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madre, el tamano de las partic as, la cantidad de humus que contiene y el pH. Entre los
principales factores que afectan la distribucién de K* entre la fase sélida y liquida del
suelo, se encuentran el cc..._ai¢  tipo de arcilla (Barber, 1984). Esto se debe a que las
fuerzas con que el K" es retenido varian con el tipo de arcilla y la posicion del ién en la
misma. Cuando mas débil __té el K* retenido en la superficie de las arcillas, mas facil
podra ser liberado a la solucién del suelo (Borges-Goémez et al., 2005). Entre las formas
de incorporacién del K al suelo son: mediante la adicion de residuos vegetales,

estiércoles, residuos animales sélidos y fertilizantes minerales (Barber, 1984).

Cantidades adecuadas de K' son importantes contribuyentes en la adaptacion de los
cultivos al estrés causado por facto. .. bidticos y abidticos, tales como sequias, salinidad,
heladas, ataques de insectos o enfermedades. Por lo tanto, la disposicién de K* en el
suelo es de vital importancia para su absorcién, (Borges-Gémez et al., 2005 y 2008), sin
embargo, las concentraciones de K* en la solucion del suelo no son muy altas y se
encuentran en un rango entre 0.1 a 6 mM, dependiendo del tipo de suelo (Ashley, 2006;
Cuin et al., 2008).

Los suelos contienen K* en cuatr iiferentes formas: intercambiable, soluble, fijo y mineral.
La suma de estas cuatro formas resuita en el " K" total" que contienen los suelos. El K*
intercambiable es el que se encuentra contenido en los sitios de intercambio de iones de
las micelas del suelo (Barber, 1984). Como el K* esta cargado positivamente (cation), es
atraido por las cargas negativas de las particulas del suelo y se mantiene asi hasta que
es reemplazado por una atraccién mas fuerte (como el catién amonio, NH,"). E! K" soluble
se refiere a los iones de K™ que se encuentran en la solucion del suelo (agua contenida en
el suelo) y es inmediatame e disponible para las plantas. El K* fijado se refiere al K*
idbnico que esta atrapado entre las capas de las arcillas y no es disponible para las
plantas. Por ultimo, el K" mineral no esta inmediatamente disponible para las plantas ya
que forma parte integral de las rocas y material original del suelo y requiere un proceso
largo de intemperizaciéon que toma muchos afios para transformarse a formas disponibles
(Barber, 1984; Russell, 1992).

Por otro lado, se puede _ :scribir la fertilidad del suelo segin Comerford (1999), como el
“estatus del sistema suelo planta’, definido por la capacidad para proporcionar los
nutrimentos esenciales para el crecimiento de las plantas, a través de mecanismos de: i)
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de las caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos de Yucatan para mejorar su
aprovechamiento, ha sido insuficiente. A pesar de que los suelos de Yucatdn son
considerados ricos en K" mineral, éste no se encuentra disponible y por lo tanto, no puede
ser absorbido por las plantas; Segun Borges-Gémez et al., (2005) la disponibilidad de K*
depende de su contenido en la solucién del suelo, del adsorbido a los coloides del suelo y
la capacidad del suelo para man._..er una concentraciéon de K* en solucion. Este grupo
evalué las fracciones soluble (Ks) ntercambiable (K)) de K* en 16 suelos de Yucatan con
potencial agricola. Como resultado determinaron que los contenidos de K; y K; fueron
diferentes entre los sitios d :studio (Cuadro 1.1). Esto se debe a que las fracciones de K;
dependen del material parental y su meteorizacion, asi como del contenido y de la
naturaleza de los coloides del suelo (Wang et al., 2004). EI menor contenido de K; (0.769
cmol. kg™) se encontré en el sitio Cacalchen (al norte de Yucatan), donde los suelos se
caracterizan por ser superficiales y pedregosos. El contenido de K; se incrementd hacia el
sur, donde los suelos son mas profundos (Cuadro 1.1). Esto debido a que, los suelos
superficiales son los mas jovenes y con menor contenido de K*, mientras que los suelos
profundos del sur son los de mayor tiempo de formacién y mayor contenido de K*. No
obstante, por su contenido intercambiable mayor a 0.6 cmol. kg™ todos los suelos podrian

clasificarse como ricos en K*.

De manera similar a lo que observaron con el contenido de K, los contenidos mas bajos
de K, fueron reportados para el norte de Yucatan, en la zona de Leptosoles y Rendzinas
(Telchac Pueblo 0.023 mM, Cacalchen 0.020 mM y Buctzotzs 0.072 mM); estos suelos,
ademas de ser limitados en profundida or la presencia de roca dura o material calcareo,
tienen un drenaje muy rapido, lo que ocasiona filtraciones de K* a capas mas profundas y
disminuye el contenido de K; en la capa superficial del suelo (Borges-Gémez et al., 2005).
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Cuadro 1.2 Clasificacion del suelo segun su contenido de K*. Urbano-Terrén. (2005).

Partes por millén (ppm) | ¢).5iricacion del suelo
(1Tppm=1mg L")
K" <50 Muy pobre
50 < K" <100 Pobre
100 < K <150 Medio
K'2 150 Rico

1.4 EL POTASIOCOMO E :ME ) ESENCIAL

Un elemento es considerado esencial si: a) su deficiencia impide que la planta complete la
fase vegetativa o reproductiva de su ciclo de vida, b) si su deficiencia no puede ser
remplazada por otro elemento mineral o ¢) si se ha demostrado que realiza una funcién
especifica (Wakel et al., 2011; Armon y Stout, 1939). De acuerdo con Epstein y Bloom
(2005) un elemento es esencial si cumple con uno de los siguientes criterios: 1) el
elemento es parte de una molécula como componente intrinseco de su estructura o del
metabolismo de la planta; y 2) la planta al ser privada severamente de este elemento
presenta anormalidades en su crecimiento, desarrolio o produccién en comparacién con
plantas que no son privadas de éste (Wakeel et al., 2011).

Diecisiete elementos son considerados como nutrientes en las plantas. Basados en su
concentraciéon en la planta han sido divididos en macronutrientes (g Kg') vy
micronutrientes (mg Kg™') (Wakeel et al., 2011). Dentro de los macronutrimentos el K* es
requerido en grandes cantidades en las plantas, pues desempefia numerosos papeles en
el metabolismo (Bidwell, 1993) (Cuadro 1.3).
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en la hoja (Cuin et al., 2003). La homeostasis del K" citoplasmico es esencial para los
procesos metabdlicos. Dos mecanismos estan involucrados en el mantenimiento de la
homeostasis: 1) el control del influjo de K* a través de la membrana plasmatica y 2) la
movilizacién del K* de reserva a partir de vacuola (Walker et al., 1996; Cuin et al., 2003;
Gierth y Méaser, 2007).

En cuanto a su movilidad, se conoce que el K es muy mévil dentro de las plantas;
desplazandose hacia arriba y hacia abajo por el xilema y el floema en direccién hacia los
tejidos meristematicos. La concentracion de K' en el floema se encuentra
aproximadamente en un rango de 60 a 100 mM (Mengel, 2007 citado por Wakeel et al.,
2011). Esto indica que el K se absorbe selectivamente por los vasos cribosos del floema
y puede desplazarse faciimente desde las partes superiores hacia los 6rganos basales de
la planta, frutos y raices. EI movimiento del K' hacia arriba y hacia abajo puede
entenderse mejor con el experimento de Pitman (1972) cuando plantulas de cebada
fueron cultivadas en una solucién que contenia K* y Na*. Las hojas maduras tienden a
acumular mas Na* y las hojas jovenes mas K*. La hoja en su totalidad recibe iones desde
el xilema y puede exportar K* (preferentemente sobre el Na*) hacia el floema, que luego
se mueve principalmente hacia las hojas mas jévenes asi también como a las raices. El
equilibrio entre estos procesos determinara el nivel de los iones en las hojas. Por lo tanto,
el movimiento del K* desde las hojas se realiza a toda la planta por el floema (Mengel y
Kirkby, 1987). La traslocacién y redistribucion del K* ocurre desde las partes mas maduras
de la planta a las partes mas nuevas que se van formando (Swya y Kafkafi, 2008).
Martinez-Estévez ef al, (2006) determinaron la dinamica y distribucién de diferentes
nutrientes, entre ellos el K* en hojas de chile habanero (C. chinense Jacq.). El K* presenté
una movilizacién desde las hojas mas maduras hacia las mas jévenes, acumulandose en
estas Uitimas. Esta movilizacién del K* esta posiblemente relacionada con su funcién en el

movimiento estomatico.

