vector pYES-DEST52. El ensayo se realizé en presencia de
distintas concentraciones de KCI en medio APD y APG ajustado a pH 7,5 con arginina (placa
control pH 5,7 y 1 mM de KCI).

Los resultados obtenidos de los distintos ensayos droptests realizados en este
trabajo demuestran que el antiportador AtKEA2 es el que presenta una mayor
complementacién de los fenotipos de sensibilidad a higromicina, a NaCl, a KCl y a
déficit de K* en condiciones de pH alcalino causado por la disrupcion de KHA1 (a
concentraciones de K* externo de 5 y 10 mM).

2.1.3. Comparacion de transportadores de las familias CPA1 y CPA2

Estudios previos han demostrado que, igual que AtKEA1l y AtKEA2, la
proteina LeNHX2 perteneciente a la subfamilia CPA1, complementa el fenotipo de
sensibilidad a higromicina, a NaCl y a KCI causado por la disrupcion de ScCNHX1
(CPA1), pero no complementa el fenotipo de sensibilidad a déficit de K* en
condiciones de pH alcalino causado por la disrupcion de SCKHA1 (Venema et al.,
2003; Galvez, 2009). También ha sido descrito que la proteina AtCHX20
perteneciente a la subfamilia CPA2, complementa el fenotipo de sensibilidad a
déficit de K* en condiciones de pH alcalino causado por la disrupcion de ScKHA1,
pero no complementa los fenotipos de sensibilidad a higromicina, NaCl y KCI
(Padmanaban et al., 2007).

Nuestros resultados indican que los genes AtKEA, mas préximos por
homologia de secuencia a ScKHA1 y AtCHX20 de la familia CPA2, serian
homologos funcionales de los genes NHX de la familia CPA1. Para demostrar estas
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diferencias hemos llevado a cabo un estudio comparativo del crecimiento de las
cepas AXT3 (Aenal-4, Anhal, Anhx1) y AXT4 (Aenal-4, Anhal, Anhx1, Akhal)
transformadas con los cDNAs de los antiportadores AtKEA2, LeNHX2 y AtCHX20,
clonados en el vector pYES-DEST52. Como controles de estos ensayos se utilizd la
cepa ANT3 (enal-4A nhalA), y AXT3. El estudio consistié en ensayos droptests de
complementacion de sensibilidad a higromicina (Fig. R11), a NaCl (Fig. R12), a KCI
(Fig. R13) y a déficit de K* en condiciones de pH alcalino (Fig. R14).

HIGROMICINA (mg/l)

&8 ANT3+pYES Dest 52

AXT3+pYES Dest 52

a

g AXT3+KEA2
AXT3+CHX20
AXT3+LeNHX2
ANT3+pYES Dest 52

Q AXT3+pYES Dest 52

-

=

AXT3+KEA2

AXT3+CHX20

AXT3+LeNHX2

Fig. R11. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas ANT3 y AXT3 (Aenal-4, Anhal,
Anhx1), transformadas con las construcciones para la expresion de AtKEA2, AtCHX20 y
LeNHX2 y con el vector vacio. El ensayo se realizd en presencia de 5, 10 y 15 mg/l de
higromicina B en medios suplementados con galactosa o glucosa.
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A) NaCl (mM)
0 100

ANT3+pYES Dest 52
AXT3+pYES Dest 52
AXT3+KEA2
AXT3+CHX20
AXT3+LeNHX2
ANT3+pYES Dest 52
AXT3+pYES Dest 52

AXT3+KEA2

AXT3+CHX20

AXT3+LeNHX2

ANT3+pYES Dest 52

AXT3+pYES Dest 52

APD

AXT3+KEA2

AXT3+CHX20

AXT3+LeNHX2

ANT3+pYES Dest 52

AXT3+pYES Dest 52

AXT3+KEA2

APG

AXT3+CHX20

AXT3+LeNHX2

Fig. R12. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas ANT3 y AXT3 transformadas con las
construcciones para la expresion de los antiportadores AtKEA, clonados en el vector pYES-
DEST52. El ensayo se realizé en presencia de 0 y 100 mM NaCl en medio YPD e YPG (A) y
en presencia de 0, 20 y 30 y 40 mM de NaCl en medio AP suplementado con galactosa o
glucosa (B).
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KCI (mM)

ANT3+pYES Dest 52
AXT3+pYES Dest 52
AXT4+pYES Dest 52

B AXT4+AtKEA2

AXT4+CHX20

AXT4+LeNHX2

Fig. R13. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas ANT3, AXT3 y AXT4 (Aenal-4,
Anhal, Anhx1, Akhal), transformadas con las construcciones para la expresion de AtKEA2,
AtCHX20 y LeNHX2 y con el vector vacio. El ensayo se realizd en presencia de 0, 800, 900 y
1000 mM de KCl en medio YPG.

KCl (mM)

Control

AXT3+pYES Dest 52

AXT4+pYES Dest 52

AXT4+pYES KEA2

APD

LN AXT4+CHX20

Sl AXT4+LeNHX2

AXT3+pYES Dest 52

AXT4+pYES Dest 52

AXT4+pYES KEA2

APG

AXT4+CHX20

o000 %go00®

AXT4+LeNHX2

Fig. R14. Crecimiento de células de S cerevesiae, cepas ANT3, AXT3 y AXT4 transformadas
con las construcciones para la expresion de AtKEA2, AtCHX20 y LeNHX2 clonados en el
vector pYES-DEST52 y con el vector vacio. El ensayo se realizé en presencia de distintas
concentraciones de KCl en medio APD y APG ajustado a pH 7,5 con arginina (placa control
pH 5,7 y 1 mM de KCI).

En base a los resultados obtenidos en estos estudios comparativos se puede
concluir que, al igual que LeNHX2, AtKEA2 complementa los fenotipos de
sensibilidad a higromicina, NaCl y KCI causados por la disrupcion de NHX1. Sin
embargo, AtKEA2 no complementa el fenotipo de inhibicion de crecimiento en
medio ligeramente basico (pH 7,5) y déficit de K* causado por la disrupciéon de
KHALI, que si es complementado por AtCHX20.
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2.1.4. Efecto del epitopo V5-H6 sobre la funcionalidad de las proteinas

En los ensayos funcionales de los antiportadores in vitro hemos utilizado
proteinas etiquetadas con una cola de 6 histidinas y el epitopo V5, para poder
detectarlas y purificarlas. Con el fin de comprobar si esta etiqueta tenia algun efecto
sobre la capacidad de las proteinas AtKEA1 y AtKEA2 para complementar la
sensibilidad a higromicina, se transformo6 la cepa WX1 con los ¢cDNAs de los
antiportadores AtKEA1 y AtKEA2 con y sin codén de stop clonados en el vector
pYES-DEST52, cuya expresion da lugar a las proteinas nativas sin cola adicional y a
las proteinas de fusidn respectivamente. Los ensayos droptests se realizaron como se
ha descrito previamente.

HIGROMICINA (mg/l)

° @ ’a -l W303+pYES Dest 52

WX1+pYES Dest 52

WX1+KEA1

WX1+KEA1-V5-His6x

W303+pYES Dest 52
WX1+pYES Dest 52
WX1+KEA1

WX1+KEA1-V5-His6x

W303+pYES Dest 52
WX1+pYES Dest 52
WX1+KEA2
WX1+KEA2-V5-His6x
W303+pYES Dest 52
WX1+pYES Dest 52

WX1+KEA2

WX1+KEA2-V5-His6x

Fig. R15. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas W303 y WXl (Anhxl),
transformadas con las construcciones para la expresion de las proteinas nativas AtKEA1L y
AtKEAZ2 y de las proteinas de fusion, asi como con el vector vacio. El ensayo se realizé en
presencia de 15 mg/l de higromicina B en medios suplementados con galactosa o glucosa.

Se observo que tanto las cepas que expresaban las proteinas nativas como las
que expresaban las proteinas de fusion crecian en medio YPG suplementado con
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higromicina B de un modo muy similar (Fig. R15). De acuerdo con estos resultados
se puede concluir que la cola de seis histidinas y el epitopo V5 no parecen afectar a
la funcionalidad de las proteinas, por tanto se ha utilizado esta etiqueta para
posteriores experimentos de purificacion y reconstitucion de los antiportadores en
los ensayos funcionales in vitro.

2.2. EFECTO DE LA EXPRESION DE AtKEA1 Y AtKEA2 EN EL
CONTENIDO INTRACELULAR DE Na*y K* EN LEVADURA

Para comprobar si los fenotipos de complementacion de la sensibilidad a
NaCl y a KCl mostrados por las células de levadura que expresaban AtKEA1 y
AtKEA2 tenian un efecto en el contenido idnico, se determinaron los contenidos de
Na* y K* en células de levadura de la cepa AXT3 que expresaban estos dos
antiportadores. Como controles se usaron las cepas ANT3 y AXT3 transformadas
con el vector pYES-DEST52 vacio. Las células de levadura se cultivaron en ausencia
de NaCl, y en presencia de 20 mM de NaCl

Se sabe que la acumulacion de Na* o K* en vacuolas proporciona un
mecanismo eficiente para evitar los efectos toxicos del Na* en el citosol y el efecto
osmotico de elevadas concentraciones de sales, mientras que la acumulacion de K*
en vacuolas o compartimentos endosomales, asi como la regulacion del pH
intracelular son esenciales para varios procesos celulares que se pueden ver
afectados por el estrés salino. Por ello se llevo a cabo la determinacion del contenido
ionico de Na* y K* intracelular total, y también del contenido vacuolar y
citoplasmatico de estos iones (apartado 2.3.2 de Material y Métodos).

Los resultados obtenidos indicaron que en ausencia del tratamiento salino no
existen diferencias significativas en el contenido de K* de las células de levadura de
la cepa AXT3 transformadas con el vector vacio, y las que expresaban el
antiportador AtKEA1. Si se observd un mayor contenido intracelular de K* en las
células que expresaban AtKEA2 que las células de las cepas AXT3 y AXT3
transformadas con el vector para la expresion de AtKEA1. En relacion a la cepa
ANTS3 si existian diferencias significativas en el contenido de K*, siendo menor en
las células que expresaban AtKEA1 y mayor en las que expresaban AtKEA2 (Fig.
R16 A).

Al analizar el contenido idnico de las células de levadura cultivadas en
presencia de 20 mM de NaCl, se observé que no existian diferencias significativas en
el contenido de K* entre las distintas cepas (AXT3, AXT3 que expresaba AtKEA1 y
AXT3 que expresaba AtKEA2). Si se observaron diferencias significativas en el
contenido de Na*, concretamente las células que expresaban AtKEA1 y, sobre todo,
AtKEA2 presentaban un mayor contenido de este ién que las células AXT3 que no
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expresaban dichos antiportadores. En la cepa ANT3 se observo un mayor contenido
de K* y un menor contenido Na* en comparacion con la cepa AXT3 que expresaba

ambos antiportadores (Fig. R16 B).
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Fig. R16. Contenido de Na* y K* intracelular total en S. cerevisiae cepas ANT3 y AXT3
transformadas con las construcciones para la expresion de los antiportadores AtKEA1L y
AtKEA2 clonados en el vector pYES-DEST52 y con el vector vacio (1: ANT3+pYES-Dest52;
2: AXT3+pYES-Dest52; 3: AXT3+KEA1; 4: AXT3+KEA2), cultivadas en medio APG sin NaCl
(A) y con 20 mM NaCl (B). Los resultados se expresan en relacion al peso seco de las
levaduras y son media + desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes.
Diferentes letras y asteriscos indican valores significativamente diferentes segun el test t de

student (P=0,05).
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2.3. CARACTERIZACION FUNCIONAL IN VITRO

2.3.1. Inmunodeteccion y purificacion de proteinas KEA de Arabidopsis
expresadas en levadura.

Para detectar los antiportadores AtKEA1, 2 y 3 en membranas microsomales
de levaduras transformadas con las construcciones génicas que codifican para los
mismos, se utilizé un anticuerpo frente al epitopo V5 presente en el extremo C-
terminal de las correspondientes proteinas de fusion. Las proteinas AtKEA1, 2y 3
pudieron ser purificadas por cromatografia de afinidad en columna de niquel
(apartado 2.3.6, Material y Métodos). La metodologia de purificacién se optimizé
utilizando distintos pH (6.0, 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0) y distintas concentraciones de
imidazol (20, 50, 75, 100 y 200 mM) y de NaCl (500, 250 and 50 mM). Los mejores
resultados se obtuvieron a pH 6.5, 500 mM de NaCl y usando unas concentraciones
de 20 y 50 mM de imidazol, para lavar la columna de Ni*, y 200 mM de imidazol
para eluir la proteina (datos no mostrados). Las proteinas eluidas de la columna se
separaron por electroforesis, y se tifieron con Sypro® Ruby-Protein (Bio-Rad) o se
trasfirieron a membranas de nitrocelulosa para llevar a cabo la inmunodeteccién. La
existencia de una banda proteica mayoritaria reconocida por el anticuerpo puso de
manifiesto un importante grado de purificacion (Fig. R17).

