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RESUMEN

Las plantas se enfrentan a una gran variedad de estreses tanto bidticos como
abidticos. La produccion de plantas con interés agricola esta severamente
afectada por la erosion de los suelos de cultivo que poseen un alto contenido de
sales, principalmente NaCl. Varias estrategias emplean las plantas para poder
contender a la salinidad: minimizar la entrada de sodio (Na*) por las raices, reducir
la entrada de Na® al xilema para evitar su llegada a la parte aérea, o si ya se
transporto a la parte aérea recircularlo por el floema hacia las raices. Otras
alternativas podrian ser, el secuestro del Na® dentro de organelos, como las
vacuolas, por medio de antiportadores Na'/H" o transportarlo hacia las hojas
viejas, o incluso acumularlo en tejidos especiales como las células vejiga que
estan localizadas en la epidermis de las hojas (Tester y Davenpot, 2003).

El paso del ion Na' a través de las membranas celulares ocurre mediante
proteinas de membrana especiales denominadas transportadores o canales
iGnicos. Recientemente se han propuesto a los transportadores de captura de alta
afinidad pertenecientes a la familia HKT como participes en los mecanismos que
proveen tolerancia a la salinidad. En Arabidopsis thaliana y Oryza sativa se ha
sugerido que miembros de esta familia de transportadores juegan un papel
importante en evitar que el Na* llegue a la parte aérea removiéndolo del xilema.
Los HKT ortélogos en trigo se han propuesto que dirigen al Na* presente en la
parte aérea hacia la cobertura de la hoja evitando asi el alto contenido de Na* en
la parte aérea de tal manera que la fotosintesis y la sintesis proteica no se afectan.
En O. sativa se identificaron 7 genes y 2 pseudogenes que codifican para
transportadores HKT, sin embargo, solo en uno de ellos se pudo determinar su
participacion en la fisiologia de la planta.

En el presente trabajo, se analizo las propiedades de transporte de OsHKT1;3 y
OsHKT2;3 mediante la técnica de fijacion de voltaje con dos electrodos en el
sistema de Xenopus laevis. Los resultados obtenidos permiten proponer que
OsHKT1;3 muestra una alta selectividad hacia Na* sobre el resto de los cationes

alcalinos analizados, con una K= 3.8 + 0.4 mM y una Vmax= 418 + 11 nA. Para



OsHKT2;3 las propiedades de transporte fueron diferentes ya que no mostré una
selectividad hacia uno de los cationes alcalinos, clasificAndolo como un
transportador de cationes general. La localizacion de la expresion génica en
tejidos de la raiz, la cobertura de la hoja y la hoja en arroz mostraron que
OsHKTL1;3 se expresa en estos tres tejidos, mientras que OsHKT2;3 se expresa
solo en los dos ultimos tejidos. Ademas se observé que la abundancia del
transcrito en los tejidos anteriormente mencionados no se afecta por la ausencia
de K* o la presencia de 30 mM de NaCl en cultivos hidropénicos de ambos
transportadores.

Por otra parte, el empleo de diferentes sistemas de expresion heterdloga para la
caracterizacion de las propiedades de transporte de varios
canales/transportadores ha reflejado inconsistencias en la descripcion de algunas
proteinas. Esto nos llevd a la realizacion de plantas transgénicas en A. thaliana
con el fondo genético mutante de Athktl;1. El empleo de la mutante Athktl;1 se
uso en primer lugar porque es una planta siendo asi un sistema heterologo mas
cercano a arroz, segundo A. thaliana posee en su genoma solo un gen que
codifica para la familia de transportadores HKT, mientras que en arroz hay 7
genes que codifican para la misma familia y tercero la transformacion de A.
thaliana es facil, asi como el ciclo de vida es corto en comparacion con arroz. Se
obtuvieron las transgénicas pAtHKT1;1::0sHKT1;3 y pAtHKT1;1::0sHKT2;3. Con
ello pretendemos usar a A. thaliana como un sistema de expresion heterdlogo
para confirmar las propiedades de transporte obtenidas en el sistema de los
ovocitos de X. laevis.

Por sus propiedades de transporte, OsHKT1;3 y OsHKT2;3, podrian estar
participando en regular el flujo del Na* en las células vegetales, no obstante la
funcidn fisiolégica aun no es clara, sin embargo, nuestros resultados muestran que
el transcrito de ambos transportadores esta presente en la parte aérea, llegandose
a detectar solo el transcrito de OsHKT1;3 en la raiz ademas que en ausencia de
K"y presencia de 30 mM de NacCl sugiriendo que la regulacion de la actividad de

estos transportadores no es a nivel transcripcional.
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1 INTRODUCCION

1.1 El papel del K"y del Na* en la fisiologia vegetal

La productividad agricola se ve severamente afectada por diversos factores
tanto bidticos como abiéticos. Entre los factores abibticos se encuentran la sequia,
niveles elevados de sal y la baja disponibilidad de nutrientes en el suelo. El potasio
(K") es uno de los nutrientes importantes para el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Por ejemplo, la actividad de un gran nimero de enzimas es estimulada o
dependiente de K" (Suelter, 1970). La acumulacion de K* dentro de las células
vegetales establece las condiciones necesarias para la absorcibn osmoética de
agua, y debido a las concentraciones presentes de este ion en las plantas se le
considera como un macronutriente (Marschner, 1988; Buchanan et al., 2000). La
baja disponibilidad del K* en los suelos es comln y su absorcion puede ser
afectada por la presencia de sodio (Na*), lo cual establece condiciones adversas
para el desarrollo 6ptimo de las plantas (Maathuis et al., 1996). La salinidad de los
suelos es una de las principales causas en la disminucion de la produccion
agricola, afectando severamente a las tierras cultivadas en el mundo (Marschner,
1988). Esto se debe a que el Na' perjudica a la mayoria de las plantas de
importancia agricola a concentraciones mM en el suelo, ya que disminuye la
absorcion de agua, lo cual genera una perdida en el potencial osmoético de las
células que limita el crecimiento celular. Por otra parte un exceso de Na' puede
concentrarse en el citoplasma celular inhibiendo procesos importantes como la
fotosintesis y la traduccion de proteinas (Munns, 2005). Actualmente se han
identificado diferentes mecanismos que podrian ayudar a disminuir el dafio por el
exceso de Na'. Estos mecanismos pueden variar entre las especies. En general,
las plantas minimizan la entrada de sodio, expulsarlo de ellas, reducir la entrada
de Na' al xilema para evitar su llegada a la parte aérea, o si ya ha sido
transportado a la parte aérea recircularlo por el floema hacia las raices. Otra

manera por la cual se puede llegar a tolerar al Na* es mediante su secuestro en



vacuolas, por medio de antiportadores Na'/H" o transportarlo hacia las hojas
viejas, o incluso acumularlo en tejidos especiales como las células vejiga que
estan localizadas en la epidermis de las hojas (Tester y Davenport. 2003).

No obstante, las plantas requieren principalmente de K*, el cual se absorbe
por las raices a través de proteinas de membrana altamente especializadas entre
las que se encuentran canales idnicos y/o transportadores. El estudio de la
absorcion de iones por la raiz (ej. K") comenz6 mediante el uso de marcadores
radioactivos como el ®®Rb*. Con base en estos resultados, se trataron a los
transportadores de iones minerales como enzimas, describiendo su actividad de
transporte mediante una cinética tipo Michaelis-Menten (Epstein y Elzam 1962).
Estos experimentos demostraron que el flujo de los iones esta constituido por dos
tipos de mecanismos: uno denominado transporte de baja afinidad y otro
nombrado de alta afinidad que operan a concentraciones milimolares (mM) vy
micromolares (UM) respectivamente, y que estan constituidos por proteinas de
membrana. El mecanismo de alta afinidad es inducido en condiciones de escasez
de nutrientes, lo cual confiere a la planta la capacidad de absorber los iones

cuando la disponibilidad de estos es baja (Epstein y Elzam 1962).

1.2 Mecanismos de transporte de K*y Na*

Mediante el uso de bibliotecas de ADNc de raices de plantas expuestas a
deficiencia de K' para la transformacion de mutantes de levaduras (Atrk1Atrk2)
deficientes en la captura de K, se pudo revelar a los primeros transportadores de
captura de alta afinidad a K* que mostrd rectificacion entrante, es decir, que a
potenciales de membrana menos negativos la conductancia del canal disminuye
(Anderson et al., 1992; Sentenac et al., 1992). Posteriormente se identificé a un
transportador de alta afinidad a K* en trigo, TaHKT1;1 (HKT, por sus siglas del
ingles “High Affinity K Transporter”; Schachmann y Schroeder, 1994), el cual se
mostr6 que efectuaba la captura de alta afinidad a K acoplada al gradiente
transmembranal de Na* (Rubio et al., 1995), un mecanismo para la captura de K*

inesperado en plantas por los efectos téxicos asociados al Na™.