1.4.2 FUNCIONES BIOLOGICAS

El K esta implicado en numerosas funciones del metabolismo vegetal por ejemplo: en la
muerte celular programada, sintesis y activacion de enzimas, balance catiénico/aniénico,
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presencia de una pared celular que impide | agocitosis de los cuerpos apoptéticos, cuya
respuesta evolutiva ha sido l: jeneraciéon de una extensiva vacuolizacién del citoplasma,
donde las enzimas hidroliticas se encargan de ir digiriendo los restos celulares (Pérez et
al., 2007)

1.4.2.2 SINTESIS DE PROTE.. .AS Y ACTIVACION DE ENZIMAS

El K* es requerido para la sintesis y activaciéon de enzimas (nitrato reductasa, almidén
sintasa, entre ofras) (Figura 1.1). Existen alrededor de 60 enzimas cuya actividad puede
depender de la presencia del K*. El K*y otros cationes monovalentes se unen de manera
electrostatica a la superficie de la enzima generando cambios conformacionales en la
molécula exponiendo el sitio activo para la reaccion (Wakeel et al., 2011), en general
estos incrementan la velocidad de reaccidén, Vna.., Yy en algunos casos aumentan la
afinidad por el sustrato, K, (Marschner, 1986) /n vitro, la activacion de enzimas ocurre en
presencia de 50 a 100 mM de K", un valor que va de acuerdo con las concentraciones
citoplasmicas. La unién del K* a la enzima es en forma deshidratada, probablemente a
través de la unién con seis atomos de oxigeno que pueden derivar de los grupos
carboxilo, carbonilo o hidroxilo a partir de las moléculas ... agua. Esta unién es muy
selectiva para el K'y no puede ser sustituida por otros iones similares, tales como el Na* o
Li* (Maathuis, 2009)

La funcion del K* en la sintesis de proteinas se demuestra en la acumulacion de fos
compuestos solubles de nitrégeno (aminoacidos, amidas y nitrato) en plantas con déficit
de este cation. Esto puede ser demostrado directamente por medio de la incorporacién de
N inorganico marcado dentro la fraccién proteica. En plantas de tabaco colocadas
durante cinco horas en presencia y deficiencia de K*, el 32% y 11%, respectivamente del
total de N ha sido incorporado dentro de la proteina; probablemente el K* no solo activa la
nitrato reductasa sino también es requerido para la sintesis de esta enzima (Marschner,
1986). Enzimas especificas han demostrado ser activadas por el K, incluso isoformas de
la PPasa vacuolar que acumula protones en el lumen vacuolar y son estrictamente
dependientes de K*. También, enzimas implicadas en el metabolismo del carbono tales
como fa piruvato cinasa y fosfofructocinasa han demostrado dependencia de K'. La
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transporte de iones en la célula (Wakeel et al., 2011). El K* es clave en la regulacién
homeostatica de la diferencia de potencial eléctrico de la membrana plasmatica. La
concentracion externa de K* provoca cambios en el potencial debido a su transporte, si
aumenta la concentracion externa de K* se produce la entrada de este catién a la célula
provocando la despolarizacién de la membrana y al disminuir [a concentracién externa se
produce la salida del mismo de la célula lo que origina la hiperpolarizaciéon de la
membrana (Britto y Kronzuker, 2008). ElI K' entra a la célula cuando el potencial
electroguimico es menor en el citosol con respecto al medio exterior. Con ésta entrada,
aumenta el potencial electroquimico y se alcanza el equilibrio (Mengel y Kirkby, 1980). La
carga negativa del citosol es mantenida por la actividad de las bombas de protones que
liberan iones H* del citosol al apoplasto manteniendo negativo el potencial de membrana
en un rango de 120-200 mV. El K* juega un papel importante en el transporte de agua,
nutrientes, metabolitos y fitohormonas a través del xilema y el floema. Cuando el
suministro de K" se reduce, los procesos de traslocacion estan abatidos (Chrispeels et al.,
1999; Wakeel et al., 2011).

Los fotoasimilados son generados en las células fotosintéticas y posteriormente son
incorporados a la corriente floematica. La sacarosa durante su transporte por el floema
pasa al apoplasto del mesdfilo; esta salida es favorecida por la concentracién de K* en el
apoplasto. Desde alli se incorpora al simplasto en la célula acompafiante o en el elemento
criboso por cotransporte activo, facilitado por una ATPasa de membrana que expuisa H* y
provoca la entrada de K* al simplasto. La participaciéon del K en la carga de sacarosa al
floema ha sido estudiada en cafia de azlcar (Hartt, 1969), sauce (Pee! y Rogers, 1982) y
frijol (Cakmak et al, 1994). En estos reportes se sugiere que el aumento de la
concentracion apoplastica de sacarosa es posiblemente estimulada mediante el eflujo K*-
sucrosa a partir del meséfilo (Schobert et al., 1998). Por otro lado, Mengel (2007)
menciona que particularmente la sacarosa es llevada hacia las células cribosas a un
mayor pH apoplastico por cotransporte. Por lo tanto, en una insuficiencia de H* el K*
puede sustituirlo y asi llevar a cabo el transporte de metabolitos importantes requeridos
para el crecimiento y almacenamiento. La concentracion de K* en el floema oscila en
rangos de 60-100 mM (Mengel, 2007, citado por Wakeel et al., 2011). Se ha demostrado
gue algunos iones inorganicos pueden afectar el mecanismo de carga de sacarosa al
floema; asi mismo, Schobert (1998) sugiere que en plantulas de Ricinus communis L.
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epidermis de la raiz, éste llega hasta la estela donde se encuentran los vasos xilematicos

y tre~nidae Eetne waane vilematicos son los encargados del transporte de K™ hacia la
part listintos tejidos
ato el K* atraviesa
fos - tica. En la ruta
apo ar y entre los
esp Caspary. Esta
ban std compuesta
may rra  hidrofobica
imp 1asta el xilema.
Por ‘conectado por
pla: cosibilidad para
que 4). Esto implica
que atica. Debido a
que , la entrada de
ést :0mo canales y
(£ —— - . , 2009).

Analisis fisiolégicos indican que los diferentes mecanismos ¢ ransporte difieren en su
afinidad por el K*, y envuelven proceso de toma de K* desde el suelo, transporte y
compartamentalizacion. Se conocen dos mecanismos de incorporacion de K* con distintas
caracteristicas cinéticas los cuales residen en la membrana plasmatica. Es la denominada
cinética bifasica de incorporacion del K* (Epstein et al., 1973) (Figura 1.5). Por un lado, un
sistema de alta afinidad (mecanismo 1), que se satura en funcién de la concentracién de
K* en el rango micromolar y que introduce K* en el citoplasma en contra de su gradiente
de potencial electroquimico (Epstein et al., 1973; Grierth y Mé&ser, 2007; Britto vy
Kronzucker, 2008). Este mecanismo probablemente representa la via dominante de
incorporacién de K* en la mayoria de suelos, donde la concentracién de K* no excede

normalmente 1 mM.

Como la energética de la membrana plasmatica se basa en la creacién de un gradiente
electroquimico de H* mediante una bomba de H* que hidroliza ATP. Dicho gradiente es
utilizado para el transporte de K* en contra de su gradiente electroquimico (Aleman,
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canales TPK (tipo KCO), canales de rectificacion saliente activados por Ca®* se
caracterizan por consistir en un dimero, cada subunidad presentando cuatro regiones
transmembranales y dos dominios P. Mientras que los canales Kir-like presentan un solo
dominio P al igual que los canales tipo Snaxer (Lebaudy et al 2007; Czempinski et al.,
1997) (Figura 6). Por lo tanto, para que se forme el poro y el canal sea funcional los
canales tipo Shaker y Kir-like necesitan de cuatro subunidades alfa y los canales TPK solo
dos.

En Arabidopsis se han reportado nueve miembros para los canales tipo Shaker y cinco
para los TPK. Algunos canales como tipo Shaker son sensibles a voltaje, por lo que
presentan un sensor de voltaje en el cuarto domino transmembranal. Sin embargo, no
todos los canales son regulados por voltaje como por ejemplo los canales TPK y en
cuanto a los Kir-like, aun se desconoce (Figura 1.6) (Lebaudy et a/ 2007; Cuin et al.,
2008).