AtKEA1 y AtKEA2 presentan un tamafio practicamente idéntico, por encima
de 50 KDa, mientras que AtKEA3 muestra un tamafo ligeramente mds pequefio
(aproximadamente 50 KDa) (Fig. R15). Estas diferencias podrian explicarse en base
al mayor nuimero de amino acidos de AtKEAl (619 aa) y AtKEA2 (620 aa)
comparado con AtKEA3 (488 aa), que podria estar truncado como se ha discutido
anteriormente (apartado 1 de resultados).
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L1 1)e

A B

Fig. R17. Tincién (A) e inmunodeteccion (B) de las proteinas AtKEA1 (1), AtKEA2 (2) y
AtKEA3 (3) purificadas de membranas microsomales de levadura tras separaciéon por
electroforesis SDS-PAGE. Los carriles numerados del 2-6 se corresponden con las fracciones
de elucion 2-6; M: marcador de peso molecular (KDa). Se cargd 5 ul de cada fraccion de
elucién en cada caso.

2.3.2 Determinacion de la actividad de proteinas KEA purificadas de levadura y
reconstituidas en proteoliposomas.

Para medir la actividad de intercambio iénico de los transportadores
AtKEA1, 2 y 3, las proteinas purificadas se reconstituyeron en liposomas. Los
proteoliposomas se prepararon en presencia del indicador de pH fluorescente
piranina. En un segundo paso se elimino la piranina no encapsulada en el interior
de los proteoliposomas por filtracion en gel utilizando Sephadex G-50. De este
modo, las medidas de fluorescencia de la sonda reflejan el pH en el interior de los
proteoliposomas, y esta variacion de pH en funcion del tiempo proporciona una
medida de la actividad intercambiadora del transportador reconstituido en el
liposoma. El protocolo seguido y el tratamiento de los datos se describen en el
apartado 2.3.11.1. de Material y Métodos.

Dentro de la familia CPA2, las proteinas KEA forman un subgrupo junto a
cuatro transportadores bacterianos (KefC y KefB de E.coli; AmhT de Bacillus
pseudofirmus; y YhaT de Bacillus subtilis) que presentan un sistema de transporte de
dos componentes, existiendo proteinas auxiliares que interactian con ellos
modulando su actividad, y pueden funcionar como antiportadores catiéon/H* o como
canales ionicos. KefC y YhaT necesitan la presencia de sus proteinas auxiliares para
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desempefiar la actividad antiportadora, mientras que AmhT lleva a cabo el antiporte
independientemente de las mismas. Ademads, se sabe que KefFC presenta una
actividad de intercambio K*(Rb*)/H* alta, Li*/H* media y Na*/H* baja, y que los dos
sistemas CPA2 de dos componentes de Bacillus sdlo catalizan el intercambio
K+(Rb*)/H* (Fujisawa et al., 2007). Sin embargo, atin no se ha descrito el mecanismo
de transporte de las proteinas KEA de Arabidopsis, también pertenecientes a la
subfamilia CPA2.

En este trabajo se realizaron estudios de selectividad iénica para los
transportadores AtKEA1, AtKEA2 y AtKEA3 (Fig. R17). Para ello, se estudid el
intercambio (K*, Na*, Li*, Cs*)/H* utilizando sales de sulfato de estos iones y un
gradiente de H* para energizar el transporte. Para generar un pH acido en el interior
de los proteoliposomas se utilizo la técnica de dilucion de (NH4)2SO4 (Venema et al.,
2002; Venema et al., 2003). Como control negativo se utilizo el catién organico
tetrametil amonio (TMA®), ya que es poco probable que el antiportador pueda
transportar este ién. Para los tres antiportadores estudiados no se observé un
incremento en la velocidad de alcalinizacion en presencia del cation TMA®, aparte
de un salto en la fluorescencia en el momento de afiadir (TMA2)SOs, que también se
produce al afiadir el resto de las sales de sulfato. Se desconoce por qué se produce
este salto, pero podria estar relacionado con algun efecto de la fuerza idnica sobre la
fluorescencia de la piranina, el pH del medio o las propiedades de los
proteoliposomas.

En la Fig. R18 se muestra un registro tipico de la razén de la fluorescencia a
404 y 467 nm de exitacion y 511 nm de emision, en funcion del tiempo. Este registro
se utilizd para evaluar la actividad antiporte de AtKEA1, AtKEA2 y AtKEA3,
mostrando el efecto de la conversion de la razén de fluorescencia a pH. La reaccion
de antiporte se inicia con la adiciéon de K2SOs y se finaliza con la adiciéon de
(NHa4)2S04, que suprime el gradiente de protones.
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Fig. R18. Actividad antiporte de AtKEA2. Registro de la razén de la fluorescencia a 404 y
467 nm de exitacién y 511 nm de emision (A) y conversion de la razén de fluorescencia a pH
(B) por AtKEA2 reconstituido en proteoliposomas. La adiciéon de K2SOs y (NH4)2SO4, para
iniciar y finalizar la reaccion de transporte se sefala con flechas.

En el caso de AtKEA2 se observo que el K*y el Cs* provocaban el cambio de
pH mas fuerte en el interior de los proteoliposomas, lo que indica una actividad de
transporte mads alta para estos cationes. El transporte de Na* es mas bajo, y el de Li*
intermedio (Fig. R19 B). En cuanto a AtKEAI, la actividad es mas baja, siendo la
velocidad de alcalinizacion muy similar en presencia de K*, Na, Li* y Cs* (Fig. R19
A). AtKEA3 reconstituido en proteoliposomas apenas presenta actividad
antiportadora. En la figura R19 C, se puede observar que el cambio de pH en el
interior de los proteoliposomas es practicamente igual en presencia de K*, Na*, Li*,
Cs* y TMA*. Como se ha dicho anteriormente, el cation TMA* no es transportado
por el antiportador, por tanto es probable que la variacion de pH que se produce, a
modo de salto, al adicionar las distintas sales no sea una consecuencia de la
actividad de intercambio cation/H*.
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Fig. R19. Actividad antiporte en presencia de diferentes cationes. A) AtKEA1; B) AtKEA2;
C) AtKEA3; D) Liposomas (control negativo). La reaccion de antiporte se inicié con la
adicién de 100 mM de K*, Na*, TMA*, Li* 6 Cs* como sales de sulfato, y se sefiala con una
flecha. La medida se realiz6 segun se ha descrito en la Fig. R16. Se representa la variacion del
pPH (ApH) en funcién del tiempo.

2.3.3 Determinacion del mecanismo de transporte catalizado por AtKEA2

Los resultados obtenidos de estos ensayos han puesto de manifiesto que la
proteina AtKEA2 es la que presenta una mayor actividad de transporte, siendo el K*

el cation que provoca el cambio de pH mas fuerte en el interior de los

proteoliposomas. Por ello se llevaron a cabo ensayos con el fin de corroborar que

esta actividad se trataba de un antiporte y no de un transporte iénico mediado por
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un canal, como ocurria en el caso de KefC y YhaT en ausencia de sus proteinas
auxiliares (Fujisawa et al., 2007).

El intercambio K*/H* a través de la membrana puede estar acoplado
directamente por un mecanismo electroneutro de intercambio, o indirectamente
dirigido por difusion de los iones a través de la membrana, facilitado o no por
canales ionicos. En este caso los flujos idnicos estdn acoplados por efectos eléctricos
y la velocidad de transporte depende del potencial de membrana determinada por
la concentracién y permeabilidad de todos los iones en solucion, segun la ecuacion
de flujo de Goldmann-Hodgkin-Katz

VF [K™]; -[K"], exp(-z,.VF /RT)

+ = P +Z +

< TS RT T 1-exp(—z, VF/RT) (0
VF [H'],-[H"], exp(-z,,.VF /RT)

HY H*ZH* _ _ (2)
RT 1-exp(-z,,.VF/RT)

Donde F es la constante de Faraday, P+ y P;;+ el coeficiente de permeabilidad para el
Ky H*, z,+ y z,+1a valencia de K* y H*, V el potencial de membrana, R la constante

de Gas, T la temperatura e i y o se refieren al interior y exterior de las vesiculas,
respectivamente. Para simplificar, consideramos que los iones del tampon (BTP+,
BTP*, Mes’) son impermeables, y que solamente utilizamos iones monovalentes K,
H* y un anién relativamente impermeable como el gluconato o sulfato. En este caso,
el potencial de membrana se aproxima al potencial determinado por la
permeabilidad y concentracion de K*y H* segtin:

y_RT m( P [H], + P [K ]o] o

F | P.[H]+P.[K'],

Como solamente hay dos especies idénicas permeables, el flujo de K* es de la
misma magnitud que el flujo de protones, pero de direcciéon opuesta para garantizar
el equilibrio de cargas. En este caso, si la permeabilidad a K* es grande por la
presencia de un transportador de tipo canal, el gradiente de concentracion de K*
determina mayoritariamente el potencial de membrana. Sin embargo, si la
permeabilidad a H* es baja, el flujo de K* estard limitado por el flujo de H*, y
solamente habra un flujo de protones significantivo cuando aumente Ila
permeabilidad a protones. De la misma manera, si la permeabilidad a protones es
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elevada, pero la permeabilidad a K* es baja, no habra un flujo de protones elevado.
En el caso de la presencia de un antiportador electroneutro K*/H, el flujo de H* seria
independiente de la permeabilidad de la membrana a H* o K*. En la figura R20 se
muestra el resultado del célculo de flujos iniciales de protones utilizando valores
variables de Pu* y Px’, tomando como situaciéon inicial las condiciones
experimentales tipicas (pH interior 5, pH exterior 7, concentracion de K+ exterior 100
mM, concentracion de K* interior 1 mM) y utilizando las ecuaciones 2 y 3.

A) B)
6,0E-07 3,0E-07
—8— PK+ 1le-6 —o—PH+ 1e-1
P ——PK+ 1e-10 _ —#—PH+1e-6
v -
o 40E-07 @ 1 2,0E-07
g |
_ 3
S 3
& g
+ 2,0E-07  + 4 1,0E-07
o]
- _
0,0E+00 = = = 0,0E+0(
1,E-06 1,B-05 1,E-04 1,E-03 1,E-02 1,E-01 1,E+00 1,E-10 1,E-09 1,E-08 1,E-07 1,E-06
-1 E
Py+ (m.s™) Pi+ (m.s™)

Fig R20. Calculo del flujo inicial de protones. A) Para valores variables de Px* y un valor
fijo Px*. B) Para valores variables de Px* y un valor fijo de Pu*

Para corroborar este razonamiento, hemos utilizado liposomas preparados
de la misma manera que en los ensayos de reconstitucion, pero sin proteinas.
Hemos variado la permeabilidad a K* utilizando los ionéforos valinomicina, que
funciona como canal de K*, y Nigericina, que funciona como un antiportador
electroneutro K*/H* a bajas concentraciones. A continuacién, hemos aumentado la
permeabilidad a protones utilizando el protonéforo FCCP. En primer lugar se
observa que la adicién de FCCP solo, no aumenta el flujo de protones en repuesta a
la imposicion de un gradiente de K* y H*, lo que indica que los liposomas tienen una
permeabilidad baja para el K*, que limita el eflujo de H* (Fig R19). Este resultado
concuerda con valores de P, * del orden de 0.6-2x10"2 m.s* (Venema et al., 1993). Sin

embargo, la adicion de valinomicina (62,5 nM) o Nigericina (0.025 y 0.125 nM) si
aumenta moderadamente la velocidad de alcalinizacion de los liposomas. Cuando
se ahaden conjuntamente Valinomicina y FCCP, se acelera aun mas la alcalinizacion,
lo que se explica en base al funcionamiento de valinomicina como canal de K* como
se ha explicado anteriormente (Fig R21). Cuando se afiaden conjuntamente FCCP y
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Nigericina, la velocidad de alcalinizacion no aumenta, lo cual concuerda con el
funcionamiento de la nigericina como antiportador electroneutro de K+/H.

A) B)
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— 100 mMK d — 100mMK +625nM f
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Figura R21. Efecto de la adicion de FCCP, Valinomicina y Nigericina sobre la velocidad de
alcalinizacién de liposomas en respuesta a un gradiente de pH y K:SOs. A) Efecto de la
adicion de FCCP. La reaccion de antiporte se inicié con la adiciéon de 100 mM de K* (como
K2504) en presencia de 0, 100 nM, 1 uM y 5 uM de FCCP, y se finaliz6 con la adiciéon de 25 nM
de nigericina. La adicién de K2SOs y nigericina (25 nM), para iniciar y finalizar la reaccién de
transporte se sefiala con flechas. B) Efecto de la adicion de Valinomicina y de Valinomicina +
FCCP (conjuntamente). La reaccion de antiporte se inicié con la adiciéon de 100 mM de K*
(como K250s), en ausencia de ionoforos, en presencia de Valinomicina (62,5 mM) y en
presencia de Valinomicina (62,5 mM) + FCCP (100 nM, 1 uM, 5 uM), y se finalizé con la
adicion de 25 nM de nigericina. C) Efecto de la adicion de Nigericina y de Nigericina + FCCP
(conjuntamente). La reaccién de antiporte se inicid con la adicién de 100 mM de K* (como
Kz504); en ausencia de ionoforos, en presencia de Nigericina (0,025, 0,125 nM) y de
Nigericina y FCCP (100 nM) juntos, y se finaliz6 con la adicion de 25 nM de nigericina.
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En la figura R22 se observa que en el caso de proteoliposomas reconstituidos
en presencia de AtKEA?2, la adicion de FCCP no estimula la alcalinizacion inicial de
los proteoliposomas a ninguna de las concentraciones ensayadas, lo que indica que
AtKEA2 no actta como un canal de K* sino como un antiportador K*/H*
electroneutro.