Los estudios en la busqueda de transportadores de alta afinidad a K™ se
realizaron también en cebada, donde se pudo identificar al primer transportador
HAK (HAK, por sus siglas del ingles “High Affinity K* transporter”) que mostré las
caracteristicas esperadas para los transportadores de K': capacidad para
transportar K* cuando éste se encuentra disponible a bajas concentraciones
externas (<1 puM), inhibicion de la captura de K* en presencia de NH;" y una baja
afinidad hacia Na* (Santa-Maria et al., 1997; Santa-Maria et al., 2000; Rodriguez-
Navarro y Rubio, 2006). Sin embargo, cuando se obtuvo la mutante Athak5 en A.
thaliana (Gierth et al., 2005), se observdO que ésta aun podia crecer bajo
condiciones limitantes de K*, lo que sugiri6 que deberia de existir un sistema de
captura de alta afinidad alternativo. Este sistema fue posteriormente identificado
como un canal de K' denominado AtAKT1 (AKT por sus siglas en ingles
“Arabidopsis K" Transporter”), que a diferencia de los transportadores HAK no era
inhibido por la presencia de NH;" (Spalding et al., 1999).

El modelo propuesto para la captura de K' en rangos pM se basa
principalmente en estudios realizados en A. thaliana, pero puede ser aplicado a
otras especies en donde se han encontrado homoélogos tanto de HAK como de
AKT (Santa-Maria et al., 2000; Martinez-Cordero et al., 2005; Bafuelos et al.,
2002).

1.3 Distribucién anatémica de transportadores de K* en plantas

Esta gran variabilidad en los diferentes tipos de transportadores de K, no
esta limitada a los mecanismos de absorcion localizados en la raiz, ya que este
cation tiene que ser distribuido a toda la planta para que pueda ser empleado en
todos los procesos fisiologicos donde participa, y por lo tanto, debe de ser
transportado a través de muchas otras membranas y tejidos. Es por ello que debe
de existir un gran nimero de transportadores y/o canales que se encarguen de
llevar a cabo estos flujos de K (La tabla 1 muestra las diferentes familias de
transportadores de cationes alcalinos). Las evidencias que se han obtenido hasta

ahora sugieren que los transportadores HAK son los encargados de realizar



muchos de estos flujos (Grabov, 2007). Ademas se ha visto que AtHAK5 también
se expresa en la parte aérea (Rubio et al., 2000), y en la estela de las células de la
raiz, lo que supondria su participacion en el cargado del xilema (Gierth et al.,
2005). En trigo se ha observado que TaHKT2;1 se expresa en los haces
vasculares en la parte aérea y en la corteza, epidermis y estela de la raiz
asignando una participacion importante a TaHKT2;1 en el flujo del K* desde la raiz
hasta la parte aérea. Sin embargo se han reportado mas transportadores/canales
que tienen variadas participaciones en el flujo del K™ en las plantas, como son los
GORK (GORK de sus siglas en ingles “Guard Cell Outward Rectiying K* channel”).
Estos canales estan presentes en las células guarda y son activados por
despolarizacion de la membrana plasmatica, provocando la salida de K y en
consecuencia el cierre de los estomas (Ache et al., 2000). Otro tipo de canales son

Tabla 1. Diferentes familias transportadores de cationes alcalinos en
plantas

Familia Siglas del Ingles Funcion fisioldgica Cita
High Affinity K™ Cargado del K” en el Santa-Maria et al.,
HAK i
Transporter xilema 1997
. N Absorcion de K* por las
High Affinity K* ; : : Schachmann y
HKT Transporter raices y flujo de Na“ en la Schroeder, 1994
planta
GORK gua}rd_ cell +Qutvvard Cierre de los estomas Ache et al., 2000
Rectifying K" channel
SKOR Stelar K" Outward Cargado del K* en el Gaymard et al.,
Rectifying channel xilema 1998
AKT Arabidopsis K Absorcion ge K" por las Spalding et al., 1999
Transporter raices
CNGC Ciclyc Nucleotide Gated | Absorcion de K y Na" por Balague et al., 2003
Channel las raices
LCT Low-affinity Cation Absorcion de Ky Na” por | Amtmann et al.,
Transporter las raices 2001
Voltage-Insensitive . + +
vIC monovalent Cation | /\esorcion de K™y Na~ por White, 1999
las raices
channel

los SKOR (SKOR de sus siglas en ingles “Stelar K" Outward Rectifying channel”)
que se expresan en el periciclo de la raiz y en las células del parénquima de la
estela. Se sugiere que su funcion es cargar de K" al xilema, que es por donde se

puede transportar a este elemento mineral desde la raiz hacia las partes aéreas



de las plantas (Gaymard et al., 1998). Un tercer tipo de canales que se ha
identificado en células vegetales corresponde a los TPK (Tandem-Pore K*).

AtTPK4 se expresa en la membrana plasmatica y se ha propuesto que su
papel esta relacionado con la regulacion del potencial de membrana del tubo del
polen en crecimiento y en la homeostasis de K* (Becker et al., 2004).

Los mecanismos para la adquisicion de K* y su distribucion en la planta son
variados, sin embargo parece que algunos canales y/o transportadores no son
altamente selectivos a este ion, permitiendo también el paso de cationes
monovalentes como el Na*. Esto pone en riesgo la integridad fisica de la planta, ya
que como se menciond, el Na* es un elemento que en altas concentraciones en el
citoplasma puede perjudicar muchos procesos biologicos (Marschner. 1988). Se
ha observado que algunos de los canales CNGC (CNGC de sus siglas en ingles
“Ciclyc Nucleotide Gated Channel”) transportan indistintamente tanto Na* como K,
como es el caso de AtCNGC4 (Balagué et al., 2003). Propiedades similares se
han reportado para los canales VIC (VIC por sus siglas en ingles “Voltage-
Insensitive monovalent-Cation Channels”), canales que son inhibidos por cationes
divalentes (White, 1999) y para los transportadores LCT (LCT por sus siglas en

ingles “Low-affinity Cation Transporter”) en trigo (Amtmann et al., 2001).

1.4 Fisiologia de los HKT

Otra via de entrada tanto de K* como de Na" son los transportadores HKT
(Schachtman y Schroeder, 1994). Inicialmente el transportador TaHKT2;1 se
demostré su actividad de co-transportador Na'/K* (Rubio et al, 1995). Trabajos
posteriores ampliaron estos resultados y se pudo demostrar que este
transportador puede funcionar como un mecanismo de baja afinidad a Na’,
cuando este catibn se encuentra en concentraciones mM. Esta actividad es
dominante sobre el transporte de alta afinidad a K*, lo que sugiri6 que los
transportadores HKT pueden ser una via de entrada de Na’ en las plantas en

condiciones de salinidad (Gassmann et al., 1996; Rubio et al., 1999).



Posteriormente se han identificado otros transportadores HKT que pueden
transportar Na*, como AtHKT1;1 (Arabidopsis thaliana; Uozumi et al., 2000),
OsHKT2;1, OsHKT1;5 y OsHKT1;1 (Oryza sativa; Horie et al., 2001; Golldack et
al., 2002; Ren et al., 2005; Garciadeblas et al.,, 2003). Se ha propuesto que
AtHKT1;1 tiene una funcion importante en remover el Na™ del xilema en las raices.
Este flujo se ha propuesto que puede suceder de manera pasiva desde los haces
vasculares del xilema hacia las células del parénquima del xilema (Munns, 2005)
previniendo asi el transporte de Na* hacia las partes aéreas, sin embargo no se
relaciona a AtHKT1;1 en la absorcién de Na* por las raices ya que su expresion
mediante el sistema del gen reportero GUS (B-Glucoronidasa) se limita a los haces
vasculares del xilema (Davenport et al., 2007). Por otro lado y de manera
contradictoria por sus efectos toxicos en la planta se mostré que la absorcién de
Na® a concentraciones uM puede ser benéfica para algunas plantas como arroz e
interesantemente OsHKT2;1 lleva a cabo esta absorcion de alta afinidad a Na®.
Las investigaciones a este respecto muestran que en deficiencia de K' la
absorcion de Na* en concentraciones UM evita la perdida de la turgencia celular
debido a la falta de K" y con ello se continua con el crecimiento celular (Horie et
al., 2007). El grupo de Rodriguez-Navarro ha propuesto a los HKT, sobre todo a
OsHKT2;1, como un mecanismo de transporte de alta afinidad a Na* y que esta
captura se inhibe por la presencia de K, lo cual concuerda con los resultados
reportados (Garciadeblas et al., 2003; Horie et al., 2007).