Muchos canales no muestran una estricta rectificacion, ya que algunos son capaces de
transportar los iones solo en un cierto rango de potencial de membrana y/o en una
direccién en particular. Una comparacion de las propiedades funcionales de los canales
de K’ tipo Shaker en sistemas de expresién heteréloga con actividad registrada en
plantas, indican que estas corrientes son mediadas por canales selectivos a K que son
activadas por voltaje que dominan la conductancia de K* en la membrana y ambos
despolarizan y polarizan el potencial de membrana (Lebaudy et al., 2007).

Basado en esta dependencia de voitaje, estos canales estan agrupados entre tres
subfamilias funcionales (Lebaudy et al., 2007):

¢ Canales de rectificacion entrante (rectificacion entrante), estos canales estan
involucrados en la toma de K* y son activados por una hiperpolarizacion de la
membrama, a partir de un umbral mas negativo que el potencial de equilibrio del
K.

e Canales de rectificacion entrante débil, son capaces de mediar tanto la absorcién
de K*y la su liberacién dependiendo del gradiente electroquimico del K*.
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simporte K'/H" ya descrito en este hongo (Rodriguez-Navarro et al., 1986). No obstante,
esto no implica que todos los transportadores tipo HAK constituyan mecanismos de alta
afinidad. Diversos estudios apuntan, de hecho, a que algunos miembros de esta familia
podrian mediar un transporte de K* de moderada o baja afinidad (Bafuelos et al., 2002;
Ahn ef al, 2004). En este sentido, es destacable que el analisis filogenético de las
secuencias identificadas en cebada, arroz y Arabidopsis permite la distincion de cuatro
grupos (I — IV; Rubio et al., 2000; Bafuelos et al., 2002), caracterizandose el grupo | por
incluir, aparentemente, sélo transportadores de alta afinidad, en contraposicion al grupo |1,
que mayoritariamente engloba transportadores presumiblemente de moderada o baja
afinidad.

Otros miembros de la familia muestran distinta afinidad por el K* cuando se expresan en
levadura. AtKUP1 de A. thaliana presenta una afinidad dual, mediando el transporte de K*
en el rango de baja (LATS) y alta afinidad (HATS) (Fu y Luan, 1998), mientras que el
transportador AtKUP2 funciona en el rango de baja afinidad, ya que complementa el
fenotipo de una mutante de levadura deficiente en la toma de K* cuando la concentracién
es de 1 mM. (Quintero y Blatt, 1997)

En algunos transportadores de la familia KT/HAK/KUP, se ha demostrado su papel en el
desarrollo de la planta. Por ejemplo, una mutacién en AtKUP2, causa una reduccion en el
tamano de las células de los brotes de Arabidopsis, 1o que origina el fenotipo shy3-1
(hipocétilo pequefio en oscuridad, el cual resulta de la reduccién de |z _xpansién celular).
Sin embargo la mutacién no disminuye la capacidad de la proteina de transportar K,
cuando se expresa en un sistema heterélogo y la mutante nula atkup2 no expone el
fenotipo. Por lo tanto, el fenotipo shy no es causado necesariamente por la reduccioén en
el transporte de K* (Grabov, 2007; Rigas et al., 2001). En otra mutante de Arabidopsis,
que ha perdido por completo su funcidon de generar pelos radiculares normailes (tiny root
hair 1 (trh1)) por la disrupcién del gen AtKUP4/TRH1. Los pelos radiculares son iniciados
en esta mutante pero no iogran su elongacién y aparecen pequefias protuberancias en la
superficie de las células epidermales. A parte de este defecto, raices de trh1 prestan un
comportamiento agravitrépico cuando crecen en platos de agar verticalmente. Ninguno
de estos defectos morfolégicos es restaurado con un incremento en la concentracion
externa de K*. Sin embargo, TRH1 i__. _apaz de restaurar el transporte de K* por trk7 en
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transcrito y la actividad de fos transportadores de esta familia disminuyen o se inhiben
como en el caso del HAK1 de Capsicum annuum (CaHAK1) (Martinez-Cordero et al.,
2004) y el HAK5 de Thellungiella halophila (Aleman et al., 2009). 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).

1.6.3.2 TRANSPORTADORES TRK/HKT

Los transportadores HKT de plantas pertenecen a la superfamilia Trk de transportadores
catiénicos que estan topologicamente relacionados con los canales de K* (Figura 1.7).
Ambos estan formados por los denominados bloques MPM (dos dominios
transmembranales separados por un poro). Concretamente las proteinas HKT/Trk poseen
cuatro motivos MPM en un solo polipéptido. Doyle et al (1998), establecid que el poro (P-
loop") de los canales de K' sirve para atraer al catién al entorno hidrofébico de la
membrana plasmatica. La hélice del poro termina en el motivo (GYG) glicina-tirosina-
glicina que esta desprovisto de estructura secundaria y es el encargado de unir el i6n K"
De hecho, el P-loop” de las proteinas HKT/Trk contiene una glicina aitamente conservada.
Ademas se ha demostrado en bacterias que las cuatro glicinas de los cuatro motivos
MPM son fundamentales para el transporte de K'.

Los genes HKT/Trk se encuentran en bacterias, hongos y plantas, pero han sido
selectivamente eliminados del mundo animal (Gierth y Maser, 2007). En plantas existen
dos subfamilias, donde la familia | esta implicada en el transporte pasivo de Na* de baja
afinidad. La subfamilia 1} catalizan el transporte activo de K* y Na" de alta afinidad (Munns
y Tester, 2008; Horie et al., 2007; Gierth y Maser, 2007). Los HKTs, perteneciente a la
subfamilia |l, poseen los cuatro filtros de glicina (excepto OsHKT1 en arroz,
respectivamente OsHKT2, 1; nueva nomenclatura). La glicina en el primer p-loop es
necesaria para el transporte de K* en OsHKT2 y TaHKT1 en trigo (Gierth y Méaser, 2007).
En arroz se han identificado nueve genes que codifican para transportadores HKT
(OsHKT1-9). La expresion de TaHKT1 en trigo al igual que OsHKT2 en arroz, es inducida
en el tejido de la raiz a bajas concentraciones de K'y ambas proteinas funcionan como un
simporte de K'/Na* cuando es expresado en ovocito de Xenopus o Saccharomyces
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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”.

En arroz se han identificado nueve transportadores tipo HKT y se ha comprobado que el
transportador OsHKT2;1 cataliza la absorcién 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 ef 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 téxicos de Na* en la planta. Se ha comprobado que este transportador es
permeables a Na“*, K*, Cs* y Rb” y que presenta distintos modos de transporte en funcién
de las concentraciones externas de K* y/o Na™: uniporte a Na*, cuando la concentracién
externa de Na* esta en rango milimolar y la del K™ en el rango micromolar.; simporte
Na‘'/K’, a concentraciones externas de Na™ y K" en el rango micromolar. OsHKT2;2
cataliza el transporte acoplado de K* y Na* (Hori et al., 2007).

1.6.3.3 TRANSPORTADOR i ANTIPORTE PROTON/CATION (CPA)

Los antiportadores catién monovalente/protdén se engloban en dos familias CPA1 y CPA2,
ademas se encuentran en plantas, hongos, bacterias y animales (Gierth y Méaser, 2007).
Tanto CPA1 como CPAZ2 se subdividen en otros grupos que pueden ser especificos de
algun reino en particular. Por ejemplo la familia NhaP corresponde a bacterias, NHE-PM a
animales y SOS1 a plantas. Los CPAs trabajan sin que les afecte el diferencial de
potencial de membrana (son electroneutros) y su funcién puede ser tanto la de regular la
homeostasis de los cationes monovalentes como la de regular el pH (Brett et al., 2005;
Gierth y Maser, 2007).

En mutantes atnhx?1 de Arabidopsis se observan bajas concentraciones de K en las
partes aéreas. En estudios con liposomas se comprueba que AtNHX1 transporta Na™ y K*
con la misma afinidad (K, de 42 uM K" y 45 uM para Na®). También esta capacidad dual
K'/H" y Na'/H" es observada para las proteinas vacuolares CPA1 como son ItNHX1 y
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Shin y Schachtman (2004) observaron que la deficiencia de K* produce una liberacion de
H,O, que induce la expresién de genes que codifican transportadores de K* como
AtHAKS. En otras especies también se ha demostrado la existencia de transportadores
cuya transcripcion es inducida por ayuno de K*, como el LeHAK5 de tomate, HYHAK1 de
cebada, CaHAK1 de pimiento y OsHAK1 de arroz (Santa-Maria et al., 1997; Bafiuelos et
al., 2002; Wang et al., 2002; Martinez-Cordero et al., 2005; Leidi et al., 2010).