0,6
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0,4 -
s
a, 0,3
<
0.2 ——100 mM K
’ 100 mM K+ 1 yM FCCP
01 | 100 mM K+ 5 pM FCCP
’
, ——100 mM K+ 10 pM FCCP
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Fig. R22. Actividad antiporte de AtKEA2 en presencia de K*, y en presencia de K* + FCCP.
La reaccion de antiporte se inicié con la adicion de 100 mM de K* (como K2S04) en presencia
o no de FCCP (1, 5 y 10 uM) y se sefiala con una flecha. La medida se realizd segiin se ha
descrito en la Fig. R16. Se representa la variacion del pH (ApH) en funcién del tiempo.

Previamente se habia descrito que KefC funciona como un canal de K*
regulado por GSH (glutation), que se mantiene en un estado inactivo cuando se une
a este compuesto, y activo cuando se une a complejos resultantes de la reaccion de
GSH con compuestos electrofilicos (N-etilmaleimida o metilglioxal) (Meury y
Kepes, 1982; Booth et al., 1985; Elmore et al., 1990; Ferguson et al., 1993; Ferguson,
1999). También se sabe que cuando interactiia con su proteina auxiliar, KefFC,
funciona como un antiportador K*/H*. En este caso el GSH inhibe el antiporte, y la
presencia de NADH potencia esta inhibicion (Fujisawa et al., 2007). Por ello, con el
fin de comprobar si estos compuestos tenian algun efecto sobre la actividad de
AtKEA2, se llevaron a cabo medidas del intercambio K*/H* en presencia de los
mismos (Fig. R23 y R25). Se ensayaron distintas concentraciones de ambos
compuestos, y se determiné que 5 mM de GSH y 200 uM de NADH eran las mas
idoneas para la realizacion de estos estudios.

Sin embargo, la interpretacion de estos resultados es dificil, ya que tanto el GSH
como el NADH afectan a la fluorescencia de la piranina (Fig. R23). Por esta razon se
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calibro la sefial con el pH como se ha descrito en material y métodos en presencia de
GSH y NADH (Fig. R24). Ademas, el GSH parece actuar como base débil,
provocando una acidificacién adicional en el interior de las vesiculas, lo que hace
aun mas dificil la interpretacién de los datos (Fig. R21). Seguramente estos
problemas han afectado también los resultados obtenidos por Fujisawa y
colaboradores (2007).

7,8
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7,6 1 ——100 mMK+200 yMNADH
100 MMK+5 mMGSH
741 100 MM+5 mM GSH+200uMNADH
—— 100 MMTMA l
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Fig. R23. Actividad antiporte de AtKEA2. Registro de la variacién del pH en funcion del
tiempo en distintas condiciones: 100 mM de K* (control); 100 mM K+ + 200 pM NADH; 100
mM K+ + 5 mM GSH; 100 mM K+ + 200 uM NADH + 5 mM GSH; 100 mM TMA (control
negativo del transporte). La adicién de distintos compuestos para iniciar la reaccion y la
adiciéon de (NH4)2SOs para finalizarla se sefialan con flechas.
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Fig. R24. Relacién entre la fluorescencia de la piranina y el pH (0,25 uM piranina en 20 mM
BTP-MES y glicerol al 10%). La emision de fluorescencia se midié a 511 nm. Se muestra la
relacion lineal entre el logaritmo de (R-Rmin)/(Rmax-R) y el pH, en distintas condiciones: A)
condiciones control; B) en presencia de 200 pM de NADH; C) en presencia de 5 mM de GSH;
D) en presencia de 5 mM de GSH + 200 uM de NADH.
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Fig. R25. Actividad antiporte de AtKEA2 en presencia de K*, K* + GSH, K*+ NADH y
K*+ GSH + NADH. La reaccién de antiporte se inicié con la adiciéon de 100 mM de K* (como
K2504) y se sefala con una flecha. La medida se realiz6 segtin se ha descrito en la Fig. R16. Se
representa la variacion del pH (ApH) en funcidén del tiempo.

No obstante, los resultados obtenidos indican que al adicionar 5 mM de GSH
6 200 pM de NADH, de manera independiente, la actividad de antiporte se veia
ligeramente disminuida, y esa disminucion era practicamente idéntica en ambos
casos. Cuando se adicionaba 5 mM GSH y 200 uM NADH conjuntamente, la
disminucion de la actividad era mucho mayor, y el cambio de pH observado era
practicamente igual al provocado por la adicion del cation TMA*, usado como
control negativo en estos estudios.

2.3.4 Analisis de aminoacidos posiblemente implicados en la regulacion de la
actividad de AtKEA2.

Las proteinas AtKEA forman parte del grupo de transportadores CPA, que
contienen un dominio intercambiador Na*/H* (http://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/Pfam/getacc?PF00999). Recientemente se resolvio la estructura de la primera
proteina de esta familia, el antiportador Na*/H* NhaA de E. coli (Arkin et al., 2007).
Esta proteina tiene tres aspartatos conservados, D163, D164 y D133, que son claves
en el mecanismo de antiporte Na*/H*. El residuo D164 se ha identificado como el

sitio de union al Na* y esta universalmente conservado en todos los antiportadores
de las familias CPA1 y CPA2 (Fig. R24A). Cuando esta desprotonado se encuentra
cargado negativamente, por lo que el Na*se mantiene unido, y cuando se protona,
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pierde la carga negativa y el Na* se libera, debido a que la interaccion electrostatica
disminuye (Arkin et al.,, 2007). Este residuo se corresponde con el aspartato en
posicién 166 en la secuencia VLLFQDLAVV de AtKEA2, por lo que fue el
aminodcido elegido como diana de la mutagénesis, con el fin de obtener una
proteina inactiva. Se llevo a cabo la sustitucion de este aspartato, con carga negativa,
por una alanina, que es un residuo neutro. De este modo cabria esperar una
disminucion de la interaccién electrostatica con el cation y por tanto una
disminucion de la actividad antiportadora.

Por otra parte se ha descrito un bucle citoplasmatico regulador en la proteina
KefC de E. coli, cargado negativamente, critico en el funcionamiento de esta
proteina. La secuencia de esta region reguladora estd bastante conservada en los
antiportadores AtKEA1-3 (Fig 25B). Se ha propuesto que interacciona con el
dominio KTN y que estd implicada en la sensibilidad a glutation (GSH) y complejos
del glutation (GSX) (Miller et al., 1997; Roosild et al., 2002; Roosild et al., 2009).
Roosild y colaboradores (2009) llevaron a cabo una serie de mutaciones puntuales
en KefC (E262K, D264 A, R416S, V427A, R516C, entre otras) con el fin de estudiar sus
efectos en el transporte de K. Comprobaron que la sustitucion E262K (en la
secuencia RHALESDIEPFK) en ausencia de GSH provocaba una pérdida de potasio
mas rdpida, y por tanto un transporte mas activo que el de la proteina sin mutar.
Esto sugiere una pérdida de regulacion de la actividad de KefC por parte del bucle
citoplasmatico. El glutamato en posiciéon 262 en KefC estd conservado en las
proteinas KEAs de Arabidopsis, y se corresponde con el residuo E278 en AtKEA2
(Fig. R25B). Con el fin de obtener una proteina KEA2 mds activa, con mayor
velocidad de transporte de K, se llevd a cabo la sustitucion de este dcido glutdmico
(con carga negativa) por una lisina (con carga positiva) (mutante E278K).
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Fig. R26. A) Alineamiento de las secuencias pertenecientes al dominio intercambiador
Na*/H* de varios transportadores de la familia CPA. La mutagénesis dirigida en KEA2 se
llevé a cabo mediante la sustitucion del Asp'® por una Ala. Este aspartato esta conservado
en el dominio intercambiador Na*/H* de los distintos transportadores CPA (se indica en rojo
y sombreado). B) Alineamiento de las secuencias de los antiportadores KEA1-3, con la
secuencia HALESDIEPFK correspondiente al bucle citoplasmatico regulador en KefC. La
mutagénesis dirigida en KEA2 se realizé mediante la sustitucion del Glu?® conservado en los
distintos antiportadores (indicado en rojo y sombreado) por una Lys.

La caracterizacion de las proteinas mutantes AtKEA2 D166A y AtKEA2
E278K se llevéd a cabo mediante ensayos de complementacion en levadura y
determinacién de la actividad de las proteinas purificadas y reconstituidas en
proteolipomas, comparandolas con la proteina AtKEA2 sin mutar.

Se realizaron ensayos de complementacion de la sensibilidad a higromicina
B, y se demostrd que solamente la cepa WX1 (Anhx1) transformada con el vector
para la expresion de AtKEA2 sin mutar crecia en medio YPG suplementado con 15
mg/l de higromicina B. El crecimiento de las células que expresaban las dos
proteinas mutantes, AtKEA2-D166A y AtKEA2-E278K, se vio fuertemente inhibido
en presencia de higromicina B, de un modo muy similar a la cepa WX1
transformada con el vector vacio (Fig. R27).

Para determinar si las proteinas mutantes conferian tolerancia a la salinidad
a la cepa sensible AXT3 (Aenal-4, Anhal, Anhx1), se realizaron ensayos droptests en
medio YPD e YPG suplementado con 100 y 150 mM de NaCl (Fig. R28). Se observo
que sdlo la proteina AtKEA2 nativa complementaba la sensibilidad a NaCl.

También se hicieron ensayos para comprobar el efecto de las dos mutaciones
en la complementacion de la sensibilidad a altas concentraciones de KCI de la cepa
sensible AXT3. Los ensayos se realizaron en medio YPG suplementado con 800 y
900 mM de KCI. Se observo que las dos proteinas mutantes no complementaban el
fenotipo de sensibilidad a altas concentraciones de KCI (Fig. R29).
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Los resultados obtenidos de los ensayos de complementacion en levadura
ponen de manifiesto que las dos mutaciones llevadas a cabo en la proteina AtKEA2
afectan a su actividad, provocando la pérdida de su capacidad de complementacion
de los fenotipos de sensibilidad a higromicina B, a salinidad y a altas

concentraciones de KCl.

YPD

YPG

YPD

YPG

Fig. R27. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas W303 y WX1 (Anhxl),
transformadas con las construcciones para la expresion de la proteina nativa AtKEA2, de las
proteinas mutantes AtKEA2 D166A y AtKEA2 E278K, y con el vector vacio. El ensayo se
realiz6 en presencia de 15 mg/l de higromicina B en medios suplementados con galactosa o

glucosa.
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Fig. R28. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas ANT3 y AXT3 (Aenal-4, Anhal,
Anhx1) transformadas con las construcciones para la expresion de la proteina nativa
AtKEA2, de las proteinas mutantes AtKEA2 D166A y AtKEA2 E278K, y con el vector vacio
pYES-DESTS52. El ensayo se realizo en presencia de 0, 100 y 150 mM de NaCl en medio YPD
e YPG.
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Fig. R29. Crecimiento de células de S. cerevisiae, cepas ANT3 y AXT3 (Aenal-4, Anhal,
Anhx1) transformadas con las construcciones para la expresiéon de la proteina nativa
AtKEA2, de las proteinas mutantes, AtKEA2 E278K, AtKEA2 D166A y con el vector vacio
pYES-DEST52. El ensayo se realizo en presencia de 0, 800 y 900 mM de KCl en medio YPG.

Los ensayos de medida de la actividad de intercambio idnico de las
proteinas mutantes se llevaron a cabo como se indica en el apartado 2.3.11.1 de
material y métodos. En las figuras R30 y R31 se compara la variacién de pH en
funcion del tiempo, que tiene lugar en el interior de los proteoliposomas que
contienen AtKEA2 D166A y AtKEA2 (Fig. R30) y AtKEA2 E278K y AtKEA2 (Fig.
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R31) al adicionar distintas sales de sulfato. En los proteoliposomas que contienen las
proteinas mutantes se observé que la adicion de K*, Na* y Li* dio lugar a un
incremento del pH a modo de salto muy similar al provocado por la adiciéon del
cation TMA®*, usado como control negativo. Estos resultados ponen de manifiesto
que AtKEA2 D166A y AtKEA2 E278K no presentan actividad antiportadora.