OsHKTL1;5 se identifico mediante el mapeo de un QTL (QTL de sus siglas
en ingles “Quantitative Trait Loci”) de tolerancia a la salinidad en la variedad de
arroz Nona Bokra cv. Indica (Ren et al 2005). Su localizacién mediante el gen
reportero GUS permiti6 determinar su expresion en los haces vasculares que
rodean al xilema, lo que condujo a estos autores a proponer una funcién para
OsHKT1;5 similar a la que se propone para AtHKT1;1 (Davenport et al., 2007).
Recientemente se propuso que el homélogo de trigo, TmHKTL;5 (Triticum
monococcum) realiza la misma funcién de remover el Na* del xilema en la raiz
(Byrt et al., 2007). Un papel similar se propuso para TmHKT1;4 ya que se expresa

en la raiz aunque también se expresa en la cobertura de la hoja. En la cobertura



de la hoja se midieron altas concentraciones de Na', siendo estas muy elevadas
con respecto a las de la hoja. La conjetura inmediata fue que este transportador
retiene al Na* en la cobertura de la hoja, previniendo asi, que el Na* llegue a ésta
evitando el dafio a los procesos enzimaticos en el citoplasma (Huang et al., 2006).
Con base en las evidencias obtenidas hasta ahora para los transportadores HKT,
a estos mecanismos se les ha considerado que son importantes en la tolerancia a

la salinidad en plantas.

1.5 Organizacion estructural de los HKT y selectividad

De todos los mecanismos que llevan a cabo el transporte de K' antes
mencionados, los transportadores HKT poseen propiedades de gran interés
debido a sus caracteristicas particulares de transporte. Pueden funcionar como
transportadores de alta afinidad a K* o de baja afinidad a Na’. La estructura
funcional de las proteinas HKT en plantas es muy similar a la de los canales de K*
tipo KcsA descrito en bacterias (Figura 1A y 1C), ya que poseen la estructura de
dos dominios transmembranales (2TM) flanqueando un segmento P (1P), repetida
cuatro veces (Figura 1C; Kato et al., 2001; Durell y Guy, 1999). En esta estructura
2TM/1P del canal de K* KcsA, se identifico que el asa formadora del poro (P) es
determinante en la selectividad al K* (Doyle et al., 1998; Berneche & Roux, 2001;
Roux & MacKinnon, 1999). Esta regidén del poro en el canal KcsA asi como en
otros canales selectivos a K* se encuentra altamente conservada en secuencia,
donde se localiza un motivo Glicina-Tirosina-Glicina (G-Y-G Figura 1A) que es
caracteristico de los canales de K* (Heginbotham et al., 1994). El estudio de la
estructura del canal bacteriano KcsA reveld que el punto mas estrecho del canal,
donde se lleva a cabo el contacto con el K*, esta formado por el esqueleto de los
grupos carbonilos de la primera glicina del motivo GYG (Doyle et al., 1998).

La estructura cuaternaria de las proteinas HKT en plantas se ha propuesto
es similar a la estructura tetramerica de los canales de K" KcsA, conservando
parcialmente la arquitectura del poro (Figura 1B; Durell & Guy, 1999; Durell et al.,

1999). A diferencia del canal KcsA que esta constituido por la tetramerizacion de



un mondémero con la arquitectura 2TM/1P, los transportadores tipo HKT poseen
cuatro asas formadoras de poro o segmentos P (Pa, Pg, Pc Yy Pp) y ocho dominios
transmembranales en una sola cadena polipeptidica (Figura 1C; M1PAM2-

PORO

I g A2 I Y VI Vil VIl

NHj \/ \/ \—/

COOH

Figura 1. Topologia de los transportadores HKT. En A se muestra al monémero
del canal bacteriano KcsA con sus dos dominios transmembranales (1 y II) y el
segmento P que los une, asi como el motivo de aminoacidos GYG dentro del
segmento P determinante en la selectividad a K*. B muestra la conformacion de
los cuatro mondmeros de KcsA formando el poro de selectividad. El subindice de
cada segmento P indica al monémero A, B, C y D. C muestra la topologia de los
transportadores HKT, la cual se integra de 8 dominios transmembranales y 4
segmentos P en una sola cadena polipeptidica. Tanto el amino como el carboxilo
terminal se encuentran en el lado citoplasmatico.

10



0
>

OsHKT1;5

OsHKT1;4

EcCHKT1;2

EcHKT1;1

AtHKT1;1

McHKT1;1

OsHKT1;2

OsHKT1;1

OsHKT1;3

OsHKT2;3

OsHKT2;4

= =< -
=> > > >0nnnunnnl<
- -l <L < | =< (<<

OsHKT2;1

Po-
OsHKT2;2

ol = |[=lz]lzl4d]leo|d]| 0|0 o]0 >0
| U |U|T0O|OV|rr|W| 0| XT|O0|0V|O|lTOV| O
o| o |o|lo|o|lo|o|o|lo|o|lo|lo|o|o
=l = =l =l =l Il I Y ! I (N sl Y sl N sl > 0 ) N
M| T |m|m|m|m|T|m|T| || M| T T
S EEEIEEIEI I
ol o |oloololovlo]lvlolv]>]n
4 4 [4al4l4dl << << <] <|<]|<]|<
ol v |olololololvlolololv]vn]lon
> > [»x>x[A]4]z]>>]]>]>
M EEEEREDEER TR EE
JEFY QR [y ) ) ) ) QY ) Q) [y ) )
< < 1ML I<I<I<I< = << 1< 1< <
| o loldl=lulolvoluvolvlv]vn]lv
OO VOOV VNN nnnnon
-l |rfirrfiEs|ssfssssss
JEFY QRN [y [y ) [y ) Q) ) vy pur) pur) pur) S
= =2 I ZEEIEIEIElEIElEIIERIEIE
m| m (Mm[{m|m|{mMm|M|mMm|Mm|mMm|mMmj|m|m|m
o| < |[<|o|ololololo<|<|<|<|»n
| o I I e A i e R e e p N e p N N N e |

—H| m  mOo|jo|m m|m|m|O|m|m|m|m

N e e T I o I et == R m e e A A R R ]

< X |I¥X|X¥X|X|O/0|0|0|0|0|0|X™™| O

T O OOV RNAN|DV|O|T|W|OV O

nl m

TaHKT2;1

Figura 2. Alineamiento de varias secuencias en el segmento Pa
pertenecientes a diferentes transportadores HKT. En fondo negro y letras
blancas se resalta al aminoacido propuesto en conferir la selectividad en los
transportadores HKT. En todos los transportadores pertenecientes a la subfamilia
1 esta presente una S, asociada con la selectividad a Na*, mientras que en la
subfamilia 2, excepto OsHKT2;1, esta presente una G, asociada con la
selectividad a K*. En fondo blanco se resalta una M y dos L presentes solo en los
transportadores pertenecientes a la subfamilia 2. La liena negra muestra los
aminoacidos que forman el segmento Pa.

M1PgM2-M1PcM2-M1PpM2; Maser et al., 2002). En algunos HKT la G del P5 no
esta conservada ya que esta substituida por una S, lo cual se ha asociado con la
pérdida de selectividad a K" (Figura 2; Maser et al., 2002). Por ejemplo, los
transportadores TaHKT2;1 y OsHKT2;2 que poseen una G en cada uno de los
cuatro segmentos P, transportan K* acoplado al gradiente de Na® (Rubio et al.,
1995; Horie et al., 2001). Por otro, lado los transportadores AtHKT1;1, OsHKT2;1,
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OsHKTL1;5 y OsHKT1;1 que poseen una S en el primer segmento (Pa) se han
identificado como transportadores de Na* (Uozumi et al., 2000; Horie et al., 2001;
Ren et al., 2005; Garciadeblas et al.,, 2003). Sin embargo, estos resultados
contrastan con los reportados para los transportadores HKT de Eucalipto,
EcHKT1;1 y EcHKT1;2, que poseen la secuencia S-G-G-G y que funcionan como
co-transportadores Na'/K" (Fairbain et al., 2000). Ademas, existen reportes con
mutantes del transportador TaHKT2;1 en aminoacidos localizados en regiones
diferentes al poro que cambian la selectividad a K* (Rubio et al., 1995; Rubio et al.,
1999), o a Na" (Diatloff et al., 1998), y que sugieren que la selectividad de los
transportadores HKT no reside exclusivamente en cambios de la primera G del

motivo G-Y-G en los segmentos P.

1.6 Filogenia de las proteinas HKT

El andlisis filogenético de las secuencias de los transportadores HKT ha
permitido su agrupaciéon, donde se ha podido observar que la familia es muy
divergente entre si, incluso esta divergencia es evidente en los siete
transportadores presentes en el arroz (Figura 3; Garciadeblas et al., 2003; Platten
et al., 2006). Basicamente, el arbol filogenético de la Figura 3 muestra que los
transportadores que poseen el aminoacido G conservado en el segmento P, estan
agrupados en la subfamilia 2 y que el minimo de identidad que comparten es del
60 %. Es importante mencionar que OsHKT2;1 muestra una gran identidad con el
resto de los miembros de esta rama, pero no conserva la G del en el segmento Pa.
El andlisis del alineamiento de los transportadores que se encuentran en esta
subfamilia 2 muestra que estos poseen una metionina y dos lisinas en el segmento
Pa que en los otros ortélogos de HKT no se conservan (Figura 2). El resto de los
transportadores HKT comparten una identidad entre el 40 y 50 %. Nuevamente,
estos datos sugieren que las propiedades de transporte en los HKT homélogos

podrian no yacer exclusivamente en la secuencia localizada en el segmento Pa.