La reguiacién de las actividades de canales y transportadores de K' mediante
modificaciones post-traduccionales juega un papel crucial en la transduccién de la sefal
en respuesta a deficiencia de K’. Existen evidencias de que la fosforilacion y
desfosforilacion de canales de K*, mediada por proteinas quinasas y fosfatasas,
respectivamente, constituyen un mecanismo importante en las respuestas de la planta a
la deficiencia de K* (Lee et al., 2007; Li et al., 2006). AKT1, puede funcionar en el rango
de alta y baja afinidad. Se ha sugerido que el cambio entre ambos mecanismos de toma
de K* puede ser controlados por el estado de fosforilacién de AKT1 (Li et al., 2006).
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sintetizado in vitro a partir de clonas de ADN complementario. El tamafio y la facilidad de!
manejo han hecho que los ovocitos sean adecuados para la medicion de agua y flujo de
solutos, y en particular, la caracterizacion electrofisiolégica de transportadores
electrogénicos de membrana (Dreyer et al, 1999). En arroz (Oryza sativa), se han
caracterizado dos canales HKT, OsHKT2;1 y OsHKT2;2 mediante su expresion en
ovocitos de Xenophus. Estudios de voltage clamp utilizando los ovocitos transformados
mostraron las diferencias de selectividad Na*/K* que existen para ambos canales (Yao et
al., 2010).

1.7.3 CELULAS DE INSECTO

Ofra alternativa de sistemas de expresion, es la infeccion en células de insecto por medio
de baculovirus recombinante. Los baculovirus son conocidos por su alta eficiencia como
vectores de expresion génica heterdloga en células eucariotas (Dreyer ef al., 1999). Los
vectores de expresion de baculovirus se caracterizan por su capacidad de producir
inmensas cantidades de proteinas heterélogas funcionales. Una de las caracteristicas de
los sistemas de expresién baculovirus/insecto que mas han llamado la atencion es su
capacidad de procesar proteinas eucariotas (Dreyer ef al., 1999). Un prerrequisito para el
sistema insecto/baculovirus es la preparacion de baculovirus recombinantes (rBV)
mediante la inserciébn de un gen extrafio en un vector de transferencia basado en un
plasmido, que entonces se incorpora al genoma del baculovirus (BV) mediante una
recombinacién homdéloga (Huynh y Zieler, 1999). Baculovirus infecta a las células de la
polila Spodoptera frugiperda (lineas celulares SO y Sf21) han sido utilizadas para la
caracterizacion bioquimica y fisiolégica de canales de K* de plantas (Gaymard et al.,
1996; Dreyer et al., 1999).

La utilizacion de los baculovirus como sistema de expresion se basa en la sustitucion de
los genes de la fase muy tardia, principalmente polh y p10, por los genes de interés. Estos
genes (gen polh que codifica para la proteina mayoritaria de la matriz cristalina, la
poliedrina, y el gen p10) de expresion muy tardia se caracterizan por tener elevadisimos
niveles de expresion y por ser prescindibles en el ciclo replicativo del baculovirus y que
dan lugar a la formacién de la matriz cristalina que embebera a los viriones acabando en
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en el que estan presentes los mecanismos postraduccionales de modificacion de
proteinas. Por otra parte, la existencia de mutantes desprovistos de sus sistemas de
transporte propio, convierte a las células de levadura en una herramienta ideal para el
estudio del transporte y homeostasis de cationes asi como para el estudio molecular de
transportadores de eucariotas superiores (Darley et al., 2000; Haro et al., 1993). En este
sentido, la identificacion de los primeros canales de K* de Arabidopsis, se llevé a cabo
mediante complementaciéon heterdloga de una cepa de levadura mutante (trk1Atrk2A)
capaz de crecer a bajas concentraciones de K* (Anderson et al., 1992; Sentenac et al.,
1992)

En S. cerevisiae se han clonado dos genes implicados en la entrada de K*, que codifican
para dos proteinas de membrana, de 1241 y 849 aminoacidos, respectivamente. Ambas
se caracterizan por presentar 12 dominios transmembranales (Ko y Gaber, 1991). El gen
TRK1, codifica para un transportador que presenta una alta afinidad para el K* (Gaber et
al., 1988). El gen TRK2, codifica para una proteina muy similar a Trk1p (55% identidad)
que muestra una moderada afinidad para el K* y una baja actividad en condiciones
normales (Ko y Gaber, 1991) (Figura 1.8). La ausencia de TrK1p da lugar a una levadura
incapaz de crecer a concentraciones micromolares de K* (Ramos et al., 1985) y a la
aparicion de un sistema de muy baja afinidad. En las células trk7, la disrupciéon del gen
TRK2 incrementa los requerimientos de K* y su sobreexpresién restaura la capacidad de
crecimiento en el rango micromolar de la cepa silvestre (Ramos et al., 1994, Vidal et al.,
1990).

Para explicar la organizacion molecular y funcional del transporte de K* en S. cerevisiae
se han formulado dos hipétesis. Una propone la existencia de dos sistemas
independientes de transporte: uno, de alta afinidad, TRK1, y otro, de baja afinidad, TRK2;
ya que la interrupcion simultanea de ambos genes (doble mutante trk1 + trk2) no afecta la
variabilidad celular en medios con abundante K*, este modelo propone que otros
transportadores de membrana participan en la entrada de K* (Gaber, 1992). Un segundo
modelo propone que el transporte para este cation en esta cepa mutante trk1 trk2 puede
ser debida a la existencia de un transportador especifico de K* que forma parte de un
Unico sistema transportador, formado éste por varias subunidades (Ramos et al., 1994).
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2.6.3 OBTENCION DEL ADNc DE CcHAK1

Una vez determinada la secuencia para cada uno de los extremos, se disefiaron
oligonucledtidos especificos desde el codén de inicio ATG en el extremo 5° y el codén de
terminacién STOP en el 37, a estos oligonucledtidos se les agregé el sitio de corte para las
enzimas de restriccién Xba /' y Eco Rl en los extremos 5y 3° respectivamente, con el
objetivo de dirigir la insercién del fragmento en el vector de expresién para levadura, al
igual que una secuencia en el extremo 5" que favorece la traduccion de la proteina en la

levadura.

El ADNc se sintetiz6 a partir de ARN de raiz en ausencia de K* utilizandc 3l paquete
AffinityScrip Muitiple Temperature Reverse Transcriptase (STRATAGENE) s«wiendo las
especificaciones del fabricante. El fragmento se amplific6 mediante RT-PCR, tilizando la
enzima PfuUltra polymerase (Roche); se cloné en el vector pCR2.1-TOPO (INVITROGEN,
Carlsbad, CA, USA) y se transformé en E. coli (cepa DHSa). Para la purificacion del ADN
plasmidico se utilizdé el Kit NucleoSpin Plasmid (MACHEREY-NAGEL). Las clonas
seleccionados fueron secuenciados utilizando los oligonucleétidos universales del vector
pCR2.1-TOPO, dos juegos de oligonucleétido especifico uno de CcHAK1 y otro de C.
annuum utilizados en la obtencién de los extremos 5 y 3" del ADNc, para obtener los
fragmentos correspondientes a el ADNc de CcHAK1 (Cuadro 2.3).
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perfil de fosforilacion se predijo mediante el programa NetPhos 2.0 Server
(bttp://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/).

2.8 EXPRESION SEMICUANTITATIVA DE CcHAK1

Se utilizé 0.1 g de tejido de raiz de plantulas de chile habanero (C. chinense Jacq.)
cultivadas durante un periodo de diez dias en solucién Hoagland (Cuadro 2.1) en
ausencia y presencia de K* (con o sin 10 mM NaCl). Para la extraccién se empleé el
método de TRIZOL (SIGMA). El ARN se resuspendio en 50 pL de agua libre de RNasas.
Se comprobd su integridad en un gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio,

aplicando una concentracion de 1 pg de ARN por tratamiento.

La sintesis de primera cadena se realizé utilizando el Kit First strand cDNA synthesis kit
por RT-PCR (AMV) (ROCHE), siguiendo las especificaciones del fabricante y a partir de 1
ug de ARN.