A) AtKEA2 D166A AtKEA2

e 2 3 4 5
a5 |

b
B) AtKEA2 D166A AtKEA2
0,6 0,6
——100 MM K ——100 mM K
0,5 - 100 mM Na 0,5 1 100 mM Na
——100 MM TMA ——100 mM TMA
. 04 100 mM Li - 04 - 100 mM Li
o o ——100 mM Cs
< 0,3 4 < 0’3 4

02| | 021
°’LJ .

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Tiempo (s) Tiempo (s)

Fig. R30. A) Tincidn (a) e inmunodeteccion (b) de las proteinas AtKEA2 D166A y AtKEA2
purificadas de membranas microsomales de levadura tras separacion por electroforesis SDS-
PAGE. Los carriles numerados del 2-5 se corresponden con las fracciones de elucion 2-5; M:
marcador de peso molecular (KDa). Se cargé 5 pl de cada fraccion de elucién en cada caso.
B) Actividad antiporte en presencia de diferentes cationes de AtKEA2 D166A y AtKEA2;
La reaccién de antiporte se inicié con la adicion de 100 mM de K*, Na*, TMA*, Li*6 Cs* como
sales de sulfato, y se sefiala con una flecha. La medida se realizé segtn se ha descrito en la
Fig. R16.
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Fig. R31. A) Tincion de las proteinas AtKEA2 E278K y AtKEA2 purificadas de membranas
microsomales de levadura tras separacion por electroforesis SDS-PAGE. Los carriles
numerados del 2-5 se corresponden con las fracciones de elucién 2-5; M: marcador de peso
molecular (KDa). Se cargd 5 ul de cada fraccion de elucién en cada caso. B) Actividad
antiporte en presencia de diferentes cationes de AtKEA2 E278K y AtKEA2; La reaccién de
antiporte se inicié con la adiciéon de 100 mM de K*, Na*, TMA®*, Li* 6 Cs* como sales de
sulfato, y se sefala con una flecha. La medida se realiz6 segtin se ha descrito en la Fig. R16.

En funcién de los resultados obtenidos se puede decir que el efecto de las

mutaciones D166A y E278K es una inactivacion de la proteina AtKEA2.
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2.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE INTERCAMBIO CATION/H*
EN VACUOLAS AISLADAS DE LEVADURA QUE EXPRESA AtKEA2 DE
ARABIDOPSIS

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en los ensayos de
determinacion de actividad de intercambio catiéon/H* de AtKEA2 purificado y
reconstituido en proteoliposomas, se llevaron a cabo estudios de la actividad de
intercambio idnico en una fraccion enriquecida en membrana vacuolar de levadura
(Fig. R34). Para ello se necesita un mutante que no presente actividad antiportadora
K*/H* vacuolar.

Previamente se habia demostrado que el mutante vnx1 presentaba una
pérdida total de actividad antiportadora Na*/H* y K*/H* en una fraccion enriquecida
en membrana vacuolar (Cagnac et al, 2007). Sin embargo, cambiando las
condiciones experimentales (usando sales de sulfato en lugar de sales de cloruro) se
puso de manifiesto otra actividad antiportadora cation monovalente/H* en esta
fraccién, mucho mas baja que la detectada para Vnxlp (Fig. R32 A y B). Con el
objetivo de identificar el gen que codificaba el transportador responsable de este
transporte “residual”, se siguié la misma estrategia llevada a cabo para caracterizar
Vnx1p (Cagnac et al., 2007), examinando mutantes con doble disrupcién. Para ello
se partid de la cepa mutante By vnx1A, en la que se llevd a cabo la disrupcion de
cada uno de los posibles genes candidatos responsables del transporte (Khal, Vcx1
y YDL206w). Una vez obtenidos los dobles mutantes se midio la actividad
antiportadora en vacuolas aisladas y se comprobo que tinicamente la cepa portadora
de la disrupcion vex1A presentaba pérdida del transporte. Vex1 ha sido previamente
caracterizado como un antiportador Ca?/H* de alta afinidad, fuertemente inhibido
por Cd?* y en menor medida por Zn?" pero no por Na* (Pittman et al., 2004). Para
corroborar que la actividad transportadora “residual” observada en la fraccion
enriquecida en membrana vacuolar era dependiente de la expresion de Vexl, se
llevo a cabo la disrupcion de este gen en la levadura doble mutante W303nhx1Avnx1
para obtener la triple mutante OC4 (W303nhxIAvnx1Avcx1A) (Tabla M3). La
disrupcion de Vex1 eliminaba completamente el intercambio de Ca? en la fraccion
enriquecida con vacuola como se habia descrito previamente (del Pozo et al., 1999;

+ i

Cagnac et al., 2007) y ademas eliminaba la actividad antiportadora K*/H* “residual”

observada en presencia de sales de sulfato (Fig. R32 C).
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Fig R32. Transporte cation/H* dependiente de sal a través de la membrana vacuolar (A y B)
y efecto de la disrupcion de Vex1 en el transporte vacuolar de potasio (C). El movimiento
de protones se midié monitorizando la disipacién de la fluorescencia de la sonda naranja de
acridina como se describe en el apartado 2.3.11.2 de material y métodos. En A y B las flechas
indican la adicién de Bafilomicina (Baf), 100 mM de Na* o K* (flechas blancas) y de 20 mM de
(NHa4)2SO:s (flechas negras). En C las flechas indican la adicién de Bafilomicina (Baf), 50 mM
de Nax50: y K2SOs (flecha blanca) con el fin de colapsar el gradiente de pH a través de la
membrana vacuolar, lo que resulta en el movimiento de H* dependiente de catién y la
alcalinizacidn del lumen vesucular; y de 20 mM de (NHa4)2504 (flecha negra). Las graficas son
la representacion de al menos tres experimentos independientes.

Para comprobar que la sobreexpresion de Vex1p no afecta a su localizacion,
lo que podria influir en las medidas de transporte, se llevd a cabo la localizacion
subcelular de Vexlp mediante microscopia de fluorescencia. Se usaron dos
proteinas de fusidn, una con GFP fusionada en su extremo C-terminal (Vex1:GFP) y
otra con eYFP fusionada en su extremo N-terminal (eYFP::Vcx1) (Fig. R33 D y E).
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Ademas se usaron una serie de marcadores: eYFP (soluble, se localiza en el
citoplasma); Ergl (reticulo endoplasmatico); Vphlp (membrana vacuolar); Nhx1p
(prevacuolas). Se observd que Vcx1:GFP presentaba el mismo patron de
distribucion de la fluorescencia que el mostrado por Ergl::GFP, poniendo de
manifiesto su localizacion en el reticulo endoplasmatico. En el caso de eYFP::Vex1 el
patrén de fluorescencia es muy similar al presentado por Vphl::GFP, sin mostrar
ninguna senal residual atrapada en el reticulo endoplasmatico, indicando su
localizacion en la membrana vacuolar (Fig. R33).

Fig. R33. Localizacion vacuolar de Vcx1. Células de levadura que expresan: A) eYFP; B)
Ergl del reticulo endoplasmatico fusionada a GFP en su extremo C-terminal; C) la
subunidad Vphl de la ATPasa vacuolar fusionada a GFP en su extremo C-terminal D) el
Nhx1p fusionado a GFP en su extremo C-terminal; E) el antiportador Ca?/H* vacuolar
Vex1p fusionado a GFP en su extremo C-terminal; F) el antiportador Ca*/H* vacuolar Vex1p
fusionado a eYFP en su extremo N-terminal. Las imagenes se tomaron como se indica en el
apartado 2.4.2 de Material y Métodos.

Por tanto, para realizar estos ensayos de determinacion de actividad de
intercambio cation/H* de AtKEA2 las vacuolas se aislaron de la cepa de levadura
OC4 (W303 vnx1A wvcxlA nhx1A) transformada con la construccion plasmidica
portadora de la secuencia que codifica para AtKEA2, siguiendo el protocolo descrito
en el apartado 2.3.4. de Material y Métodos. Las medidas de transporte se
efectuaron usando la sonda fluorescente naranja de acridina, y la actividad
antiportadora fue ensayada monitorizando la disipacion de un gradiente de pH
acido en el interior de la vacuola creado previamente por la accion de la V-ATPasa
(apartado 2.3.11.2. de Material y Métodos).
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Los resultados obtenidos en las medidas de transporte realizadas en
vacuolas aisladas de la cepa de levadura OC4 transformada con la construccion
plasmidica portadora de la secuencia que codifica para AtKEA2, muestran que tanto
la adicién de K2SOs como de Na25SOs provocaba una recuperacion de la fluorescencia
(disipacidon del gradiente del pH), y que ésta era mayor en el caso de K250,
confirmando los resultados obtenidos utilizando la proteina purificada
reconstituida en liposomas. Como control negativo se utilizo el catién organico
tetrametil amonio (TMA®), para el que no se observé recuperacion de la
fluorescencia. La presencia de la proteina de fusion en las vacuolas aisladas se
comprobd mediante inmunodeteccion, usando el anticuerpo primario anti-V5 (Fig.
R34).

A) B)

nhx1Avnx1Avex1A
pPRS-AtKEA2

— K,S04
— Na,504
— (TMA),S04

Fig. R34. Actividad antiporte de AtKEA2 en vacuolas aisladas. A) Registro de la
fluorescencia emitida por la sonda naranja de acridina; B) Inmunodeteccién de la proteina
AtKEA2, usando el anticuerpo primario anti-V5. En A) 1: adicién de ATP; 2: adicién de
Bafilomicina A; 3: adicion de K2SO4, Na25Os, 6 (TMA)2SOx ; 4: adicion de (NH4)2SOs. En B) 1:
control positivo (AtKEA2 purificado); 2: Marcadores de peso molecular; 3: control negativo
(vacuolas de células W303 vnx1A vex1A nhx1A transformadas con la construccion para la
expresion de AtKEA2 y cultivadas en YPD (no se expresa la proteina)); 4: vacuolas de células
W303 vnx1A vex1A nhx1A transformadas con la construccion para la expresion de AtKEA2 y
cultivadas en YPG.
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3. LOCALIZACION SUBCELULAR DE AtKEAs

La localizacion subcelular de las proteinas AtKEAs, se determiné mediante
microscopia confocal en protoplastos del mesofilo de Arabidopsis que expresaban de
forma transitoria estas proteinas fusionadas con GFP, y microscopia de
fluorescencia en células de levadura transformadas con las construcciones
plasmidicas portadoras de las secuencias génicas que codifican las proteinas de
fusiéon con GFP y eYFP. En el caso particular de AtKEA3 se llevd a cabo una
aproximacion de su localizacién subcelular mediante inmunodeteccion en fracciones
de membrana de levadura que expresaban la proteina.

3.1. LOCALIZACION SUBCELULAR EN LEVADURAS

La localizacidn subcelular de las proteinas KEA1 y KEA2 se llevo a cabo en
células de levadura de la cepa W303 transformadas con las construcciones
plasmidicas portadoras de las secuencias génicas que codifican las proteinas de
fusion con GFP y eYFP, en el extremo C-terminal y en el N-terminal. Se obtuvieron
las proteinas de fusidon marcadas en el extremo N-terminal debido a que
previamente se ha demostrado que proteinas marcadas en el extremo C-terminal
pueden quedar atrapadas en el reticulo endoplasmatico (Froissard et al., 2006). Esto
es debido a que la etiqueta en el C-terminal puede provocar un mal plegamiento de
la proteina, su retencion en el reticulo endoplasmatico y, en algunas ocasiones, su
degradacion (Ahner y Brodsky, 2004).