1.7 Justificacion
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Debido a que no todos los HKT presentan las mismas propiedades de transporte,
la interpretacion de su funcién en la planta como familia de transportadores de alta
afinidad a K* es dificil de asignar, aunque por las evidencias reportadas hasta

ahora, es posible que estos transportadores
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TRENDS in Plant Scisnce

Figura 3. Arbol filogenético de los transportadores HKT. Se muestra que la
familia se subdivide en dos grupos. Saccaromyces cerevisiae (Sc) TRK1 y TRK2
estan incluidos como dos grupos aparte. Abreviaciones: At, Arabidopsis thaliana;
Ec, Eucaliptus calmodulensis; Hv, Hordeum vulgare; Mc, Mesembryanthemun
cristallium; Os, Oryza sativa; Pa, Phragmites australis; Pt, Populus trichocarpa;
Sm, Suaeda maritima; Ta, Triticum aestivum.



participen en procesos de tolerancia a la salinidad. Sin embargo, es probable que
estas diferencias en el transporte reportadas para los distintos HKT se deba a los
sistemas de expresion heterdlogos usados, ya que hay diferencias en los
resultados obtenidos cuando se utilizan dos sistemas de expresion heterdloga
distintos para un mismo transportador. Por ejemplo, Garciadeblas et al. (2003)
identificaron en arroz siete miembros de la familia HKT ademas de dos
pseudogenes. Los estudios realizados por estos investigadores mediante
complementacion de levaduras mutantes que no poseen los mecanismos de
captura de K' de alta afinidad (Atrk1Atrk2), mostraron que ninguno de los
transportadores HKT del arroz puede llevar a cabo la captura de K*. Sin embargo,
al evaluar si alguno de estos transportadores podria mediar la captura de Na*, sélo
dos de estos transportadores, OsHKT2;1 y OsHKT1;1, pudieron realizar el
transporte de alta y baja afinidad a Na*, respectivamente. Bajo ninguna condicion
experimental fue posible detectar el transporte de K efectuado por alguno de los
transportadores HKT del arroz (Garciadeblas et al., 2003). Estos resultados
contrastan con los reportes de Horie et al (2001) y Golldack et al (2002) quienes
demostraron que OsHKT2;1 es capaz de mediar el transporte de alta afinidad a K*
en ovocitos de X. laevis.

En nuestro laboratorio hemos observado que OsHKT2;1 funciona como un
transportador de alta afinidad para K*, pero como un mecanismo de transporte de
baja afinidad a Na" en el sistema de los ovocitos de X. laevis. Sin embargo, en
presencia de ambos cationes, el K" es capaz de bloquear el transporte de Na”,
aun en condiciones donde este ultimo se encuentra a concentraciones 10 veces
mayores que el K*. En comparacion, y de acuerdo a lo reportado para TaHKT2;1
(Rubio et al., 1995), hemos podido confirmar que este transportador funciona
como co-transportador K*-Na*, aunque adn no es claro si los dos cationes son
transportados. En A. thaliana, las propiedades de transporte de AtHKT1;1
expresado en levaduras se correlacionaron con las obtenidas en ovocitos de X.
laevis, donde se observd que este transportador es altamente selectivo a Na*
(Ouzumi et al., 2000). Sin embargo, cuando se complementaron células de E. coli

deficientes en la captura de K* (Atrk Akup Akdp) con AtHKT1, se observé que este
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transportador podia llevar a cabo la captura de K* (Uozumi et al., 2000). Las
evidencias descritas anteriormente indican aparentemente que existe cierta
influencia del sistema heter6logo empleado sobre las propiedades de los
transportadores HKT de plantas y, por lo tanto, agregan incertidumbre sobre el
papel de estas proteinas en la fisiologia de las plantas.

Pese al gran interés sobre los transportadores HKT, existen varios de ellos
a los que aun no se les ha determinado sus propiedades de transporte, siendo el
paso inicial para poder tener una idea de su posible participacion en la fisiologia
de la planta. En arroz aun no se han caracterizado electrofisiologicamente en el
sistema heterdlogo de X. laevis a OsHKT2;3, OsHKT1;3 y OsHKTL1;1.
Garciadeblas y colaboradores determinaron que OsHKT1;1 puede llevar a cabo el
transporte de Na* de baja afinidad, sin embargo, no reportaron actividad alguna
para OsHKT1;3 y OsHKT2;3 al transformar a mutantes (Atrk1Atrk2) de levadura
con estos transportadores. Interesantemente, hasta ahora todos los
transportadores HKT expresados en los ovocitos de la rana X. laevis han mostrado
actividad, lo que indica la posibilidad de poder determinar en este sistema de
expresion heteréloga las propiedades de los transportadores OsHKT1;3 y
OsHKTZ2;3. Estos transportadores pertenecen a diferentes subfamilias, lo que
supondria una diferencia en las propiedades de transporte.

Por otro lado la expresion del transcrito de OsHKT1;3 y OsHKT2;3 en la
parte aérea y en las raices no mostro algin cambio en la cantidad del transcrito en
respuesta a sal (Garciadeblas et al., 2003). Esta cuantificacion en la abundancia
de los transcritos se llevé a cabo en la variedad Nipponbare de arroz la cual es
sensible a la salinidad. No obstante, los antecedentes sobre los HKT los asocian
con mecanismos de tolerancia a la salinidad. Por ello es importante establecer si
los transportadores OsHKT1;3 y OsHKT2;3 tienen un papel significativo como
mecanismos de adaptacion al estrés salino de tal manera que empleando una
variedad tolerante a la salinidad como lo es Pokkali se determine si la expresion
de estos transportadores esta presente en los mismo tejidos y si su abundancia

cambia por estrés por sal.
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Hipotesis
La regulacion de las proteinas OsHKT1;3 y OsHKT2;3, como posibles
transportadores de Na® y Na'-K', respectivamente podria ser a nivel

transcripcional durante la deficiencia de K" y estrés salino.

2 Objetivo General

Determinar la funcion de los transportadores OsHKT1;3 y OsHKT2;3.

Objetivos Particulares

e Caracterizar las propiedades de transporte de OsHKT1;3 y OsHKT2;3
mediante su expresion en ovocitos de Xenopus laevis en combinacion con
la técnica de fijacion de voltaje con dos electrodos.

e Determinar el nivel de expresion del transcrito de OsHKT1;3 y OsHKT2;3 en
raices y hojas de arroz crecidas bajo condiciones de estrés salino,
deficiencia de K™ y control.

e Obtener plantas homdécigas de mutantes de Arabidopsis Athktl;l
transformadas con OsHKT1;3 y OsHKT2;3.



3 Materiales y Métodos

3.1 REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS EN LOS OVOCITOS DE Xenopus laevis.
La caracterizacion electrofisiolégica de los transportadores OsHKT1;3 y
OsHKTZ2;3, se realizé a través de su expresion heteréloga en los ovocitos de la

rana Xenopus laevis.

3.1.1 OBTENCION Y DEFOLICULACION DE LOS OVOCITOS
Para la obtencion de los ovocitos, inicialmente se anestesio por 30 min a la

rana con tricaina (ETHYL-m-AMINOBENZOATE METAHENE SULFONIC ACID; Sigma-
Aldrich, Toluca, México) al 0.15% disuelta en agua por 30 min. Una vez que se
comprob6é que la rana se encontraba anestesiada, se procedié a obtener los
ovocitos. Para esto, se hizo una incision en el abdomen de 0.5 cm para poder
tener acceso a los lébulos de los ovarios, de donde se obtuvieron los ovocitos.
Una vez que se habia colectado un niamero suficiente de ovocitos, los ovarios se
colocaron dentro de la cavidad abdominal y la rana se suturd. Los ovocitos asi
obtenidos se colocaron en una caja Petri con solucion OR-2 libre de calcio (NaCl
82.5 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, a 0.240-0.260 osmol/kg y un
pH de 7.5 ajustado con NaOH) y se separaron manualmente. Para facilitar la
remocidn de las células foliculares, que envuelven a los ovocitos, estos se
incubaron en la misma solucidon conteniendo colagenasa (0.5 mg/ml; Sigma-
Aldrich, Toluca, México) por 30 min a temperatura ambiente y después se lavaron
varias veces con la solucion OR-2 libre de calcio. Posteriormente los ovocitos se
dejaron reposar durante 4 h. Pasado este tiempo, las células foliculares fueron
removidas manualmente bajo un microscopio estereoscépico y con ayuda de unas
pinzas de punta muy fina. Los ovocitos seleccionados, fueron de tamafo grande
(estados V-VI) mostrando los polos animal y vegetal bien definidos, es decir, bien
coloreados (negro y amarillo, respectivamente) y con un borde bien definido entre
ambos polos. Finalmente, los ovocitos fueron colocados en solucion ND-96 con
calcio (NaCl 96 mM, KCI 2 mM, CaCl, 1.8 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM,



Gentamicina 50 pug/ml, a 0.240-0.260 osmol/kg y pH de 7.6 ajustado con NaOH) y

se incubaron a 15°C durante toda la noche.