Para obtener un fragmento de CcHAK1 de aproximadamente 352 pb, se realizé un PCR a
partir de una mezcla de reaccién que contenia: 2.5 uL de buffer 10X (Invitrogen) para
PCRM, 1 uL de MgCl 50 mM, 1 uL de dNTPs 10 mM, 2 ulL de oligonucledtidos 10 pmoles
mL™ (CcHAK1-1: TACAACAACAAGTCCATTCAAG y CcHAK1-STOP:
CGAATTCGTTATACCTCATAAGTCATGCCAACC), 1 puL de enzima Taq polimeras (1 unit

pL™") (Invitrogen) en un volumen final de 25 L.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 95°C 30 s, 5§5°C 30s, 72°C 40s; 30 ciclos y
72°C 10 min; un ciclo. Los productos de la reaccion se verificaron en un gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio. Se utilizé como estandar de carga la expresion del ARN

ribosomal 18S.
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CcHAK1
CaHAK1
LeHAKS
AtHAKS
ThHAKS
OsHAKL
HvHAK1
McHAK
MCHAK?2
AtKT1
HVHAK2
AtHAK11l
OsHAK12
OsHAK17

El analisis filogenético ubica a CcHAK1 en el grupo | de los transportadores de K*, cerca
de CaHAK1 y SIHAKS (Figura 2.6). En este grupo se encuentran los transportadores que
presentan caracteristicas como una alta afinidad a K*, sensibilidad a Na®, pobre
discriminacién entre K*, Rb" y Cs®, asi como una expresion inducida en condiciones de

TRLLRVGMTYEV- 804
TRLLRVGMTYEV- 804
TRLLRVGMTYEL- 786
SKLLKVGMTYEL- 785
SKLLKVGMTYEL- 790
DQLLKVGITYEI- 767
DOQLLKVGITYEI- 775
ASTLEVGMVYHV- 772
VSLLEVGMVYVV-~ 788
TSLLEVGMVYYVF 713
ISLIEVGMIYYV~ 772
ESLLNVGQIFYV- 7892
ESLLNVGQIYYI- 782
QQRVEIGMLYKV~ 715
. .ok . .

Figura 2.5 Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de algunos
transportadores de tipo HAK. En gris se muestran los aminoacidos conservados
entre las secuencias, diferencias entre CcHAK1 y CaHAK1 (recuadros),
secuencia conservada en el primer segmento transmembranal (delineado) y
diferencia en la posicién 356 entre los transportadores del grupo | (recuadro
punteado); Clustal W2 (hitp://www.ebi.ac.uk/Tool/ clustalw2/index.html).
Secuencias: C. chinense CcHAK1; O. sativa OsHAK1 (AJ427970) y OsHAK17
(AJ427975.1), OsHAK12 (AJ427981.1), H. wulgare HVHAK1 (AF025292) y
HvVHAK2 (AF129479.1); A. thaliana AtHAK1 (BT002147.1), AtHAKS
(AF129478.1) y AtKT1 (AF012656.1); T. halophila ThHAKS5 (EF177193); M.
crystallinum McHAK1 (AF367864.1) y McHAK2 (AF367865.1); C. annuum
CaHAK1 (AY560009); L. esculentum LeHAKS (DQ489721).

ausencia de K* (Aleman et al., 2009; Rubio et al., 2000).
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Figura 2.9 Perfil de fosforilacion de la proteina CcHAK1.
Programa: Netphos 2.0 server; http://www.cbs.dtu.dk/services/netphos/.

La regulacién de las actividades de canales y transportadores de K* mediante
modificaciones postraduccionales juegan un papel crucial en la traduccién de la sefial en
respuesta a deficiencia de K*. Para el caso de los canales se ha demostrado que AKT1,
puede funcionar en el rango de alta y baja afinidad. Se ha sugerido que un cambio entre
estos dos mecanismos de toma de K* pueden ser controlados por el estado de
fosforilacion de AKT1 (Wang y Wu, 2010; Xu et al, J06). Para el caso de
transportadores es muy poco lo que se sabe, pero no se destaca la posibilidad de una
regulacion mediante fosforilacion.
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capitulo mediante su caracterizacién funcional. Sin embargo, al hacer el alineamiento con
los transportadores pertenecientes al grupo | (Aleman et al., 2009) se encontré que en la
posicion 356 todos presentan el aminoacido Aspargina (N) y que este aminoacido esta
sustituido por Treonina (T) en CcHAK1.

Mediante un RT-PCR semicuatitativo se determiné que CcHAK1 se expresa fuertemente
en ausencia de K'y que esta expresion no se ve afectada en presencia de NaCl. Estos
resultados son comparables con los reportados por Martinez-Cordero et al. (2004), el cual
mediante un analisis de Northern blot demostré que CaHAK1 se expresa en tejido de raiz
de plantulas con tres dias de ayuno de K y que esta expresion no se detecta en la parte
aérea ni en raices de plantulas que crecieron en presencia de K'. También se ha
demostrado que la presencia de NH," en la solucién de crecimiento reduce la expresion
de CaHAK1 (Martinez-Cordero et al., 2005).

Otro transportador estudiado es el de Thellungiella halophila, ThHAKS5; cuya expresién fue
caracterizada mediante un analisis de Northern blot. Los transcritos de ThHAKS fueron
detectados Unicamente en raices de plantulas en ayuno de K*. Este nivel de expresién
disminuy6 en presencia de NaCl a partir de 25 mM. Para comparar estos resultados con
una planta glicéfita, ellos utilizaron el transportador de A. thaliana; AtHAKS. La expresion
de éste al igual que la de ThHAKS, se detecté en raices de plantulas ayunadas de K*, sin
embarg a expresion de AtHAKS se inhibe completamente en presencia de NaCl (Aleman
et al., 2009).

La obtenciéon del ADNc que codifica para el transporte de alta afinidad en C. chinense,
CcHAK1, abre nuevas posibilidades para estudiar el transporte de K*; ya que hasta ahora,
los estudios de estos transportadores a nivel de proteina son muy escasos por lo que,
este trabajo contribuira a aumentar el conocimiento sobre la familia HAK/KUP/KT.
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1y 10 mM de NaCl.

3.3.4 ENSAYOS DE FLUJOS Y ACUMULACION DE CATIONES EN LEVADURA

El analisis de la capacidad de transporte de WA3-CcHAK1, se realizé6 mediante dos tipos
de ensayos: ensayos de deplecion de K* del medio y ensayos de acumulacion celular del
cation. Para ambos ensayos, los cultivos de levadura se crecieron previamente en medio
FA-U adicionando 50 mM K* durante 12 h, a 28°C en agitacién. Posteriormente, el cultivo
se colectd por centrifugacion (5000 x g durante § min) y se lavé con H,0nq para finalmente
ser resuspendido y ayunado en medio FA-U en ausencia de K* durante 4 h. Una vez
ayunado el cultivo fue centrifugado, lavado y resuspendido en tampén 10 mM MES a pH 6
con Ca(OH), suplementado con glucosa al 2%, al cual se le afiadié la concentracion del
catién correspondiente (RbCl y/o KCI).

Los ensayos de entrada de K* se realizaron mediante la determinacion de la deplecién del
cation en el medio. A lo largo del tiempo se tomaban muestras de 1 mL del medio externo,
se diluian en 1 mL de H.0mq y a partir de estas diluciones se determinaban los cationes.
Para determinar la acumulacién del catién se midi6é el contenido interno del mismo en el
cultivo de levadura, tomandose muestras de 5y 10 mL a distintos tiempos, se filtraban a
través de filtros Millipore AAWP (Molsheim, France) de 0.8 um de poro con ayuda de una
bomba de vacio y se lavaban con una solucién de 20 mM MgCl,. La extraccion del catién
celular se realizaba con una solucién de 0.2 M HCl y 10 mM MgCl, durante 12 h.

Para ambos estudios se tomaron muestras del medio de cultivo después del ayuno para
comprobar que las levaduras se encontraran ayunadas. Las concentraciones de los
cationes se determinaron en un espectrofotometro de absorcién atémica Perkin-Elmer
mod. 2380 (Norwalk, CT, USA). De igual manera se midi6 la entrada de K* en presencia
de 1 mM de NH,CI, CsCly NaCl, para determinar si la entrada de K* puede ser inhibida o

disminuida por alguno de estos compuestos.
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3.4.1.5 CRECIMIENTO DE LOS TRANSFORMANTES DE LEVADURA EN PRESENCIA
DE CLORURO DE SODIO

Hasta ahora se ha demostrado que WA3-CcHAK1 puede crecer en medio FA
suplementado con 100 uM K" y 50 mM NaCl y que el transporte de alta afinidad de K* no
se inhibe en presencia de 1 mM de NaCl. Para determinar si el NaCl no afecta el
crecimiento del transformante, se utilizé medio FA menos uracilo suplementado con 100
uM K* y en ausencia o presencia de 10 mM NaCl. La densidad éptica se midié durante 4

dias consecutivos para determinar el crecimiento (Figura 3.13).