Inicialmente se usaron los vectores de expresién multicopia derivados del
vector pDR196 (pFGWDR196 y pGWFDR196), bajo el control del promotor
constitutivo PMA1 (Tabla M17). Los resultados obtenidos para KEA1:GFP,
GFP:KEA1 y KEA2::GFP muestran la sefial de fluorescencia retenida en el reticulo
endoplasmatico (Fig. R35) No se obtuvieron resultados con la proteina de fusiéon
KEA2 con GFP en su extremo N-terminal. Estos resultados pueden ser debido a que
la sobreexpresién de la proteina de fusion hace que se retenga en el reticulo, como
se ha descrito previamente en el caso de la H-ATPasa de membrana plasmatica de
planta sobreexpresada en levadura (Villalba et al., 1992). Por ello se usaron los
vectores integrativos de copia tnica bajo el control del promotor inducible Gall,
pAG306-Gall-ccdb-eYFP y pAG306-Gall-eYFP-ccdb (Tabla M17), con el fin de
evitar la acumulacién de las proteinas de fusion en el reticulo endoplasmatico. Sin
embargo, al analizar las células de levadura transformadas con estas construcciones
plasmidicas se observé que las proteinas de fusion también se localizaban en el
reticulo endoplasmatico en todos los casos (Fig. R36).
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Fig. R35. Localizacion de AtKEA1 y AtKEA2 en levadura. Células de levadura expresando:
A) AtKEA1 fusionada a GFP en su extremo N-terminal; AtKEA1 fusionada a GFP en su
extremo C-terminal; C) AtKEA?2 fusionada a GFP en su extremo C-terminal. Los vectores de
expresion usados para la transformacion de las células de levadura fueron pPFGWDR196
para la fusion N-terminal y pGWFDR196 para la fusion C-terminal. Las imdgenes se
tomaron como se indica en el apartado 2.4.2 de material y métodos.
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Fig. R36. Localizacion de AtKEA1 y AtKEA2 en levadura. Células de levadura expresando:
A) AtKEAI1 fusionada a YFP en su extremo N-terminal; AtKEA1 fusionada a YFP en su
extremo C-terminal; C) AtKEA2 fusionada a YFP en su extremo N-terminal; D) AtKEA2
fusionada a YFP en su extremo C-terminal. Los vectores de expresiéon usados para la
transformacién de las células de levadura fueron pAG306-Gall-eYFP-ccdb para la fusion N-
terminal y pAG306-Gall-ccdb-eYFP para la fusion C-terminal. Las imagenes se tomaron
como se indica en el apartado 2.4.2 de material y métodos.
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3.2. LOCALIZACION SUBCELULAR EN PROTOPLASTOS DEL MESOFILO DE
ARABIDOPSIS

Para la localizacién subcelular de las proteinas KEAs se utilizaron proteinas
de fusion con GFP en el extremo C-terminal (AtKEA:GFP) y N-terminal
(GFP::AtKEA1) de los antipotadores. El aislamiento, transfeccién y observacién al
microscopio de los protoplastos que expresaban de forma transitoria las proteinas
de fusion, se realizo como se indica en el apartado 2.4.1 de material y métodos. Estos
estudios fueron llevados a cabo en el laboratorio de la Dra. Heven Sze, en la
Universidad de Maryland (USA).

Como se puede observar en la figura R37, los protoplastos que expresan la
proteina de fusion del extremo C-terminal de AtKEAl con la proteina GFP,
presentan una distribucion de la fluorescencia en vesiculas, que en ocasiones se
encuentran interconectadas por estructuras tubulares. En el caso de protoplastos
que expresan GFP:AtKEA1, el patrén de distribucién de la fluorescencia es
completamente distinto, y se asemeja al presentado por la proteina GFP soluble (Fig.
R39).

En la figura R38 se muestra la distribucion de la fluorescencia de GFP de
protoplastos que expresan transitoriamente la proteina de fusion AtKEA2::GFP. En
las células 1 y 2 la fluorescencia aparece en pequefias vesiculas, y en la célula 3
aparece como estructuras granulares densas, de un tamano ligeramente mayor que
las anteriores. No se obtuvieron imagenes de la localizacion de la proteina de fusion
GFP::AtKEA2. Tampoco se obtuvieron resultados de los ensayos de transfeccion de
protoplastos con la construcciones portadoras de las proteinas de fusion
AtKEA3::GFP y GFP::AtKEAS3.

En los ensayos de localizacion de la proteina AtKEA®6, los protoplastos que
expresan la proteina de fusiéon con GFP en el extremo C-terminal presentan un
patron de distribucion de la fluorescencia punteado. Al igual que ocurre con la
proteina de fusién GFP::AtKEA1, en los protoplastos que expresan transitoriamente
GFP::AtKEA®6 la fluorescencia aparece distribuida por toda la célula de un modo
muy similar a la proteina GFP soluble (Fig. R40).
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A)

AtKEA1-

B)

AtKEA1

Fig. R37. Expresion transitoria de las proteinas de fusion AtKEA1:GFP (A) y
GFP::AtKEA1 (B) en protoplastos del mesdfilo de Arabidopsis visualizada en un
microscopio confocal Zeiss LSM510. Los nimeros 1 y 2 corresponden a 2 protoplastos
distintos; Las letras a, b y c se corresponden a la fluorescencia de GFP (a), fluorescencia de
GFP y autofluorescencia de cloroplastos (b) y campo claro(c).
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AtKEA2-

Fig. R38. Expresion transitoria de la proteina de fusion AtKEA2:GFP en protoplastos del
mesofilo de Arabidopsis visualizada en un microscopio confocal Zeiss LSM510. Los
numeros 1, 2 y 3 corresponden a 3 protoplastos distintos; Las letras a, b y ¢ se corresponden

a la fluorescencia de GFP (a), fluorescencia de GFP y autofluorescencia de cloroplastos (b) y
campo claro(c).
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A)

AtKEAG6-

B)

AtKEA6

Fig. R39. Expresion transitoria de las proteinas de fusion AtKEA6:GFP (A) y
GFP:AtKEA6 (B) en protoplastos del mesofilo de Arabidopsis visualizada en un
microscopio confocal Zeiss LSM510. Los numeros 1 y 2 corresponden a 2 protoplastos
distintos; Las letras a, b y c se corresponden a la fluorescencia de GFP (a), fluorescencia de
GFP y autofluorescencia de cloroplastos (b) y campo claro(c).
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Fig.R40. Expresion transitoria de marcadores de organulos fusionados a GFP en
protoplastos del meséfilo de Arabidopsis visualizada en un microscopio confocal Zeiss
LSM510. Marcadores usados: 1. GFP soluble; 2. ER retention signal (His-Arg-Glu-Leu):
Reticulo endoplasmatico; 3. Syp2l: prevacuola; 4. Syp22: prevacuola/vacuola; 5.
Sialiltransferasa: Trans Golgi. Las letras a, b y ¢ se corresponden a la fluorescencia de GFP
(a), fluorescencia de GFP y autofluorescencia de cloroplastos (b) y campo claro (c).
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Se usaron una serie de marcadores de organulos (Fig. R40) con el fin de
comparar sus patrones de distribuciéon de fluorescencia con los de las proteinas de
fusion AtKEA1, AtKEA2 y AtKEA6 con GFP. La proteina GFP soluble, se encuentra
en el citoplasma y se distribuye por toda la célula, siendo caracteristica la fuerte
fluorescencia que presenta el nucleo. ER retention signal (His-Arg-Glu-Leu), usado
como marcador de reticulo endoplasmatico, presenta una distribucién de la
fluorescencia muy caracteristica a modo de malla, extendiéndose a lo largo de toda
la célula. El marcador de trans golgi, la proteina sialiltransferasa, también presenta
un patrén de distribucidon de la fluorescencia bien definido, mostrando un aspecto
punteado. Los marcadores prevacuolares y vacuolares usados en este trabajo, Syp21
y Syp22, presentan patrones de fluorescencia mas variables. Normalmente aparecen
en forma de pequenas vesiculas que en ocasiones se encuentran interconectadas por
estructuras tubulares, dando lugar a una estructura continua a lo largo de la célula.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que AtKEAl y AtKEA2
presentan un patron de distribucion similar cuando se expresan transitoriamente en
protoplastos del mesofilo de Arabidopsis, que a su vez se asemeja al presentado por
las proteinas marcadoras de organulos Syp2l (prevacuolas) y Syp22
(prevacuolas/vacuolas) (Uemura et al.,, 2004) (Fig. R40, 3 y 4). Esto sugiere que
ambas proteinas podrian localizarse en el mismo compartimento endosomal, muy
probablemente un compartimento prevacuolar/vacuolar.

En el caso de AtKEA6 se observa un patrén de expresion punteado, muy
diferente al mostrado por AtKEA1 y AtKEA2, y muy similar al presentado por los
marcadores de orgdnulos sialiltranferasa (trans Golgi) y a-1,2 Manosidasa I (Golgi)
(Fig. R40, 5) (Wee et al., 1998; Saint-Jore et al., 2002; Saint-Jore-Dupas et al., 2006).
Estos resultados indican una posible localizacion de la proteina en el aparato de
Golgi.

Con el fin de determinar la localizacién subcelular de los antiportadores
KEA de un modo mas preciso, se procedid a la cotransfeccion de protoplastos con
los vectores de expresion portadores de las construcciones AtKEAs:GFP y las
construcciones para la expresidon de las proteinas marcadoras de organulos
fusionadas con RFP.

Las proteinas AtKEA1 y AtKEA2 presentan una colocalizacion parcial con
Syp21 (prevacuolas) y mas especialmente con Syp22 (prevacuola/vacuola) y y-TIP
(tonoplasto), pero no con la proteina sialiltransferasa (Trans Golgi). Esto pone de
manifiesto que las dos proteinas estan localizadas en una subpoblacién de
endomembranas, probablemente prevacuolas o vacuolas (Fig. R41 y R42).

En el caso de la proteina de fusion AtKEA6::GFP el patrén punteado de la
distribucion de la fluorescencia colocaliza parcialmente con los dos marcadores de
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Golgi usados, pero no con los marcadores de prevacuola y vacuola (Syp22 y y-TIP),
lo que confirma que esta proteina se localiza en el aparato de Golgi (Fig. R43).

RFP AtKEA1-GFP Clorofila

y-TIP Syp22

St

Fig.R41. Colocalizacion AtKEA1::GFP y proteinas marcadoras de organulos fusionadas a
RFP (Syp22, y-TIP y St). En el caso de los marcadores Syp22 y y-TIP las flechas indican los
puntos donde colocalizan AtKEAI1 y el marcador correspondiente, y en el caso del marcador
St indican los puntos donde no existe colocalizacion.
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RFP AtKEA2-CFP Clorofila

y-TIP Syp22 Syp21

St

Fig.R42. Colocalizaciéon AtKEA2::GFP y proteinas marcadoras de organulos fusionadas a
RFP (Syp21, Syp22, y-TIP y St). En el caso de los marcadores Syp21, Syp22 y y-TIP las
flechas indican los puntos donde colocalizan AtKEA2 y el marcador correspondiente, y en el
caso del marcador St indican los puntos donde no existe colocalizacion.
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RFP AtKEA6-GFP Clorofila

mMANI1 St

Syp22

Fig.R43. Colocalizacion AtKEA6::GFP y proteinas marcadoras de organulos fusionadas a
RFP (St, mMan1 y Syp22). En el caso de los marcadores St y mManl las flechas indican los
puntos donde colocalizan AtKEA?2 y el marcador correspondiente, y en el caso del marcador
Syp22 indican los puntos donde no existe colocalizacion.
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3.3. INMUNODETECCION DE AtKEA3 EN FRACCIONES DE MEMBRANA DE
LEVADURA

Como se ha indicado anteriormente, en el caso concreto de la proteina
AtKEA3 no se han obtenido resultados satisfactorios de su localizacién en
protoplastos del mesdfilo de Arabidopsis, por lo que se decidi6 llevar a cabo una
aproximacion de su localizacion subcelular mediante inmunodeteccion en fracciones
de membrana de levadura (ver apartado 2.4.3. de material y métodos).

El fraccionamiento por equilibrio de sedimentacion es una herramienta muy
atil para la identificacién de proteinas localizadas en el reticulo endoplasmatico o en
la membrana plasmatica. La membrana plasmatica tiene una alta densidad,
equilibrandose en las fracciones de mayor porcentaje de sacarosa del gradiente (a
partir de 45 %(p/p)) lo que permite distinguir perfectamente esta fraccion de otras
fracciones de menor densidad, como membrana vacuolar, reticulo endoplasmatico,
Golgi y endosomas. El Golgi y las membranas endosomales presentan propiedades
muy similares debido a la intima relacion de intercambio de membranas y proteinas
que existe entre ellos, lo que implica que también presenten densidades muy
similares. Este hecho dificulta discernir entre estas dos fracciones de membranas.
Sin embargo, el reticulo endoplasmatico puede presentar distinta densidad en
funcién de la presencia o ausencia de Mg?* en el medio de homogenizacion y
fraccionamiento subcelular. EI Mg? hace que se mantenga la asociacion de
ribosomas a las membranas del reticulo endoplasmatico rugoso, de modo que
presenta una mayor densidad, similar a la membrana plasmatica. Por el contrario,
cuando las membranas se preparan en presencia de EDTA, el reticulo
endoplasmatico tiene una densidad menor, similar a la del Golgi y membranas
vacuolares (Kaiser et al., 2002). Debido a esta particularidad, y con el objetivo de
poder distinguir entre reticulo endoplasmatico y el resto de membranas
endosomales, se utilizaron dos tipos de gradientes, uno conteniendo 10 mM de
EDTA y otro sin EDTA y conteniendo 2 mM de MgSOs.