3.1.2 TRANSCRIPCION In vitro DEL ADNc de OsHKT1;3 y OsHKT2;3
Para poder expresar los transportadores OsHKT1;3 y OsHKT2;3 en la

membrana plasmatica de los ovocitos, éstos tuvieron que ser inyectados con ARN,
el cual se obtuvo de la transcripcion in vitro que se describe a continuacion.

Las construcciones pO02-0OsHKT1;3 y pO02-OsHKT2;3 se digirieron con
la enzima de restriccibn Bbr PI siguiendo las recomendaciones del proveedor
(Roche, México), que tiene su sitio de restriccion inmediatamente por debajo del
inserto, para asi producir un templado lineal y de esta manera la ARN polimerasa
puede generar el ARNm. El plasmido pOO2 posee al promotor SP6. La digestion
se detuvo agregando 1/20 del volumen de EDTA 0.5 M, 1/10 del volumen de
Acetato de Sodio (NaAc) 3 M y 2 volimenes de Etanol frio. Se mezcl6 bien y se
dejé enfriar a —20°C por al menos 15 minutos. EI ADN se sedimentd por
centrifugacién en una microcentrifuga durante 15 minutos a maxima velocidad (13,
000 rpm). A continuacién se removio el sobrenadante y el precipitado se
resuspendio en agua libre de ARNasas. Esta agua se obtuvo mezclando agua MQ
y DEPC (dietil pirocarbonato) 0.05 % en agitacién continua e incubandose toda la
noche a 37°C; por ultimo esterilizandose en una autoclave durante 25 min.

De las construcciones pO02-OsHKT1;3 y pO02-OsHKT2;3 linealizadas, se
tomaron muestras con una concentracion de 1ug/ul y la transcripcion in vitro se
realizd de acuerdo a las indicaciones del paquete mMessage mMachine (Ambion.
2130 Woodward St. Austin TX USA). Posteriormente, esta reaccion se incubo a
37°C durante 12 h.

Para recobrar el ARN se agreg6é a la reaccion 30 ul de LiCl 7.5 M, se
mezcl6 muy bien y se incubo durante 30 min a —-20°C. A continuacion, se
centrifugd durante 15 min a maxima velocidad para colectar el ARN en el fondo de
un tubo de 1.5 ml. Con cuidado se removié el sobrenadante y la pastilla de ARN

se lavé agregando 1 ml de etanol al 70%. Se volvié a centrifugar para remover los



nucledtidos que no se incorporaron en la reaccion. Con cuidado se eliminé el
etanol al 70% y el ARN se resuspendio en agua libre de ARNasas.

La cantidad de ARN obtenida se determin6 empleando un
espectrofotometro de luz UV (Hewlett Packard, México, D.F.). Debido a que una
unidad de absorbancia a Ass corresponde a 40 ug/ml de ARN para una solo

hebra, la produccion de ARN se calcul6 con la siguiente formula:

(Az60) (Factor de dilucion)(40)= pg/ml ARN

Otra manera de poder apreciar y cuantificar el ARN fue corriendo geles de
agarosa al 1 %, la cual se disolvié en buffer de corrida para geles con MOPS 10X
(MOPS 0.1 M pH 7.0, Acetato de Sodio 40 mM y EDTA 5 mM a pH 8.0) y
Formaldehido 2.2 M. Por cada pl de muestra de ARN se agregaron 9 ul de Buffer
de carga (Formamida 2 ul, MOPS 10x 1 ul, Formaldehido 2 ul, Buffer de carga |l
provisto por el paguete mMessage mMachine de Ambion 1 ul y 10 mg/ml de
Bromuro de Etidio). A continuacién, estas muestras se cargaron en los pozos del
gel y se corrieron en una camara de electroforesis conteniendo Buffer de corrida
para geles con Formaldehido (MOPS 1X) a 50 Volts durante 60 min en una
campana de extraccion (el formaldehido genera gases téxicos). Con la ayuda de
un transiluminador de UV se pudo observar el ARN.

Habiendo determinado la concentracion del ARN, éste se guardo a —70°C

hasta antes de ser usado.

3.1.3 MICROINYECCION DEL ARN DE OsHKT1;3 y OsHKT2;3 EN LOS OVOCITOS DE

Xenopus laevis

Para la microinyeccion del ARN de OsHKT1;3 y OsHKT2;3 fue necesario
utilizar una micropipeta (Drummond, U.S.A. Cat. No. 3-000-204) de 10 pl, la cual
fue moldeada con un hacedor de micropipetas KOPF (David KOPF Instruments,
California U.S.A. Modelo 730). Para llenar la pipeta con el ARN, la punta de la
pipeta se rompié de tal manera que quedara abierta a un didametro de 10-20 pm.

Posteriormente esta pipeta se llend con aceite mineral evitando dejar burbujas



dentro de la misma. La pipeta se coloco dentro del émbolo del microinyector y el
ARN (1-2 ul), colocado en parafilm (Pechiney, Chicago, USA), se succion0; para
poder manejar con precision al microinyector éste se coloc6 en un
micromanipulador mecanico (MMNB8 Narishige, Japon). Los ovocitos inmersos en
solucion ND96 se microinyectaron bajo observacion en un microscopio
estereoscopico (SMzZ645 Nikon, Japon). Los ovocitos se colocaron en fila dentro
de una caja Petri y para evitar que éstos se movieran, el piso de la caja Petri se
rayo haciendo la superficie aspera. La cantidad de ARN inyectado en los ovocitos
fue de 13.8 ng en volumenes no mayores a 50 nl. Los ovocitos asi inyectados se
colocaron en solucién ND96 y se incubaron a 15°C por 48 h para posteriormente

ser empleados en los registros electrofisiologicos.

3.1.4 REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS DEL TRANSPORTADOR OsHKT1;3y OsHKT2;3
El registro de las corrientes causadas por la expresion de los

transportadores OsHKT1;3 y OsHKT2;3 se realiz6 de 2 a 5 dias después de la
microinyeccién. La técnica que se utilizé fue la de fijacion de voltaje con dos
electrodos empleando el amplificador GeneClamp 500 (Axon Instruments Inc.
Foster City. USA). Los microelectrodos de registro se obtuvieron elaborando
micropipetas de 100 ul (Sigma-Aldrich, Toluca, México) con el hacedor de pipetas,
KOPF. Estos microelectrodos se llenaron con una solucion de KCl 1M y se
insertaron en los portaelectrodos que contenian un alambre de Ag/AgKCI; estos
portaelectrodos a su vez, se montaron por separado a los cabezales HS-24 (Axon
Instruments Inc.). Al sumergir los microelectrodos dentro de la solucién 00 (MgCl,
1 mM, CaCl; 1.8 mM y MES-Tris 10 mM pH 7.5) se midi6 el potencial de la punta y
se ajustaron a 0 mV, al mismo tiempo se midio la resistencia de los mismos la cual
varié entre 0.5 a 5 MQ, pero generalmente, se emplearon dos electrodos con la
misma resistencia eléctrica. Para el registro de las corrientes eléctricas, el ovocito
se coloco dentro de una camara de acrilico insertando inicialmente el electrodo de
Voltaje, y a continuacion el electrodo de Corriente. La solucion 00 se dejo fluir y se
esperd hasta que el potencial de membrana se estabilizara. Una vez estable, el
potencial de membrana se fijo mediante el programa Clampex del paquete



pClamp6 instalado en un computador PC 486. El registro y el andlisis de los
resultados, se realizaron empleando los programas Clampex y Clampfit,
respectivamente, incluidos en el paquete pClamp6.

Las soluciones de K* y de Na" se prepararon tomando a la solucion 00
como base y agregandole Gluconato de K' y/o Gluconato de Na' en las
concentraciones deseadas. En los experimentos que se realizaron para determinar
la selectividad de los transportadores a los diferentes cationes alcalinos se
emplearon sales de cloro en la misma solucion 00. En soluciones con
concentraciones de 50, 75 y 100 mM se mantuvo la osmolaridad entre 230-250

miliOsmoles).