En este ensayo se utilizé la cepa WA3 transformada con el transportador de K* de alta
afinidad de C. annuum (CaHAK1) ya que se ha reportado que este transportado en
sensible a concentraciones milimolares de sodio (Martinez-Cordero et al., 2004).

En la Figura 3.12A se observa un crecimiento normal de los tres transformantes en
presencia de 5 mM K*. A concentraciones de 100 uM K" este crecimiento se detiene en
WA3-p que posee el plasmido vacio, por el contrario WA3-CaHAK1 y WA3-CcHAK1 crece
(Figura 3.13B). Este crecimiento se mantiene ain en presencia de 10 mM NaCl, no
afectando la presencia de éste en concentraciones milimolares al crecimiento de WA3-

CcHAK1 pero si al crecimiento de WA3-CaHAK1, el cual se ve disminuido (Figura 3.13C).
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3.5 DISCUSION

Los transportadores tipo HAK exhiben una alta afinidad por el K*, pero también una baja
capacidad de discriminacion entre éste, Rb* y Cs*, no asi en el caso de Na“ o de NH,".
(Rubio et al., 2000; Santa-Maria et ., 1997). En lo que al funcionamiento de estos
transportadores se refiere, existen evidencias que sugieren que la incorporacion de K* se
produce en simporte con H*.

En este trabajo se aisl6 el ADNc total de Capsicum chinense Jacq. (CcHAK1), que
codifica para un transportador de K* de alta afinidad. Mediante estudios de
complementacién funcional (Figura 3.2 y 3.3) y curvas de crecimiento (Figura 3.4), se
demostré que CcHAK1 es capaz de restaurar la toma de K* en concentraciones del orden
micromolar en las mutantes de levadura. Concretamente se utilizé la cepa mutante de
Saccharomyces cerevisiae WA3 defectiva en los sistemas de transporte de K" TRK1 y
TRK2 (Haro y Rodriguez-Navarro, 2003). M~~ante la expresion de CcHAK1 en la
mutante de levadura se determiné un valor de K, de 50 uM Rb* y una Vpmay 0.52 nmol mg™”
min” y con los ensayos de acumulacién de cationes se demostré que CcHAK1 no
discrimina entre K" y Rb* (Figura 3.7).

Entre los transportadores que se han clonado se encuentra el de cebada (Hordeum
vulgare) HVHAK1 (Santa-Maria et al., 1997). La expresién en levadura de HvHAKA1
demostré que es un transportador de K* de alta afinidad, que no discrimina entre K* y Rb*
y que es inhibido por Na* y NH,". También se aislé el ADNc de A. thaliana AtHAKS, y al
ser expresado en levadura presentaba un transporte de K* de alta afinidad que no es
capaz de discriminar entre el K, Rb* y Cs* (Rubio et al., 2000).

En el afio 2004, se aislé el ADNc de Capsicum annuum, CaHAK1 (Martinez-Cordero et
al., 2004) el cual caracterizan funcionalmente. La cepa de levadura WA3 transformada
con el plasmido de expresién pYPGE15 que contiene al ADNc de CaHAK1, es capaz de
crecer en medio FA suplementado con 100 uM de K, restaurando asi la toma de baja
afinidad de K*. Mientras que la cepa transformada con el plasmido vacio no crece bajo
estas condiciones. En otro estudio mas reciente, Su et al. (2007) caracteriza un
transportador de K* tipo HAK en raices de Aeluropus littoralis. En sus resultados,
demuestra mediante una prueba de crecimiento en medio SD, que la cepa de levadura
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milimolares de NaCl (Figuras 3.9, 3.12y 3.13).

Los analisis filogenéticos de los transportadores de la familia KT/HAK/KUP, permite la
distincién de cuatro grupos (Rubio et al., 2000), caracterizandose el grupo | por incluir,
aparentemente, sélo transportadores de alta afinidad a K* y Rb*, en contraposicion al
grupo I, que mayoritariamente engloba transportadores de moderada o baja afinidad.
Estos ultimos, parecen ser que, aunque no discriminan entre K* y Rb*, si son menos
permeables a Cs* (Rubio et al., 2000; Bafiuelos et al., 2002). En cuanto al grupo lll y IV,
agrupa transportadores que son permeables a bajas y altas concentraciones de Na*
respectivamente (Takahashi et al., 2007; Rubio et al., 2000). En base a estos reportes y
tras la caracterizacién bioquimica y molecular del t. _ sportador CcHAK1 se sugiere que
éste sea ubicado dentro del grupo |: ya que ...2senta un transporte de alta afinidad a K* y
Rb* y no discrimina entre éstos, es sensible a NH," y Cs*. Por otra parte, CcHAK1
presenta una caracteristica que no comparte con los transportadores de este grupo, que

es su mayor tolerancia a concentraciones milimolares de Na*.

Mediante un alineamiento de secuencias de aminoacidos de CcHAK1 con los
transportadores ubicados dentro del grupo | (Aleman et al., 2009) se encontré6 que todos
ellos comparten el mismo aminoacido, aspargina (N) en la posicion 356. En el caso de
CcHAK1 no comparte esta caracteristica, éste en su lugar presenta una treonina en la
misma posicién (Cuadro 3.3). Esta diferencia en la secuencia podria ser la responsable de
proporcionar a CcAHK1 cierto grado de tolerancia a concentraciones milimolares de Na*;
ya que en un estudio realizado por Mangano et al (2008) en donde reportan la
identificacién y caracterizaciéon funcional de dos versiones de mutaciones puntuales en
HvHAK1, demuestran que éstas mutaciones confieren a la levadura S. cerevisiae WA3
trk1Atrk2, un crecimiento en un ambiente salino. Las mutaciones corresponden a la
substituciéon de una valina por la isoleucina ubicada en la posicién 366 del octavo
segmento transmembranal y la substitucion de una arginina por una cisteina en la
posicion 591 del extremo C-Terminal de la proteina, también caracterizaron una quimera
que presenta ambas mutaciones. El estudio cinético mediante la ecuacion de Michaelis-
Menten demostré que la V. para Rb* es mayor en las mutantes comparadas con la no
mutante; y estas Vnax No cambian en presencia de 75 mM de NaCl. Las mutaciones

confieren a WA3 trk14trk2 un mayor crecimiento en presencia de 50 y 100 mM de NacCl,
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codifica a una proteina de 804 aminoacidos con un peso molecular de 89.86 KDa y
presenta una identidad del 99% con CaHAK1 y 85% con SIHAKS.

La caracterizacion funcionalmente mediante un sistema heterélogo (cepa mutante de S.
cereviseae; WA3) sugiere que CcHAK1 codifica para un transportador de K' de alta
afinidad, siendo capaz de restaurar el crecimiento y transportar K* en un rango micromolar
en la mutante de levadura WA3 (Figura 3.4 y 3.5). Una caracteristica sobresaliente que
presenté CcHAK1 fue su tolerancia a concentraciones milimolares de NaCl (Figura 3.9,
3.10, 3.12 y 3.13); caracteristica que no comparte con el CaHAK1 de C. annuum
(Martinez-Cordero et al., 2004) a pesar de que los dos pertenece al mismo Género.

En condiciones naturales, las plantas se encuentran continuamente sometidas a
situaciones ambientales cambiantes, lo que trae como consecuencia una serie de
estimulos que influyen en el desarrollo y productividad de los cuitivos. Entre los factores
que generan estrés se incluye a la salinidad (Rodriguez-Pérez., 2006). La irrigacién de
cultivos con aguas de alto contenido salino y el uso excesivo de fertilizantes provoca, tras
la evapotranspiracién, la acumulacién de sales en el suelo. Asi, este fenémeno convierte
en improductivos a los suelos agricolas (Zhu, 2001).