La deteccion de la proteina de fusién (AtKEA3 con el epitopo V5) y de las
proteinas de membrana usadas como marcadores de organulos, se llevd a cabo
mediante  electroforesis SDS-PAGE seguida de electrotransferencia e
inmunodeteccién (apartado 2.4.3.2. de material y métodos). La cantidad de las
distintas proteinas presentes en cada una de las 13 fracciones del gradiente, se
determind cuantificando la intensidad de las bandas resultantes de Ila
inmunodeteccion mediante el uso del software Quantity One version 4.6.2 (Bio-Rad)
(Fig. R44 y Fig. R45).
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Fig. R44. Fraccionamiento subcelular de levadura transformada con una construccion para
la expresion de AtKEA3. Extractos de membranas microsomales de células W303 que
expresan AtKEA3 con el epitopo V5 se fraccionaron en un gradiente continuo de sacarosa,
preparado en presencia de 10 mM de EDTA. Las muestras (25ug de proteinas) se separaron
mediante electroforesis SDS-PAGE y se transfirieron a membranas PVDEF. A)
inmunodeteccién de AtKEA3 y proteinas marcadoras de membranas. Se usaron anticuerpos
monoclonales dirigidos frente el epitopo V5 (AtKEA3) y_frente a las distintas proteinas de
membrana usadas como marcadores, concretamente, la subunidad de 100 KDa de la protéon
ATPasa vacuolar VPH1 (10D7), la proteina del Golgi tardio vpslOp (vps); la proteina
endosomal/prevacuolar pepl2p (pepl2); la subunidad III de la citocromo c oxidasa de la
membrana mitocondrial interna (cox); la Dol-P-Man sintansa de la membrana del reticulo
endoplasmatico (Dpmlp) y la protén ATPasa de la membrana plasmatica (pmal). B)
cuantificaciéon de las proteinas contenidas en cada fracciéon del gradiente. Se representa el %
de intensidad de las bandas reconocidas por los anticuerpos en cada fraccion del inmunoblot
referido a la intensidad total, frente a la densidad de sacarosa (% p/p). La linea roja
discontinua muestra la densidad de la fraccion del gradiente en la que la AtKEA3 presenta la
maxima concentracion.
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Fig. R45. Fraccionamiento subcelular de levadura transformada con una construccidon para
la sobrexpresion de AtKEA3. Extractos de membranas microsomales de células W303 que
expresan AtKEA3 con el epitopo V5 se fraccionaron en un gradiente continuo de sacarosa,
preparado en ausencia de EDTA y en presencia de 2 mM de Mg*. Las muestras (25ug de
proteinas) se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE y se transfirieron a membranas
PVDEF. A) inmunodeteccion de AtKEA3 y proteinas marcadoras de membranas. Se usaron
anticuerpos monoclonales dirigidos frente el epitopo V5 (AtKEA3) y frente a las distintas
proteinas de membrana usadas como marcadores, concretamente, la proteina del Golgi
tardio vps10p (vps); la proteina endosomal/prevacuolar pep12p (pepl2); la subunidad III de
la citocromo c oxidasa de la membrana mitocondrial interna (cox); la Dol-P-Man sintansa de
la membrana del reticulo endoplasmatico (Dpmlp) y la protén ATPasa de la membrana
plasmatica (pmal). B) cuantificacion de las proteinas contenidas en cada fraccion del
gradiente. Se representa el % de intensidad de las bandas reconocidas por los anticuerpos en
cada fraccién del inmunoblot referido a la intensidad total, frente a la densidad de sacarosa
(% p/p). La linea roja discontinua muestra la densidad de la fraccion del gradiente en la que
la AtKEA3 presenta la maxima concentracion.
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En las figuras R44 y R45 se puede observar que no existen diferencias en la
distribucion de los distintos marcadores de organulos y de la proteina AtKEA3 a lo
largo de las fracciones del gradiente en presencia o ausencia de Mg?. En ambos
gradientes AtKEA3 esta presente en fracciones de sacarosa de baja densidad (36-
37%) que se corresponde con la densidad de membranas vacuolares y
endomembranas, y esta claramente separada de las fracciones de mayor densidad
correspondientes a membrana plasmadtica y mitocondrial. En presencia y en
ausencia de Mg?" el patrén de distribucion de AtKEA3 es similar a los patrones de
distribucion del marcador de Golgi tardio (vpslOp), el marcador
endosomal/prevacuolar (pepl2p), el marcador de membrana vacuolar (VPH1) y el
marcador de reticulo endoplasmatico (Dpm1p). Por tanto, los resultados obtenidos
de este estudio sugieren que AtKEA3 estd localizada en un compartimento
endosomal/prevacuolar.
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En este trabajo de Tesis Doctoral se han llevado a cabo los primeros estudios
de caracterizacion funcional de 3 miembros de la familia AtKEA de Arabidopsis,
AtKEA1, AtKEA2 y AtKEA3, y ademas se ha determinado la localizacién subcelular
de la proteina AtKEAG6. Las proteinas KEAs son transportadores incluidos en la
familia CPA2, junto con las proteinas CHXs. Estos genes se han identificado
mediante homologia de secuencias con antiportadores K*/H* bacterianos, y
constituyen la familia de transportadores de plantas menos estudiada (Maser et al.,
2001) (Fig. A7 y A8). Los genes AtKEAL, 2 y 3 codifican proteinas de 619, 620 y 488
aminodcidos respectivamente, y constituyen un grupo estrechamente relacionado
con los transportadores de eflujo de K* regulados por glutation, KefB y KefC (Sze et
al., 2004; Brett et al., 2005) (Fig. A8). Estudios recientes proponen que las proteinas
KEA forman un subgrupo junto a cuatro transportadores bacterianos (KefC y KefB
de E.coli; AmhT de Bacillus pseudofirmus; y YhaT de Bacillus subtilis) que presentan
un sistema de transporte de dos componentes, existiendo proteinas auxiliares que
interactian con ellas modulando su actividad y permitiendo que puedan funcionar
como antiportadores catiéon/H* o como canales idnicos (Miller et al., 2000; Fujisawa
et al., 2007). El andlisis topoldgico de las secuencias de los antiportadores KEA,
indica la presencia de 11 hélices transmembrana en AtKEA1 y AtKEA2, y 6 en
AtKEA3. El alineamiento con las secuencias de las proteinas KefB y KefC pone de
manifiesto un alto grado de homologia en la region N-terminal del dominio KTN,
implicado en la sensibilidad a glutation y complejos de glutation (Fig. R2). En el
caso concreto de AtKEA3 las hélices en el extremo N-terminal parecen ausentes en
la secuencia, al igual que en el extremo C-terminal, lo que indica que la secuencia
podria no estar completa.

Caracterizacion funcional de AtKEAs en levadura.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el genoma de levadura codifica 2
sistemas de antiporte Cation/Proton de la familia CPA con una localizacion
intracelular: Nhxlp, un antiportador (Na*K*)/H* prevacuolar de la subfamilia
CPAl, y Khalp, un antiportador K*/H* de Golgi de la subfamilia CPA2. Los
antiportadores tipo NHX de plantas muestran homologia de secuencia con el gen
Nhx1, mientras que los antiportadores tipo CHX y KEA de plantas son mas
parecidos a Khal (Fig. A8). De este modo, los estudios de complementacion se
realizaron en mutantes de levadura con disrupciones en estos antiportadores, asi
como en las ATPasas Enal-4p, y el antiportador de membrana plasmatica Nhalp. Se
ha demostrado que la expresion en levadura de los genes NHX de plantas
complementa los fenotipos de sensibilidad a NaCl, altas concentraciones de KCl y a
higromicina B causados por la disrupcion de Nhx1p (Gaxiola et al., 1999; Quintero
et al., 2000; Venema et al., 2003), mientras que la expresion de algunos genes de la
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familia CHX de plantas completa el fenotipo de inhibicion de crecimiento en medio
ligeramente basico y déficit de K* causado por la disrupcion de Khalp (Maresova y
Sychrova, 2006; Padmanaban et al., 2007). En este trabajo se ha demostrado que las
proteinas AtKEA1 y AtKEA2 complementan los fenotipos causados por la
disrupcion de Nhxlp de una manera muy similar a LeNHX2 (Fig. R8, R9 y R10),
pero no complementa el fenotipo causado por la disrupcion de Khalp (Fig. R6, R7 y
R11). En relacion a la proteina AtKEA3, se demostré que no complementaba en
ningun caso los fenotipos causados por las disrupciones de Nhx1p y Khalp. Por lo
tanto, nuestros resultados ponen de manifiesto que los genes AtKEA, mas proximos
por homologia de secuencia a Khalp y AtCHX20 de la familia CPA2, serian
homologos funcionales de los genes NHX de la familia CPA1. En este sentido, se ha
establecido que la actividad de intercambio K*/H* parece ser un rasgo universal de
los transportadores NHX intracelulares (Brett et al., 2005b; Mukherjee et al., 2006).
Asi, el hecho de que la cepa WX1 transformada con AtKEA1 y AtKEA2 sea capaz
de crecer a altas concentraciones de KCl (Fig. R3), nos lleva a pensar que puedan
actuar como antiportadores K*/H* en vacuolas o prevacuolas, del mismo modo que
los transportadores NHX intracelulares.

Se sabe que la acumulacion de Na* o K* en vacuolas proporciona un
mecanismo eficiente para evitar los efectos toxicos del Na* en el citosol y el efecto
osmotico de elevadas concentraciones de sales, mientras que la acumulacion de K*
en vacuolas o compartimentos endosomales, asi como la regulaciéon del pH
intracelular son esenciales para varios procesos celulares que se pueden ver
afectados por el estrés salino. Con el fin de determinar si los fenotipos de
complementacién mostrados por las levaduras que expresan los antiportadores
AtKEA1 y AtKEAZ2 tienen algun efecto en el contenido idnico, se han determinado
los contenidos intracelulares de Na* y K*. Los resultados obtenidos en estos ensayos
mostraron que en condiciones normales de crecimiento, el contenido de K*
intracelular era mayor en las células que expresaban AtKEA2 que en las células con
disrupcion en Nhx1p y las silvestres. Se comprobd que la expresion de AtKEA1 no
afectaba a la acumulacién de K* en estas condiciones (Fig. R13 A). Al cultivar las
levaduras en presencia de 20 mM de NaCl, el contenido de K* disminuye en todos
los casos, no observandose diferencias entre las células con disrupcion de Nhx1p y
las células que expresan AtKEA1 y AtKEA2. Respecto al contenido de Na, las
células que expresaban AtKEA1 y AtKEA2 presentaban un mayor contenido de Na*
que las que no transformadas, lo que parece indicar que en estas condiciones los dos
antiportadores contribuyen a la acumulacion de Na* (Fig. R13 B). Estos resultados
sugieren que las dos proteinas son antiportadores cation/H* relativamente no
especificos.
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Se ha comprobado mediante western blot, utilizando un anticuerpo que
reconoce el epitopo V5 que las proteinas AtKEA1 y AtKEA2 presentan un tamano
practicamente idéntico, por encima de 50 KDa, mientras que AtKEA3 muestra un
tamano ligeramente mas pequeno (Fig. R15). Estas diferencias podrian explicarse en
base al mayor nimero de aminodcidos de AtKEA1l y AtKEA2 comparado con
AtKEAS3, que podria estar truncado como se ha discutido anteriormente. Esto podria
estar relacionado con la ausencia de complementacion por parte de AtKEA3.

Determinacion de la actividad de intercambio cation/H* de las proteinas AtKEAs
de Arabidopsis expresadas en levadura.

Los transportadores AtKEA1, AtKEA2 y AtKEA3 de Arabidopsis expresados
en levadura, se purificaron y reconstituyeron en liposomas, con el fin de evitar
interferencias con otros transportadores de iones en las medidas de actividad. Se
utilizaron proteinas de fusién con una etiqueta constituida por el epitopo V5 y una
cola de 6 histidinas, que previamente se comprobé que no afectaba a la
funcionalidad de las proteinas (Fig. R12).

Se realizaron estudios de selectividad ionica para los 3 transportadores,
mediante la medida de la actividad de intercambio (K*, Na*, Li*, Cs*)/H*, utilizando
sales de estos iones y un gradiente de H* para energizar el transporte. Se observo
que la actividad de antiporte variaba en funcion de la sal usada, siendo mas alta con
sales de sulfato que con sales de cloruro (datos no mostrados). Este hecho podria
explicarse en base a los cambios eléctricos no especificos de anién que tienen lugar
en los proteoliposomas al adicionar las distintas sales. Los iones Cl- son mucho mas
permeables que los iones SO+, por tanto, la adicion de iones CI- en el exterior de las
vesiculas alteraria el potencial de membrana, volviéndose mds negativo en el
interior que cuando se adicionan iones SO+*, contrarrestando el flujo neto de salida
de H* de las vesiculas. Por tanto, una importante fracciéon de los protones
transportados fuera de la vesicula en la reaccion de intercambio, podrian volver a
entrar junto con los aniones CI, especialmente cuando la actividad antiportadora es
relativamente baja. De este modo, debido a las caracteristicas del sistema en relacion
a la permeabilidad, la actividad antiportadora real solo podria medirse de manera
adecuada usando aniones relativamente impermeables, como es el caso del SO4*.
Por todo ello, se usaron sales de sulfato en todos los ensayos de determinacion de
actividad de intercambio idnico realizados en este estudio.

Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que la proteina AtKEA2
presenta una actividad de transporte mas alta para el K, mas baja para Na* e
intermedia para Li* (Fig. R17). AtKEA1 muestra una afinidad similar para todos los
cationes ensayados. Basandonos en estos datos se puede afirmar que los
transportadores AtKEA1 y AtKEA2 no son antiportadores cation/H* especificos de
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K*. En los ensayos de medida de intercambio idnico realizados con la proteina
AtKEA3 reconstituida en proteoliposomas apenas se detecté actividad
antiportadora.