3.2 SUBCLONACION DEL GEN OsHKT2;3 EN POO2
Registros iniciales con la construccion pOO2/0OsHKT2;3 mostraron que en

presencia de Na® o K (gluconatos) no se activaba corriente alguna en los
ovocitos. Debido a que anteriormente no se habia presentado este problema, se
pensé que posiblemente durante los procesos de clonacion y construccion del
vector de expresion, se pudieron haber insertado pares de bases extras que
pudiesen afectar la estabilidad del ARN o el proceso de traduccion. Para esto, se
volvié a secuenciar la construccion pO0O2/0OsHKT2;3 original y se pudo observar
que en la regidbn 5 existian aproximadamente 100 pares de bases extras
conteniendo varios ATG, ademas del correspondiente para OsHKT2;3. Para
determinar si estos pares de bases eran responsables de la falta de actividad en
los ovocitos, se procedié a la subclonaciéon de OsHKT2;3 en el vector POO2,
removiendo aquellas bases que no correspondian al marco abierta de lectura

(ORF) como se describe a continuacion.

3.2.1 EXTRACCION DE ADN
Con el objetivo de obtener la nueva construccion del gen OsHKT2;3 en

pOO02 se requirié6 de la manipulacion del ADN y para ello de su extraccion de
bacterias. La extraccion de ADN plasmidico se llevé a cabo mediante lisis alcalina,

el cual se describe a continuacion.



Inicialmente la cepa DH5a de E. coli con la construccion pOO2/0OsHKT2;3
se crecié en LB (Triptona 10 g/l, Extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l y pH
ajustado a 7.0 con NaOH) y 50 mg/l de ampicilina durante toda la noche
(aproximadamente 12 horas) a 37°C con movimiento, para obtener suficientes
células y asi aislar una cantidad adecuada de ADN. Posteriormente el contenido
de cada uno de los tubos Falcon se vertié en 2 microtubos de 1.5 ml. Se centrifugd
a 12,000 rpm durante 1 min en una microcentrifuga (Sorvall, MICROFUGE pico)
para sedimentar las células. Se desechd el sobrenadante por medio de vacio y la
pastilla se resuspendio en 100 pl de solucion | (Glucosa 1%, Tris 25 mM, EDTA 10
mM pH 8) para establecer a las células. A continuacion se agregaron 200 ul de
solucion Il (NaOH 0.2 M y SDS 1%) mezclandose por inversion suave tres o cinco
veces (con esta solucion se rompen las membranas de las células). Por ultimo, se
agregaron 150 ul de Acetato de Amonio 7.5 M a —20 °C y se dejo reposar en hielo
durante 10 min para precipitar al ADN. A continuacion se centrifugaron los tubos a
12000 rpm durante 15 min en una microcentrifuga (Sorvall, MICROFUGE pico); se
colecto el sobrenadante conteniendo el ADN, el cual se transfirié6 a un microtubo
de 1.5 ml. A la fase acuosa se le agregaron dos volimenes de etanol frio para
precipitar el ADN y se dejé reposar en hielo durante 10 min, posteriormente se
centrifugd durante 10 min a 12000 rpm en una microcentrifuga. Se vertio el
sobrenadante y la pastilla se lavé con etanol al 70% (la evaporacion del etanol es
muy importante para lograr reacciones enzimaticas Optimas, por lo que fue
necesario esperarse de 10 a 15 minutos después del lavado). Por ultimo, se
resuspendio la pastilla en 30 ul de agua Milli Q (agua bidestilada) y el ADN se
guardé a —20°C.

Este método también se empled para extraer el vector de expresion para

los ovocitos pOO2, el cual se encontraba dentro de la cepa DH5a.

3.2.2 AMPLIFICACION, DIGESTION Y LIGACION DE OsHKT2;3 CON pO02
Mediante un andlisis de los sitios de restriccién de la construccion pOO2/

OsHKT2;3 se concluyd que la enzimas de restriccion Nco | y Kpnl eran las
adecuadas para digerir el ADN extraido, ya que el sitio de clonacion multiple del



vector pOO2 posee los sitios de accion para estas enzimas. Al mismo tiempo se

comprob6 que dentro del ADNc de OsHKT2;3 no existia algun sitio de restriccion

para éstas enzimas evitando asi el corte del inserto OsHKT2;3.

Tabla 2. Oligos usados para las reacciones de PCR.

Nombre

Secuencia

Posiciéon

Notas

OsHKT2;3 UP

(5'—3)
atat CCATGGtcatgcctattcggctgcatatctttg

la?25

Oligo sentido. Posee el
sitio de restriccidn para

Ncol (letras mayusculas)

OsHKT2;3 LOW

(5—-3)
agctGGTACCtcacctagttcgtgcgcttgtgg

1507 a 1530

Oligo antisentido. Posee
el sitio de restriccion
para Kpnl (letras

mayusculas)

For6H

(5'—>3’) gcagctagcaagttctcttc

56-76

Oligo sentido, usado
para poder cuantificar la
expresion de OsHKT1;3

mediante RT-PCR.

Rev6H

(5'—>3’) ggtaccaggttaaggtagagg

637-658

Oligo antisentido, usado

para poder cuantificar la

expresion de OsHKT1;3
mediante RT-PCR.

ForHKT2;3

(5'—>3') agcatgatcctgaaaaccgt

369-389

Oligo sentido, usado
para poder cuantificar la
expresion de OsHKT2;3

mediante RT-PCR.

RevHKT2;3

(5'—>3') ctacaaaagcaacctccaca

904-924

Oligo antisentido, usado

para poder cuantificar la

expresion de OsHKT2;3
mediante RT-PCR.

ForRAC

(5'—3’) atgacccagatcatgtttgagacc

360-384

Oligo sentido, usado
para poder cuantificar la
expresion de OsRAC1
mediante RT-PCR.

RevRAC

(5"—>3’) atacccgcagcttccattcctat

804-827

Oligo antisentido, usado
para poder cuantificar la
expresion de OsRAC1
mediante RT-PCR.




Para colocar los sitios de restriccién a la secuencia del gen OsHKT2;3 se
emplearon oligos posicionados en el inicio (ATG) y al final (TGA) del marco de
lectura del gen OsHKT2;3 con los sitios de restriccion para las enzimas Ncol y
Kpnl (Tabla 2). Se hicieron reacciones de PCR usando la Taq polimerasa
AccuPrime y se siguieron las recomendaciones del proveedor (Invitrogen, la Jolla
California). Para ligar al gen OsHKT2;3 con el plasmido pOO2, los productos de
PCR que donde esta el gen OsHKT2;3 se corrieron en geles de agarosa al 0.8%
disuelta en TAE (0.02 M Tris-acetato, 0.0006 M EDTA) en una camara de
electroforesis con solucidén de corrida (TAE) a 100 V durante 30 min. Empleando
un marcador de peso molecular (Gene Ruler™ 1 Kb. Fermentas Ontario, Canada)
y una tincion con bromuro de etidio se pudo observar el fragmento de ADN en un
transiluminador de UV. EIl aislamiento del fragmento del gel se realiz6 con el
paquete Rapid Gel Extraction System (Marligen Biosciences. Inc Urbana Pike
Ljasmville, MD USA). Para ligar el inserto OsHKT2;3 dentro del vector pOO2,
inicialmente al producto de PCR se le hizo una doble digestién con las enzimas
Ncol y Kpnl siguiendo las indicaciones del proveedor (Roche) para poder obtener
la eficiencia maxima de digestion. El vector pOO2 también fue sometido a una
doble digestion con las mismas enzimas, Ncol y Kpnl, y su aislamiento del gel de
agarosa se hizo como se menciono anteriormente. La ligacion de OsHKT2;3
dentro del vector pOO2 ser realizd con la T4 ligasa; la eficiencia de esta reaccion
dependié de la concentracion de la enzima (U/mL), asi como de la concentracion
del vector y del inserto que se mezclaron en la ligacion. Por lo general se empleo
una proporcién de 1:10 de vector:inserto que en cantidades de DNA fueron 150 ng
del vector y 500 ng del inserto. Estas cantidades en ng de vector:iinserto se

obtuvieron de la siguiente formula:

tamafio ADN pb
1000 pb

419 ADN = fmolas ADN | —+#8
3000 fmolas



Los pesos moleculares de OsHKT2;3 es de 1500 pb y del vector pOO2 es
de 3000 pb. La cantidad de inserto y de vector agregados a la reaccion se
calcularon con geles tenidos con bromuro de etidio y observados en un

transiluminador de UV. Los p

3.2.3 ELABORACION DE CELULAS COMPETENTES DE LA CEPA DH5a, DE E. coli
Mediante la clonacion (técnica para insertar ADN exdgeno y realizar

multiples copias) se pudo verificar si la ligacion pO0O2/0OsHKT2;3 se llevo a cabo.
Esta técnica requiere de células capaces de aceptar ADN no propio o también
denominadas células competentes.