Debido a que la salinidad inhibe el crecimiento de las plantas, y este problema crece al
paso del tiempo, es importante contar con cultivos que toleren o resistan cierto grado de
salinidad (Villa-Castorena et al., 2006). La tolerancia a la salinidad depende de Ila
habilidad de una especie o cultivar para controlar la absorcién y el transporte de Na y Cl al
tejido fotosintético (Tester y Davenport, 2003; White y Broadley, 2001). En mucho de los
cultivos la salinidad disminuye la absorcién de nutrimentos tales como K*, Ca*, Mg** y
NO; (Villa- Castorena et al., 2010; Al-Karaki, 2000; Yahya, 1998). El efecto del Na* sobre
la absorcién de nutrientes se debe a que éste catién interfiere con la actividad de
transporte idnico a nivel de la membrana celular de la raiz, afectando a transportadores y
canales de K", lo que impide su toma (Epstein, 1961; Pardo y Quintero, 2002). De igual
manera, se ha demostrado que el Na* inhibe competitivamente la toma de K*; de ahi la
importancia de que la toma de alta afinidad de K* de CcHAK1 no se inhiba en presencia

de concentraciones milimolares de NaCl.

Hemos demostrado, que el crecimiento en los transformantes de levadura se mantiene en
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para minimizar los efectos adversos de la salinidad, como un buen manejo adecuado de
la fertilizacion potasica, esto requiere entender los mecanismos que determinan la
respuesta de la planta a la salinidad, a la nutricién del K* y a la interaccién entre ambos.
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ANEXO 1

Entre los transportadores de K' de alta afinidad se encuentran los de la familia
KUP/HAK/KT, los cuales participan en la homeostasis de K* en las células vegetales. En
lo que respecta al género Capsicum, solo se ha caracterizado un transportador
perteneciente a esta familia, denominado CaHAK1 (Martinez-Cordero et al., 2004). Con
su caracterizaciéon se demostré6 que se induce en ausencia de K* y que presenta un
transporte de K* de alta afinidad al ser expresado en levaduras deficientes en este
transporte. En base a esto, se planted la posibilidad de que el chile habanero por
pertenecer a éste género y por desarrollarse en suelos donde las concentraciones de K*
disponible son bajas cuente con este tipo de mecanismo de toma de K*. Por lo que se
evalué la toma de K* en plantulas de chile habanero sometidas a déficit de K*, asi como la
inhibicion de éste transporte en presencia de inhibidores como NH,", CsCI* y
bloqueadores de canales de K* (TEA). A nivel molecular se determiné la presencia de un
fragmento que presentd una identidad del 98% con el transportador de C. annuum,
CaHAK1. Los resultados obtenidos en este trabajo previo fueron la base para clonar y
caracterizar funcionalmente a un transportador de K* de alta afinidad en raices de chile C.
chinense Jacq., CcHAK1.

1.2 MATERIALES Y METODOS
1.2.1 MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron semillas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) las cuales fueron
desinfectadas durante 5 min con alcohol al 80%, posteriormente lavadas con agua estéril
por 4 min y se agitaron por 15 min en presencia de hipoclorito de sodio (cloralex) al 30%.
Posteriormente se lavaron con agua estéril por 4 min y fueron almacenadas durante 72 h
en dicha agua y posteriormente germinadas en agrolita a 28 °C. Después de siete dias las
plantulas se colocaron en contenedores de plastico de 600 ml cada uno, conteniendo la
solucién Hoagland modificada a un quinto de su fuerza iénica (H'/s): 1.2 mM KNO;, 0.8
mM Ca(NO3),, 0.2 mM KH; PO,, 0.2 mM MgSO,, 50 uM CaCl,, 12.5 yM H3BO;, 1 uM
MnSQO,, 1 uM ZnSQ,, 0.5 uM CuSO,, 0.1 uM Na,MoO, 2H,0, 0.1 uM NiCl, 6H,0, 10 pM
Fe-EDDHA. Las plantulas crecieron en condiciones de fotoperiodo: 16 h luz, 8 h
oscuridad, a temperaturas de 25 y 20 °C, respectivamente. La humedad relativa fue de
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ANEXO 1

1.2.4 ABSORCION DE POTASIO EN PRESENCIA DE BLOQUEADORES DE CANALES

Plantulas de 45 dias de edad cultivadas como se describe en el apartado 1.2.1, fueron
empleadas para estudiar el efecto de los bloqueadores de canales de K* sobre la toma de
K*. Estas plantulas fueron mantenidas en ausencia de K* durante tres dias y después se
transfirieron a una solucion H'/s sin K*, posteriormente fueron re suplementadas con 50 y
100 uM de KCI, en presencia de 0, 10 y 20 mM de CsCl y TEA, respectivamente. Se
tomaron alicuotas del medio cada 30 min por 5 h y las concentraciones de K' se
determinaron como se describe en el apartado 1.2.2.

A continuacion se presentan los resultados de este trabajo en el articulo publicado.
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it is also associated with numerous biochemical
processes (Marschner, 1995; Szczerba et al., 2009). K* is
present in all compartments of plant cells and enriched in
two large pools: vacuole and cytosol. The role of K*in
enzyme activation and protein biosynthesis is based on
its high and stable concentration in the cytoplasm. K*
homeostasis in the cytoplasm is essential for metabolic
processes; therefore, cytosolic K* concentrations are
strictly controlled and maintained in a narrow range
(around 100 mM) that is optimal for the function of
cytosolic enzymes (Leigh et al., 1984; Maathuis and
Sanders, 1996; Walker et al., 1996; Cuin et al., 2003).
Vacuolar K* content is more variable, depending on K*
availability and tissue type and is observed to be in the
range of 20 to 200 mM (Leigh et al., 1984; Walker et al.,
1996). Two major regulatory mechanisms are involved in
maintaining K™ homeostasis: K* flow across the plasma
membrane and mobilization of vacuolar K* reserve
(Fernando and Glass, 1992; Walker et al., 1996). The K*
transport system in plants consists of low- and high-
affinity components (Epstein et al.,, 1961). At the
molecular level, these components conventionally refer to
channels and transporters, respectively based on their
different properties (Maathuis and Sanders, 1994, 1997).
The presence of several types of K'-transporting
membrane proteins has been reported, including K*
channels (Shaker-type K™ channels), two pore channels
(the KCO/TPK family), non-selective chanr~'- (CNGC),
K" transporters (the HKT family, the KT/KUP < family),
K*/H" antiporters (KEA) and cation/H* antiporters (CHX)
(Maser et al., 2001, 2002; Ashley et al., 2006). KT/KUP/
HAK transporters, together with shaker-type K* channels,
play a fundamental role in K homeostasis in plant cells,
involved in both high- and low-affinity K™ uptake (Santa-
Maria et al.,, 1997; Rigas et al., 2001; Elumalai et al.,
2002; Vallejo et al., 2005). Previous evidence has
suggested that these transporters are present i lants
(Kim et al., 1998; Rubio et al., 2000; Ahn et al., 2004) and
have functions in the plasma membrane and tonoplast
(Senn et al., 2001; Banuelos et al., 2002). Reports have
shown that the Arabidopsis genes encoding K™ channels
and transporters are directly regulated by external K*
concentration, although, many of these genes have also
been shown to be induced or repressed by stress and
hormones (Pilot et al., 2003; Gierth et al., 2005). Very
little is known about how the K* trarenort system and
available supply are regulated and cc..dinated in plants.
K" starvation is known to activate K™ uptake in plants
(Siddigi and Glass, 1986; Benlloch et al., 1989; Kochian
and Lucas, 1983; Fernando et al., 1990; Fernando and
Glass, 1992; Maathius and Sanders, 1996; Shin and
Schachtm=r 2004). This activation has been conven-
tionally a.__ciated with induction of the expression of
high-affinity transporters and considered as a major
mechanism of adaptation to K* starvation (Drew et al.,
1984; Fernando et al., 1990).

Sensitivity to NH," is an important feature of high-
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affinity K™ uptake; in Arabidopsis (Spalding et al., 1999),
bartey (Santa-Maria et al., 2000) and pepper (Martinez-
Cordero et al., 2005), both NH,."-sensitive and NH,*-
insensitive components have been identified. The NH,’-
sensitive component is probably mediated by HAK1
tran-~nrters, whereas, in Arabidopsis, the NH, -
inse _tive component has been postulated to be
mediated by the inward-rectifier K* channel AtAKTT,
indicating that channels may be involved in high-affinity
K" uptake in a range of K™ concentrations (Hirsch et al.,
1998; Spalding et al., 1999). NH,” is not only an
important tool to study the K* transport system in plants
but also used in fertilizers. The interactions between NH,"
and K* are very important for crop management, espe-
cially when K* concentration decreases or salinity
increases.