De las proteinas estudiadas, AtKEA?2 fue la que mostr6é una mayor actividad
de intercambio idnico, por lo que se decidié seguir profundizando en el estudio de
su mecanismo de transporte. Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en
proteoliposomas, se llevaron a cabo estudios de la actividad de intercambio ionico
en vacuolas intactas de levadura. Para ello se usé la cepa triple mutante
(W303nhx1Avnx1Avcx1A), con el objetivo de eliminar toda la actividad
antiportadora K*/H* de las vacuolas aisladas. Previamente se habia demostrado que
el mutante vnx1 presentaba una pérdida total de actividad antiportadora Na*/H* y
K*/H* en una fracciéon enriquecida en membrana vacuolar (Cagnac et al., 2007). Sin
embargo, cambiando las condiciones experimentales (usando sales de sulfato en
lugar de sales de cloruro) se puso de manifiesto otra actividad antiportadora cation
monovalente/H* en esta fraccién, mucho mas baja que la detectada para Vnxlp (Fig.
R31 A y B). No esta claro por qué la deteccion de esta actividad es dependiente del
contraion usado en los ensayos de transporte. Posiblemente, los iones Cl- y H,
relativamente permeables, inducen fugas pasivas que enmascaran el antiporte
K*/H*. En este sentido, la adicion de mas iones Cl- permeables comparado con los
iones SOs4* provocaria una disipacion del potencial de membrana positivo en el
interior creado por la bomba H*-ATPasa, contrarrestando la salida de H* de la
vacuola, y por tanto enmascarando la actividad del antiportador. Se identificé el gen
vexl como responsable del transporte “residual”, por lo que se llevo a cabo su
disrupcidon en la cepa doble mutante (W303nhx1Awvnx1A) obteniéndose la triple
mutante, y se comprobd mediante ensayos de actividad en presencia de sales de
sulfato, que con esta disrupcion se eliminaba la actividad antiportadora K+/H*
residual (Fig. R31C). Por tanto, con el objetivo de evitar artefactos que enmascaren
las medidas de intercambio idnico, en todos los ensayos de determinacién de la
actividad de AtKEA2 en vacuolas aisladas se usaron sales de sulfato. Los resultados
obtenidos mostraron que tanto al adicionar K2SOs como Na:SO: se detectaba
actividad transportadora, y que ésta era mayor en el caso de K250, confirmandose
asi los datos obtenidos utilizando la proteina purificada y reconstituida en
liposomas. La presencia de la proteina de fusion en las vacuolas aisladas se
comprobd mediante inmunodeteccion, usando el anticuerpo primario anti-V5 (Fig.
R33).

Como se ha indicado previamente, las proteinas KefC y YhaT acttian como
canales ionicos en ausencia de sus proteinas auxiliares, y como antiportadores en
presencia de las mismas (Fujisawa et al., 2007). Los resultados obtenidos en las
medidas de transporte para AtKEA2 se corresponden con los obtenidos para KefFC,
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actuando como un antiportador en presencia de su proteina auxiliar (Fujisawa et a.,
2007). Por ello, con el fin de determinar el mecanismo de transporte de K*
catalizado por AtKEA2, se realizaron ensayos de medida de actividad usando
distintas concentraciones del protondforo FCCP, que previamente se habia
demostrado que estimulaba la alcalinizacion de las vesiculas inducida por K* en
presencia de valinomicina, un canal de K*, pero no en presencia de nigericina, un
antipordador K*/H* electroneutro (Fig. R19). Con estos ensayos se comprobd que la
adicion de FCCP no estimulaba la alcalinizacion inicial de los proteoliposomas, lo
que indica que AtKEA2 no acttia como un canal idnico sino como un antiportador
K*/H* electroneutro (Fig. R20).

También se llevaron a cabo ensayos de la medida de actividad de
intercambio K*/H* en presencia de glutation y NADH. Como se ha comentado
anteriormente, KefC funciona como un canal de K* regulado por glutation, que se
mantiene en un estado inactivo cuando se une a este compuesto, y activo cuando se
una a complejos resultantes de la reaccion de glutation con compuestos electrofilicos
(N-etilmaleimida o metilglioxal) (Meury y Kepes, 1982; Booth et al., 1985; Elmore et
al., 1990; Ferguson et al., 1993; Ferguson, 1999). También se sabe que cuando el
complejo KefFC funciona como un antiportador, el glutation inhibe el antiporte y la
presencia de NADH potencia esta inhibicion (Fujisawa et al., 2007). Los resultados
obtenidos indican que al adicionar 5 mM de glutatiéon 6 200 uM de NADH, de
manera independiente, la actividad de antiporte se veia ligeramente disminuida, y
esa disminucion era practicamente idéntica en ambos casos. Cuando se adicionaba 5
mM de glutation y 200 uM NADH conjuntamente, la disminucion de la actividad
era mucho mayor, siendo la actividad de antiporte practicamente nula (Fig. R23).
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Fujisawa y colaboradores (2007) en
los ensayos con KefFC. Sin embargo, cabe destacar la complejidad en la
interpretacion de los resultados, ya que tanto el glutation como el NADH afectan a
la fluorescencia de la piranina (Fig. R21), lo que hizo preciso la calibracién de la
sefial de fluorescencia con el pH en presencia de ambos compuestos (Fig. R22).
Ademas, el glutation parece provocar una acidificacion adicional en el interior de
los liposomas, lo que dificulta atin mas la interpretacion de los datos. De este modo,
es muy probable que estos problemas hayan afectado también los resultados
obtenidos por Fujisawa y colaboradores (2007).
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Analisis de aminoacidos posiblemente implicados en la regulacion de la
actividad de AtKEA2.

Como se ha indicado en el apartado de Antecedentes Cientificos de este
trabajo, las proteinas de la familia KEA forman pare del grupo de transportadores
CPA que contienen un dominio intercambiador Na*/H*

(http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/getacc?PF00999). Recientemente se ha
resuelto la estructura de la proteina NhaA de E. coli, perteneciente a la familia CPA,
y se ha demostrado que tiene tres aspartatos conservados claves en el mecanismo de
antiporte Na*/H* (Arkin et al., 2007). De estos residuos, el Asp'* se ha identificado
como sitio de unién al Na*, y se ha comprobado que estd conservado en todos los
antiportadores de las familias CPA1 y CPA2, correspondiéndose con el aspartato en
posicion 166 en la secuencia de AtKEA2. Por tanto, con el objetivo de comprobar si
este aminodcido era esencial en la actividad de la proteina AtKEA2, se sustituyd,
mediante mutagénesis dirigida, por una alanina. La proteina mutada AtKEA2
D166A, se caracterizd mediante ensayos de complementacion en levadura y
determinacion de actividad tras ser purificada y reconstituida en proteoliposomas,
con el fin de determinar su funcionalidad. Mediante estos ensayos se demostré que
la proteina mutada, al contrario que la nativa, no era capaz de complementar los
fenotipos de sensibilidad a higromicina, a NaCl y a altas concentraciones de KCl
causados por la disrupcion de Nhax1p (Figs. R26-R28), y que la mutacion provocaba
la pérdida de la actividad antiportadora de la proteina (Fig. R29). Estos resultados
indican que la sustitucion del aspartato con carga negativa por un residuo alanina
con carga neutra, produce una disminucion de la interaccion electrostatica con el
Na, igual a la producida cuando el Asp'* de NhaA se protona (Arkin et al., 2007),
provocando la pérdida de su actividad antiportadora.

Como se ha comentado previamente en este trabajo, las proteinas KEA1-3
estan estrechamente relacionadas con los transportadores de eflujo de K* KefB y
KefC (Sze et al., 2004; Brett et al., 2005) (Figs. A8, R1 y R2). La proteina KefC
contiene un bucle citoplasmatico regulador cargado negativamente critico en su
funcionamiento, que se ha propuesto que interacciona con el dominio KTN, estando
implicado en la sensibilidad a glutation y complejos del glutation (Miller et al., 1997;
Roosild et al., 2002; Roosild et al., 2009), y su secuencia (RHALESDIEPFK) esta
bastante conservada en los antiportadores AtKEA1-3. Rooslid y colaboradores
(2009) comprobaron que la sustitucion del aspartato en posicion 262 (en la secuencia
RHALESDIEPFK) por una lisina provocaba, en ausencia de glutation, una pérdida
de potasio mds rdpida, y por tanto un transporte mas activo que la proteina sin
mutar, sugiriéndose una pérdida de regulacion de la actividad de KefC. Este Glu?®
esta conservado en las proteinas KEAs, y se corresponde con el residuo E278 en
AtKEA2, por lo que fue el aminoacido elegido como diana de la mutagénesis,
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sustituyéndose por una lisina. La caracterizacion de la proteina mutante AtKEA2
E278K se realizo como se ha indicado anteriormente para AtKEA2 DI166A,
mediante ensayos de complementacion en levadura y determinacion de su actividad
tras ser purificada y reconstituida en proteoliposomas. Los resultados obtenidos
demostraron que la mutaciéon E278K afecta a la actividad de la proteina AtKEA2,
provocando la pérdida de su capacidad de complementacion de los fenotipos de
sensibilidad a higromicina B, a salinidad y a altas concentraciones de KCl. Ademas
los ensayos de medida de actividad de intercambio idénico de las proteinas mutantes
pusieron de manifiesto su pérdida de capacidad transportadora. En conjunto, estos
datos muestran que el Glu?”® es esencial en la actividad de la proteina. Sin embargo,
la consecuencia de su sustitucion por una lisina no es la obtencion de una proteina
mas activa, como cabria esperar en base a lo descrito para la proteina KefC. Por
tanto, podriamos decir que este residuo provoca una pérdida de regulacion de la
actividad de la proteina, aunque de un modo distinto a como tiene lugar en KefC.

Localizacion subcelular de AtKEA1, AtKEA2, AtKEA3 y AtKEAG®.

AtKEA1 y AtKEA2 se localizan en el reticulo endoplasmatico cuando se expresan en
células de levadura, en todos los casos ensayados: con la proteina GFP fusionada en
el extremo C-terminal y N-terminal, usando un vector multicopia bajo el control del
promotor constitutivo PMA1 y usando un vector integrativo de copia tinica bajo el
control del promotor inducible Gall. La retencion en el reticulo endoplasmatico es
uno de los principales problemas inherentes a la expresion heteréloga de proteinas
de membrana en levadura, lo que sugiere que el mecanismo de transporte de la ruta
secretora es, al menos parcialmente, diferente entre levaduras y plantas. Esta
retencidon ocurre fundamentalmente cuando la proteina heterdloga se sobreexpresa,
debido a que se estimularia la biogénesis de membrana en levadura, como se ha
descrito previamente en el caso de la sobreexpresion de la H*-ATPasa de membrana
plasmatica de planta en levadura, donde se observo la proliferacion del reticulo
endoplasmatico en forma de membranas apiladas (Browse y Somerville; 1991;
Villalba et al., 1992). La etiqueta de la proteina de fusion también puede dar lugar a
una localizacion erronea, como se ha observado previamente en proteinas marcadas
en el extremo C-terminal que quedan atrapadas en el reticulo endoplasmatico
(Froissard et al., 2006). El hecho de que las proteinas AtKEA1 y AtKEA2 queden
retenidas en el reticulo endoplasmatico incluso cuando no son sobreexpresadas
(usando el vector integrativo de copia tnica bajo el control del promotor inducible
Gall), sugiere que la fusion con la proteina GFP podria provocar un mal
plegamiento y como consecuencia una conformacion no estable de la proteina, y
por ultimo su retencién en el reticulo endoplasmatico.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se determino la localizacién subcelular
de las proteinas de fusion AtKEA con la proteina GFP en protoplastos del mesdfilo
de Arabidopsis. Los protoplastos aislados de tejidos frescos de Arabidopsis presentan
una serie de ventajas como sistema de expresion génica transitoria, ya que
mantienen su identidad celular y estado de diferenciacion, su capacidad de
percepcidn y respuesta a hormonas, metabolitos, sefiales ambientales y elicitores
derivados de patdgenos, de manera muy similar a como tienen lugar en los tejidos
intactos y en la planta completa. Ademds presentan una alta eficiencia de
transformacion y cotransfeccion, permitiendo el uso simultaneo de varios plasmidos
para la expresion de construcciones diferentes (Sheen, 2001). Sin embargo, hay que
ser cauto a la hora de interpretar los datos obtenidos en los sistemas de
sobreexpresion transitoria, debido a que el sistema de endomembranas es muy
dindmico, presentando fuertes interacciones entre distintos compartimentos
endosomales (Ueda et al., 2004), lo que puede resultar en una localizacion incorrecta
de la proteina de fusion. Los principales organulos del sistema de endomembranas
son el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi y la red del trans-Golgi. En la
ruta secretora, las proteinas son dirigidas desde el trans-Golgi hasta la vacuola a
través de compartimentos prevacuolares intermedios (prevacuolas) o a la
membrana plasmatica a través de vesiculas secretoras. En la ruta endocitica las
moléculas son introducidas desde la membrana plasmatica a través de
compartimentos endosomales antes de llegar a la vacuola. Ambas rutas, secretora y
endocitica, convergen en la vacuola y estdn muy relacionadas, presentando algunos
compartimentos comunes en el trafico de proteinas. También hay que tener en
cuenta la gran importancia de la regulacion y homeostasis del pH en el trafico
vesicular, que juega un papel muy importante en la modificacion postraduccional,
procesado y trafico de proteinas (Paroutis et al., 2004). La sobreexpresion de los
antiportadores catiéon/H* KEA podria modificar el pH de los distintos
compartimentos endosomales, lo que afectaria a su localizacion.