Para ello se inocul6 la cepa DH5a de E. Coli, (la cual no posee resistencia a
antibiético alguno) en 3 ml de medio LB fresco, dejando reposar durante toda la
noche a 37°C en agitacion. A este cultivo se le denomina preindculo.
Posteriormente a 50 ml de medio LB fresco se le agregaron 500 pl del preinoculo,
incubandose a 37°C por 2 h, hasta que se obtuvo una ODgy= 0.25 (1.2X10°
células/ml). Alcanzado esta densidad, las células se colocaron en hielo por 20 min,
y para todos los pasos subsecuentes se conservaron a 4°C. Posteriormente, las
células se transfirieron a dos tubos Falcon de 50 ml y se centrifugaron a 4000 rpm
durante 5 min a 4°C en una centrifuga Beckman GS-15R con un rotor S4180
(Beckman-Coulter, México). Cuidadosamente, el sobrenadante se vertio y la
pastilla se resuspendié en 15 ml de TBI (Buffer de Transformacion I; acetato de
potasio 30 mM, MnCl, 50 mM, RbCI| 100mM, CaCl, 10 mM, glicerol 15 % ajustado
a pH 5.0 con acido acético). Las células se centrifugaron nuevamente a 4000 rpm
durante 5 min a 3-4°C en el mismo rotor. Se volvio a desechar el sobrenadante, se
resuspendio la pastilla en 15 ml de TBI y se incub6 durante 10 minutos a 4°C. Se
repitié la centrifugacion para colectar la pastilla de cada tubo de 50 ml, las cuales
se resuspendieron en 1 ml de TBIl (Buffer de Transformacion Il; MOPS 10mM,
CaCl, 75mM, RbCI 10mM, glicerol 15 % y ajustado a pH 7.0 con NaOH). Para
tener un mejor manejo de las células competentes se transfirieron alicuotas de
200 pl a microtubos de 1.5 ml frios. Estas alicuotas se conservaron a -70°C (bajo

estas condiciones las células son estables por lo menos durante 6 meses).



3.2.4 TRANSFORMACION DE LA CEPA DH5q DE E. coli POR CHOQUE TERMICO

El método por el que el ADN exdgeno es introducido en las células
competentes de la cepa DH5a se denomina transformacion. Para la
transformacion de las células competentes, se tomaron de 1 a 5 ul del producto de
la ligacion pOO2/0sHKT2;3 y se agregaron a 20 ul 6 50 ul de células
competentes, mezclandose y dejandose reposar durante 45 min a 4°C. A
continuacion, a las células se les dio un choque térmico a 37°C durante 45 seg. Se
retiraron del bafio y se les agregé 0.5 ml de medio LB fresco. Se incubaron
durante 1 hora a 37°C en agitacion, para que se expresara el vector.
Posteriormente, las células de E. coli se sembraron en cajas Petri con medio
LB/Ampicilina (20ug/ml) (las colonias que crecieron en estas placas contenian el
vector con el inserto, ya que el vector posee resistencia a ampicilina; pero también
crecieron colonias que solo contenian el vector, debido a la circularizacion del
mismo) y se incubaron en una estufa a 37°C durante toda la noche.

Para corroborar la ligaciéon del gen OsHKT2;3 con el vector pOO2, se
extrajo ADN de colonias y se hicieron dobles digestiones de cada ADN extraido de
las diferentes colonias con las enzimas de restriccion Ncol y Kpnl de tal manera
que se liberé algunos ADN extraidos el inserto OsHKT2;3, demostrando que la
construccion se realizo satisfactoriamente.

Las reacciones de PCR para la insercion de los sitios de restriccion Ncol y
Kpnl se hicieron con la Tag DNA polimerasa platinum siguiendo las
recomendaciones del proveedor (Invitrogen, Co. USA). Las condiciones de

amplificacion fueron:

Primera desnaturalizacion del ADN 94° 5 min
Desnaturalizacién del ADN 940 1 min

m 55° 1 min

Extension 72° 2 min

Ultima extension 72° 10 min

3.3 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS ARNm DE OsHKT1;3 Y OsHKT2;3 DEL
ARROZ.



La expresion de los transcritos para OsHKT2;3 y OsHKT1;3 se analizé en
condiciones de deficiencia de K* y salinidad (30 mM de NaCl). Las plantas se
crecieron en medios hidroponicos conteniendo la solucion de Hoagland al 50%.
Después de seis semanas, las plantas se dividieron en tres lotes, uno expuesto al
mismo medio para las plantas control, al segundo se les removié el K* del medio y
se expuso durante 24 h a esta condicion, y al tercero se le suplementé con 30 mM
de NaCl y las plantas se trataron durante 40 h. Al final de los tratamientos, y para
obtener el ARNm se obtuvieron 300 mg de tejido, se congeld en nitrégeno liquido
y se almaceno a -80 °C. Posteriormente, se extrajo el ARN total de las hojas y de
la raiz, por separado con Trizol siguiendo las recomendaciones del proveedor
(Invitrogen Co. USA). Una vez obtenido el RNA total se llevé a cabo la reaccion de
retrotranscripcion. Para ello a 5 pg de RNA total se le agregoé el oligo (dT) en una
concentracion de 500 pg/ml para obtener el cDNA de los mensajeros.
Posteriormente se siguieron las recomendaciones del proveedor para terminar la
retrotranscripcion (Invitrogen, Co. USA). Con este cDNA se llevaron a cabo las
reacciones de PCR con oligos disefiados en zonas no conservadas de los
transportadores OsHKT1;3 y OsHKT2;3 (Tabla 2). La cuantificacion de la
abundancia de los transcritos de OsHKT1;3 y OsHKT2;3 se realizé en geles de
agarosa al 0.8 % midiendo la intensidad de brillo de los productos de PCR de cada
muestra provocada por la tincion con bromuro de etidio, empleando el software
ImageJ. Para poder cuantificar la abundancia del transcrito bajo las diferentes
condiciones estudiadas (deficiencia de K*, 30 mM NaCl y control) se hizo la
cuantificacion del transcrito en la fase exponencial de la reaccion de PCR, que
para OsHKTL1;3 de 29 ciclos y para OsHKT2;3 de 35 ciclos. Para normalizar los
resultados se utilizé a OsRACL1 el gen que codifica para una actina previamente
reportada por Buiuelos et al. (2002) y que se expresa constitutivamente. Las

condiciones de las reacciones de PCR fueron las siguientes:

Primera desnaturalizacion del ADN 940 2 min
Desnaturalizacion del ADN 94° 30s

Tm 60° 60 s

Extension 72° 1 min

Ultima extension 72° 10 min



3.4 TRANSFORMACION DE LA MUTANTE Athkt1;1 DE A. thaliana

Para transformar las mutantes de Arabidopsis se utilizo el método de
infiltracién floral al vacio. Las plantas mutantes de Arabidopsis (Athktl;1-1) se
crecieron en macetas conteniendo suelo experimental (Metro Mix 500 2:1 Peat
Moss Canadian Sphagnum, Prod. Bork Ash), regandose diariamente con agua
comun, y mantenidas bajo condiciones controladas de invernadero, 14 y 25 °C en
periodo de oscuridad y luz, respectivamente. Las plantas fueron fertilizadas con
solucién Hoagland una vez por semana.

Para el evento de transformacion se emplearon plantas en estadios
tempranos de floracion, sumergiendo la zona donde se encuentran las flores en
una suspension de Agrobacterium tumefaciens crecida en medio LB con
rifampicina (100 pg/ml) la cual contenia a uno de los ORF de los OsHKT de
interés. Se aplico vacio y las plantas se dejaron desarrollar para obtener semillas.
Estas semillas se germinaron en cajas Petri con medio minimo para crecimiento
de A. thaliana (0.8 % bacto agar y 1 mM de KNOg3) conteniendo higromicina
(20ug/ml) como medio de seleccion para aquellas plantas que fueron
transformadas por Agrobacterium y que incorporaron el inserto del T-DNA, estas
plantas corresponden a la generacion T1. A continuacion se autofecundaron las
plantas de la Tl y se colectaron las semillas de esta primera generacion.
Posteriormente, las semillas de cada linea germinal, es decir, las semillas
provenientes de cada planta se germinaron en medio minimo de crecimiento con
higromicina por separado. Las semillas de cada linea se germinaron y se analizé
el porcentaje de germinacién para determinar cuales de ellas correspondieron a
lineas homaocigas que expresaron el transgen OsHKT. Para comprobar que los
genes OsHKT2;3 y OsHKTL1;3 se expresaron en las plantas transgenicas se
empleo la técnica de RT-PCR.

3.5 MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO



Las plantas de Oryza sativa cv Pokkali se obtuvieron a partir de semillas
germinadas en charolas con arena, y se mantuvieron en la oscuridad (28 °C). Dos
semanas después de la germinacién, las plantas fueron transferidas en vasos
opacos de 1L (cultivos hidropénicos) con la solucién nutritiva de Hoagland’s (0.5
mM (NH,)2 HPO4, 3 mM KNO3, 2 mM Ca (NOs), 1 mM MgSOQy, 12 uM H3BO3, 8 pM
MnSQOy4, 0.38 uM ZnSO4, 1.76 uM CuSOy4, 0.041 uM H;M0Oy,, 0.11 mM NaEDTA,
0.1 mM FeSOq4; Hoagland y Arnon, 1938), diluida a la mitad de su concentracion
(Vera-Estrella et al., 1999; Barkla et al., 2002) y se mantuvieron en condiciones de
invernadero. Seis semanas después de la germinacion se dio inicio al tratamiento
de las plantas. Los tratamientos se realizaron mediante la adicion de 30 mM NacCl
por 40 h. Para los tratamientos sin K*, el KNOs fue sustituido con NH4NOs.