Tetraethylammonium (TEA) is considered a specific
blocker of voltage-gated K* channels. Ba** and Cs* inhibit
K* uptake through most K* channels and some other
transporters (Hedrich and Schroeder, 1989; Tester, 1990;
Hilte, 1992; Fu and Luan, 1998). According to the values
of electrical distance, blockers can be classified as
"surface"” if they act at the entrance of the pore (toxins or
quaternary ammonium ions in K' channels) and as
"deep"” if they deeply enter the pore by slowly passing a
selective filter (for example, Na* and Cs” in K* channels)
(French and Shoukimas, 1985). The alkali cation Cs* acts
as a K™ analogue and is also toxic to plants (White and
Broa "2y, 2000). It is well known that Cs” is a competitive
inhik...r of K" and acts as a K™ channel blocker (White
and Brr=dley, 2000; Zhu and Smolders, 2000); Cs"
accumi ion in plants decreases with increasing K*
concentration (Smolders et al., 1996; Tsukada et al.,
2002). | vever, shont-term K starvation can increase
Cs" influx, indicating the importance of internal and
external K™ status (Zhu and Smolders, 2000). Fu and
Luan (1998) reported the inhibition of AtKUP1-mediated
K* uptake by K* channel blockers, such as TEA, Cs®, and
Ba®". Consistent with a possible function in K* uptake
from the soil, the AtKUP1 gene is primarily expressed in
roots. Therefnra, the authors concluded that the AtKUP1
gene produc may function as a K’ transporter in
Arabidopsis roots over a broad range of concentration of
K* in soil. Another possibility is that these inhibitors
(including TEA) may block K* influx through other K*
transporters aside from voltage-gated K™ channels (Hille,
1992).

In pepper (Capsicum annum), it has been demon-
strated that HAK1 transporters greatly contribute to the
high-affinity K™ uptake in roots (Martinez-Cordero et al.,
2004, 2005). K* starvation in pepper plants promotes
high-affinity K" uptake (K, of 6 uM K) that is very
sensitive to ammonium (NH",); indeed, the high-affinity
K* transporter (CaHAK1) is expressed in their roots.
When expressed in yeast (Saccharomyces cerevisiae),
CaHAK1 mediates high-affinity K* and Rb" uptake with
K. values of 3.3 and 1.9 uM, respectively. Rb* uptake


















different effect was shown with the treatment of 100 uM
K*:in this case, we observed a more significant reduction
(over 60% inhibition) in total K* uptake in the plantlets
exposed to 250 uM NH,", whereas NH," treatment
between 250 and 500 uM did not cause an increased
inhibition, suggesting the presence of alternative
transportation systems that are not sensitive to NH,".
However, with an even higher dose ¢ IH,* (1,000 uM),
the total K* uptake were completely iniuuited (Figure 3). It
is neces__y to note that with the 50 uM NH,* treatment,
we did not observe a reduction in K* uptake (Figure 3).
Many studies have reported that K* influx mediated by
high-affinity transport systems can be severely inhibited
by NH," (Scherer et al., 1984; Vale et al., 1987; *°°8a, b;
Wang et al., 1996; Spalding et al., 1999; Santa ..aria et
al., 2000; Banuelos et al., 2002, Kronzucker et al., 200;
Martinez-Cordero et al., 2004; Szczerba et al., 2006,
2008 a, b; Nieves-Cordones et al., 2007). e mecha-
nism by which NH," inhibits K" influx through high-affinity
transporters has not been firmly est~"'ishen. | ,owever, it
could be due to the direct competition ve....en NH," and
K* transport systems (Vale et al., 1987; Wang et al.,
1996; White, 1996; Britto and Kronzucker, 2002, 2008).
The plantlet response to 100 UM K* observed in this
work could be explained by the results from previous
studies. Buschmann et al. (2000) reported an increase in
the AKT1 gene transcript when K* was eliminated in
wheat plants, suggesting that K* channels may play an
important role in K* uptake. Electrophysiological studies
have shown that a NH,*-insensitive component is specific
for Shaker K channel (Bertl et al., 1995; White, 1996;
Hirsch et al., 1998; Moroni et al., 1998; Spalding et al.,
1999; Szczerba et al.,, 2008b). Finally, the diffe-——*1l
NH," susceptibility between high- and low-_....y
transport systems demonstrates the ability of AKT1 to
mediate high-affinity K* transport because high-affinity K*
transport systems can be inhibited by NH," treatment in
Arabidopsis thaliana; additionally, an Akt1 mutant
exhibited growth inhibition at low K" concentrations,
whereas wild-type plants were less affected, indicating
that AKT1 acts in response to K™ concentration change
through high-affinity K* transport systems (Hirsch et al.,
1998; Spalding et al., 1999). According to our results, we
propose a model to explain the behavior of K* uptake by
habanero pepper roots in the presence of NH,". In the
presence of 50 uM K" and 250 or 500 pM NH,*, K*
uptake by the roots is inhibited by NH,*. Thus, high-
affinity K* transporters are highly sensitive to NH,,
whereas the low-affinity K* transport system is inactive
when K* concentration is too low; the low-affinity K*
transport system requires K* concentrations higher than
50 uM to be activated (Figure 4a, b). In fact, when K*
concentrations are increased to 100 uM in the presence
of 250 or 500 pM of NH,*, an increase in K* uptake
occurs through a NH,*-insensitive K* transport system as
shown in Figure 4c. When NH4" concentration increased
(500 pM), K* uptake increased (Figure 4d); previous
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evidence also suggest the presence of a NH, -insensitive
K* transport system mediated by AKT1 channels (Gierth
and Masser, 2007).

Effect of CsCl and TEA on K* uptake

To study the mechanisms of high-affinity K* uptake in
habanero pepper plantlet roots, we used two compounds:
CsCl and TEA, which have been commonly used as K*
channel blockers in animal and plant cells (Tester, 1990;
Hille, 1992; Fu and Luan, 1998; Hong-Yan et al., 2006).

Plantlets treated with K* starvation for 72 h were then
transferred to the solution containing 50 yM K* and 10
mM CsCl. The K* uptake was higher during the first 30
min compared with that in the control plantiets. However,
the K* content increased in the solution, indicating a K*
release from the roots. This release peaked at 5 h (Figure
4a). Total K* uptake by the roots during this period was
inhibited by over 70%; no net uptake was observed and a
high K* release into the solution was observed (Table 2).

These results suggest that in the plantlets treated with
10 mM CsCl, a K" uptake occurred 150 min after the
trea....2nt and the plantlets released endogenous K" that
they contained before the treatment. Our results are in
agreement with the previous observation by Hong-Yan et
al. (2006) showing that in the rice roots treated with 30
mM CsCl and 0.25 mM K* for 3 h, the K" content
decreased from 5.41 x 10 mol. g dry weight to 4.99 x
10™ mol. g™ dry weight.

By analyzing K* uptake in the solution containing 100
UM K" in the presence of 10 mM CsCl, we observed that
K* was initially released and then K' uptake was
maintained at a stable level (Figure 4b); total K* uptake in
the treated plantiets was inhibited by 62% (8.35 = 5.90
UM K*) compared with that in the control plantlets (22.19
* 1.89 uM K"} and the net K™ uptake value was negative
because of the observed K* release into the solution
(5.52 + 3.89 uM; Figure 4b; Table 2). The K* release of
the 100 uM K*-treated plantlets was lower than that of the
50 uM K™ -treated plantlets.

Regarding the effect of TEA on high-affinity K* uptake,
we observed an initial K* uptake in the plantlets treated
with K starvation for 72 h and subsequently, transferred
to the solution with 50 uM K" in the presence of 20 mM
TEA; however, after 3 h, there was a significant K"
release peaking at 5 h (Figure 4a). Total K* uptake was
reduced by almost 50% compared with that in the control;
the release was higher than the influx; therefore, negative
values were obtained for the net K" uptake (Table 2).

Furthermore, when the solution with 100 uM K™ and 20
mM TEA was used, a K release was observed during the
first 30 min, as well as an increased K" uptake in relation
to time; this pattern sustained for 150 min and K* uptake
was maintained at the same level until 300 min (Figure
4b). The TEA-treated plantlets exhibited a 4% inhibition in
total K* uptake (21.36 + 0.25 uM of K*) compared with the