Para la localizacion subcelular de las proteinas KEAs se utilizaron proteinas
de fusién con GFP en el extremo C-terminal y N-terminal de los antiportadores.
También se usaron una serie de marcadores de organulos con el fin de comparar sus
patrones de distribucién de fluorescencia con los de las proteinas de fusion. Los
organulos en células eucariotas pueden ser clasificados, basandose en su apariencia
al microscopio en dos grupos: organulos predominantemente pequenos y redondos,
presentes en muchas copias por célula, con un patrén punteado; y grandes
organulos, presentes en una unica estructura intercomunicada y extendida a través
del citoplasma, con una morfologia tubular, o morfologia similar a una hoja (Nelson
et al., 2007). Sin embargo, la apariencia de los organulos depende en gran medida de
la posicion del plano de foco en la célula. Por lo tanto, con el fin de determinar la
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localizacion subcelular de los antiportadores KEA de un modo mds preciso, se
procedié a la cotransfeccion de protoplastos con los vectores de expresion
portadores de las construccines AtKEAs::GFP y las construcciones para la expresion
de las proteinas marcadoras de organulos fusionadas con RFP.

Los datos de los experimentos de transformacion simple, demuestran que la
fusion con GFP en el extremo N-terminal de las proteinas, afecta a su localizacion.
De este modo, las imagenes obtenidas del patron de fluorescencia de las proteinas
GFP:AtKEA1 y GFP:AtKEA6 indican una localizacion citoplasmatica, muy
parecida a la mostrada por la proteina GFP soluble (Fig. R36 B y R38 B). Esto podria
explicarse en base a un papel del extremo N-terminal en el reconocimiento del lugar
al que se deben anclar las proteinas transportadoras, de forma que al fusionarse la
GFP al extremo N-terminal de AtKEA1 y AtKEA2 se impediria la insercion de los
transportadores en la membrana. Por otra parte, es posible que la proteina de fusion
no presente una conformacion estable. La degradacion de la proteina daria lugar a
la liberacién de GFP de la parte N-terminal. En el caso de la proteina AtKEA2, no se
obtuvieron imagenes de la localizaciéon de la proteina de fusién con GFP en el
extremo N-terminal. Las proteinas de fusiéon con GFP en el extremo C-terminal,
muestran un patron de distribucion de la fluorescencia distinto al presentado por la
proteina GFP soluble. Las proteinas AtKEA1 y AtKEA2 presentan una distribucion
muy similar entre si, y muy similar a los marcadores prevacuolares/vacuolares
usados en este estudio (Fig. R36 A y R37). Por otro lado, la proteina AtKEA®6
presenta un patrén de fluorescencia muy distinto al mostrado por AtKEA1 y
AtKEA2, y a su vez muy similar a los marcadores de Golgi usados (R38 A). Estos
resultados se confirmaron mediante estudios de colocalizacion con distintas
proteinas marcadoras de organulos fusionadas a RFP. Con estos ensayos se
confirmaron los datos obtenidos en los estudios experimentos de transformacion
simple. AtKEA1l y AtKEA2 colocalizaban parcialmente con los marcadores
prevacuolares/vacuolares, pero no con los marcadores de Golgi (Fig. R40, R41), y en
el caso de AtKEA6 ocurre lo contrario, es decir, colocaliza parcialmente con los
marcadores de Golgi usados en este estudio pero no con los marcadores
prevacuolares/vacuolares (Fig. R42). Estos datos sugieren que las proteinas AtKEA1
y AtKEA2 estan localizadas en la misma subpoblacion de endomembranas, muy
probablemente prevacuolas o vacuolas, y que AtKEA6 se localiza en el aparato de
Golgi.

Los datos obtenidos en los ensayos de localizacién subcelular confirman lo
esperado, ya que AtKEA1 y AtKEA2 presentan una alta homologia de secuencia,
estando muy préximos filogenéticamente, debido a que son el resultado de una
duplicacion génica, y ademas en este trabajo se ha demostrado que complementan
de un modo muy similar los fenotipos causados por la disrupcion de Nhxlp en
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levadura, que también presenta una localizacién prevacuolar, lo que sugeria que
debian estar localizados en el mismo compartimento endosomal. Ademas presentan
la misma localizacidn subcelular que LeNHX2, segtin los resultados obtenidos en los
estudios de localizacion en células de epidermis de cebolla, que ponen de manifiesto
su presencia en pequefias vesiculas, lo que es indicativo de una localizacion
prevacuolar/endosomal (Galvez, 2009). Por tanto, como se ha indicado
anteriormente, AtKEA1 y AtKEA2 mas proximos por homologia de secuencia a
Khalp de la familia CPA2, serian homdlogos funcionales de los genes NHX de la
familia CPA1. Por otro lado, se ha demostrado que AtKEAG®6 se localiza en el aparato
de Golgi, al igual que la proteina Khalp (Maresova y Sychrova, 2006), lo que sugiere
que ambas proteinas podrian ser homologos funcionales. En este sentido es
necesario profundizar en la caracterizacion funcional de AtKEA6 para poder
verificar esta hipdtesis.

Como se ha indicado anteriormente, en el caso de las proteinas de fusion
AtKEA3:GFP y GFP::AtKEA3 no se han obtenido resultados satisfactorios de su
localizacién subcelular en protoplastos del mesdfilo de Arabidopsis. Por lo tanto, se
decidi6 llevar a cabo una aproximacion de su localizacién, mediante
inmunodeteccion en fracciones de membrana de levadura. Esta aproximacion se ha
realizado con éxito en otras proteinas de la familia CPA, como es el caso de LeNHX2
(Venema et al., 2003), donde se observo el cofraccionamiento de la proteina con los
marcadores de Golgi y los marcadores prevacuolares, y estos resultados se
confirmaron mediante estudios de expresion transitoria en células de epidermis de
cebolla (Galvez, 2009). Los datos obtenidos de estos ensayos, ponen de manifiesto la
presencia de AtKEA3 en fraciones de sacarosa de baja densidad (36-37%) que se
corresponde con la densidad de membranas vacuolares y endomembranas, y estd
claramente separada de las fracciones de mayor densidad correspondientes a la
membrana plasmatica y mitocondrial. Ademas se comprobd que el patron de
distribucion de AtKEA3 es similar a los patrones de distribucion del marcador de
Golgi tardio (vps10p), el marcador endosomal/prevacuolar (pep12p), el marcador de
membrana vacuolar (VPH1) y el marcador de reticulo endoplasmatico (Dpmlp)
(Fig. R44 y R45). Estos datos sugieren que AtKEA3 esta localizada en un
compartimento endosomal/prevacuolar. Sin embargo, no se puede descartar la
posibilidad de que en realidad la proteina AtKEA3 quede retenida en el reticulo
endoplasmatico, como ocurre con las proteinas de fusion AtKEA1 y AtKEA2 con
GFP y eYFP expresadas en levadura, ya que es probable que no presente una
conformacién estable debido a que, como se ha indicado anteriormente, su
secuencia parece no estar completa.
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En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo parecen indicar que
AtKEA1 y AtKEA2 se comportan como antiportadores cation/H* relativamente poco
especificos, y que se localizan en membranas endosomales, muy probablemente
prevacuolas. Por todo ello, podrian ser responsables de la acumulacién vacuolar de
cationes cuando se expresan en levadura, no mediante transporte directo, sino a
través de la fusidon de vesiculas cargadas de cationes dirigidas desde prevacuolas
hacia la vacuola central, o bien controlando el trafico de transportadores implicados
en la homeostasis de cationes alcalinos hacia la vacuola, de un modo similar a
Nhx1p de levadura (Fig. D1).

K*/Na*
V-ATPase KEA1/KEA2

—
H* 4
?
ATP
?

Fig. D1. Modelo propuesto del mecanismo de acumulaciéon de cationes en la vacuola
mediado por AtKEA1l y AtKEA2 expresadas en levadura. AtKEA1 y AtKEA2 podrian
desempefar un papel en la carga de prevacuolas (PVC). A partir de estas PVC se enviarian
vesiculas que contienen iones a la vacuola principal, contribuyendo de este modo en la
acumulacion de iones en el lumen vacuolar. También podrian intervenir en la orientacion de
transportadores de cationes no caracterizados en la membrana vacuolar, e indirectamente
afectar la homeostasis idnica de la vacuola.

Ca2+
.

K
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AtKEA1 y AtKEA2 complementan en levadura los fenotipos de sensibilidad
a higromicina, NaCl y KCl causados por la disrupciéon de Nhxlp, pero no
complementan el fenotipo de inhibicion de crecimiento en medio
ligeramente basico y déficit de K* causado por la disrupcién de Khalp. Ello
indica que los genes AtKEA, més proximos por homologia de secuencia a
Khalp y AtCHX20 de la familia CPA2, podrian ser homologos funcionales
de los genes NHX de la familia CPA1. La demostracion de que las células de
levadura de la cepa WX1 transformadas con AtKEA1l y AtKEA2 crecen a
altas concentraciones de KCl, sugiere que ambas proteinas pueden actuar
como antiportadores K*/H* en vacuolas o prevacuolas.

AtKEA2 es, de entre las proteinas estudiadas, la que muestra una mayor
actividad de transporte, presentando una mayor afinidad para el K* y el Cs*
que para el Li* o el Na*. AtKEA1 presenta afinidades similares para el Na,
K, Lity Cs*, mientras que AtKEA3 apenas presenta actividad de trasnporte
ionico.

AtKEA2 es un antiportador ionico, a diferencia de KefC y YhaT que
funcionan como canales idnicos en ausencia de sus proteinas auxiliares. Se
ha comprobado que el glutation inhibe la actividad de AtKEA2 y que la
presencia de NADH potencia esta inhibicion, tal como se habia demostrado
para KefFC cuando funciona como antiportador K*/H* al interactuar con su
proteina auxiliar.

La sustitucion de los aminoacidos Asp'®® y Glu?”® en AtKEA2 resulta en la
inactivacion de la proteina, lo que pone de manifiesto su importancia en la
actividad de AtKEA2.

AtKEA1l y AtKEA2 presentan una colocalizacion parcial con marcadores
prevacuolares/vacuolares, lo que indica que las dos proteinas estan
localizadas en una subpoblacion de endomembranas, probablemente
prevacuolas o vacuolas. AtKEA6 colocaliza con los marcadores de Golgi
usados en este estudio, confirmandose su localizacion en el aparato de Golgi.
En el caso de la proteina AtKEAS3 la localizacién no esta clara.
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	1.3.1. Germinación de semillas y cultivo de plantas de Arabidopsis
	 Las semillas de Arabidopsis se sembraron en macetas que contenían turba (Miracle-Gro®, Scotts) y fueron vernalizadas durante 3 días en oscuridad a 4 oC. Transcurrido este tiempo se transfirieron a una cámara de cultivo donde se cultivaron a 20 oC, con una iluminación de 150 μE m-2 s-1 y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, durante 3-4 semanas (hasta que las hojas estaban bien expandidas y podían ser usadas para el aislamiento de protoplastos del mesófilo). 
	 Alternativamente, las plantas de Arabidopsis se cultivaron en placas petri. Para ello, las semillas (aproximadamente 0,1 g) se desinfectaron en una cabina de flujo laminar horizontal, añadiendo 1 ml de etanol al 70% (v/v) a un tubo eppendorf de 1,5 ml e incubándolas en agitación durante un minuto. Una vez retirado el alcohol, se adicionó 1 ml de una solución de hipoclorito sódico al 3,5 % (v/v) conteniendo Tween-20 al 2,5%, manteniéndose en agitación durante 5 minutos. Seguidamente, las semillas se lavaron 3 veces con agua destilada estéril y se sembraron en placas Petri de 9 cm de diámetro a razón de 50 semillas por placa. Las placas contenían medio de germinación compuesto por los macro y micronutrientes del medio MS (Murashige y Skoog, 1962) y 0,7 % de agar. Una vez sembradas las semillas, éstas se vernalizaron a 4 oC en oscuridad durante 48 horas y, posteriormente se trasladaron a cámaras donde se cultivaron en las mismas condiciones descritas previamente. 
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