En la siguiente fotografia se muestran algunos tejidos de la planta de arroz:

.ﬁ Esplga

Hoja —.
Cobertura de
@ > la hoja

Figura 4. Planta de arroz. La figura muestra algunos tejidos de la parte aérea.



4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA DEL TRANSPORTADOR OsHKT1;3

Para determinar la funcién del transportador OsHKT1;3, se hicieron
registros electrofisioldgicos en los ovocitos de Xenopus laevis que expresaron
OsHKT1;3 mediante la técnica de fijacibn de voltaje con dos electrodos. Los
ovocitos inyectados con el ARN de OsHKT1;3 se les fij6 el potencial de membrana
(potencial de mantenimiento) igual al potencial de reposo registrado en la solucién
00 para mantener un nivel de corriente cero y se perfundieron con K* 0.3 mM, Na*
1mM y Na* 1mM + K* 0.3 mM. Al perfundir la solucién de 0.3 mM de K sobre el
ovocito, el nivel de la corriente se mantuvo constante (Figura 5 A); sin embargo al
fluir la solucién de 1 mM de Na’, se registr6 una corriente entrante (corriente
negativa) de aproximadamente -127 nA que regreso a su nivel inicial al exponer al
ovocito a la solucién 00 inicial (Figura 5A). El potencial de membrana al cual se
mantuvo el ovocito fue de -140mV. Existen reportes previos que muestran que el
potencial de membrana de las células vegetales se encuentra entre -100 y -200
mV (Mohr y Schopfer 1995), lo que indica que la actividad registrada en los
ovocitos se realizo en condiciones similares a las que OsHKT1;3 estaria expuesto
en una célula vegetal. Para nosotros fue importante trabajar con todos aquellos
ovocitos que tuvieran potenciales mas negativos a -100 mV, esto con la finalidad
de poder demostrar que existen similitudes en los potenciales de membrana entre
los ovocitos de X. laevis y las células vegetales facilitando la interpretacion del
posible funcionamiento de este transportador en las plantas. Para determinar si
OsHKT1;3 funcionaba como un co-transportador Na'/K* de forma similar a lo
reportado para el transportador HKT1 de trigo (TaHKT2;1), se perfundié una
solucién de Na* 1 mM + K* 0.3 mM sobre el ovocito, observandose una corriente
negativa de aproximadamente -127 nA, valor similar al registrado en presencia de
s6lo Na" (Figura 5A). Las corrientes negativas registradas al perfundir tanto la
solucion de Na® 1 mM como la solucién de Na* 1 mM + K* 0.3 mM regresaron a su
nivel inicial (cero nA) cuando se reemplazaron por la solucién 00 (esta solucion no

contiene K* ni Na*). Al realizar el mismo tipo de experimentos en ovocitos control
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Figura 5. OsHKT1;3 es un mecanismo de transporte de Na'. A) Registro
original de las corrientes causadas por la exposicion de un ovocito inyectado con
el ARN de OsHKT1;3 a 0.3 mM de K" (0), 1 mM de Na' (m) y la presencia
simultanea de Na* 1 mM + K" 0.3 mM (A). El potencial de mantenimiento fue de —
140 mV. Registro original representativo de una n=10 de 4 diferentes ranas. B)
Registro original que muestra la ausencia de la activacion de corrientes por la
exposicion de un ovocito control inyectado con H,O-DEPC a las mismas
soluciones que en A. El potencial de mantenimiento del ovocito fue de —125 mV.
Las flechas indican el momento en que los iones se removieron.



200 nA

Figura 6. OsHKT1;3 es mas selectivo al Na® que al K*. A) Registro de un
ovocito inyectado con el ARN de OsHKTL1;3 que fue perfundido con diferentes
concentraciones de K en el medio extracelular. Registro representativo de una
n=14 de 4 diferentes ranas. B) Mismo ovocito, perfundido con diferentes
concentraciones de Na* (n=13 en 4 diferentes ranas). C, Ovocito control inyectado
con agua-DEPC perfundido con las mismas soluciones que en A y en B. Los
simbolos (-, m, ©, A, Oy @) corresponden a las soluciones de 0.1, 0.3, 1, 3, 10
y 30 mM, respectivamente. El potencial al cual se fijaron los ovocitos inyectados
con ARN de OsHKT1;3 y los inyectados con agua-DEPC fue de -145y -125 mV,
respectivamente. Las flechas indican el momento en que los iones se removieron.
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Figura 7. Los ovocitos control poseen corrientes endogenas entrantes de K™,
En barras blancas se muestra la corriente que se gener6 a 10 y 30 mM de K* en
ovocitos inyectados con ARN de OsHKT1;3. En barras color negro se muestra la
corriente que se generé bajo las mismas concentraciones de K' en ovocitos

inyectados con H,O-DEPC. Los datos que se muestran son la media + DS de once
repeticiones.



inyectados con agua-DEPC, el flujo de las diferentes soluciones no activo corriente
alguna (Figura 5 B) lo cual reforzo el resultado de que las corrientes registradas en
los ovocitos inyectados con el ARN de OsHKT1;3 se debian a la actividad de este
transportador y no a corrientes endégenas del ovocito (Figura 5B).

Con el objetivo de determinar la afinidad del transportador OsHKT1;3 a Na*
y a K" se perfundieron soluciones conteniendo diferentes concentraciones de
ambos iones en forma separada (0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 mM). Al perfundir las
soluciones que contenian diferentes concentraciones de K" sobre un ovocito
inyectado con ARN de OsHKT1;3 y con un potencial de mantenimiento de —150
mV sOlo se generaron corrientes entrantes de pequefia magnitud a partir de 10
mM de K, alcanzando niveles de corriente de -140 nA a una concentracion de 30
mM de K* (Figura 6A). No obstante, al perfundir al mismo ovocito con soluciones
de diferentes concentraciones de Na' y con un potencial de mantenimiento similar
(=145 mV) las corrientes negativas generadas fueron de mayor magnitud, ya que
una diferencia en la corriente fue apreciable desde una solucion de Na* 0.3 mM.
La magnitud de las corrientes entrantes aumenté conforme la concentracion
extracelular de Na® se incrementé hasta 30 mM, donde fue posible registrar
corrientes entrantes de -580 nA (Figura 6B). En estos experimentos nuevamente
vimos que las corrientes negativas desaparecian conforme se reemplazaban las
soluciones que contenian las diferentes concentraciones de Na* por la solucion
00, corroborando que el movimiento de Na* a través de la membrana del ovocito
es resultado de la expresion del transportador OsHKT1;3 en los ovocitos. Como
control siempre se usaron ovocitos inyectados con H,O-DEPC para descartar que
estas corrientes fueran generadas por canales o transportadores enddgenos del
ovocito. Al fluir las mismas concentraciones de Na* sobre los ovocitos inyectados
con agua y con un potencial de mantenimiento de —125 mV no se registraron
cambios en el nivel de la corriente inicial (Figura 6C). Por otro lado al fluir las
mismas concentraciones de K* sobre los ovocitos control se llegé a registrar
corrientes entrantes a partir de 10 mM de K*. Estos resultados, muestran que hay
transportadores de K* enddgenos en los ovocitos control, causando incertidumbre

en la magnitud real de las corrientes debidas a OsHKT1;3. Sin embargo



comparando la magnitud de las corrientes entrantes registradas en ovocitos
control con aquellas registradas en ovocitos inyectados con OsHKT1;3, se observo
que la magnitud de las corrientes generadas por K* en los ovocitos inyectados con
OsHKT1;3 fueron ligeramente mayores. Estos datos sugieren que el transporte de

K" realizado por OsHKT1;3 es minimo (Figura 7).

Utilizando los valores de las corrientes activadas por las diferentes
soluciones de Na* y K* (Figura 6A y 6B) se determind la afinidad del transportador
OsHKT1;3 por éstos, al graficar los niveles de corriente contra la concentracién
(Figura 8). Analizando esta grafica con la ecuacion de Michaelis-Menten se obtuvo
una K= 3.8 £ 0.4 mM con una velocidad maxima de transporte de Vmax= 418 £ 11
nA para el Na* (Figura 8 A). De acuerdo a Epstein y colaboradores (1963) una K,
en el rango milimolar clasifica al transportador OsHKT1;3 como un transportador
de baja afinidad a Na'. La Vmax NOs muestra la eficiencia de operacion de
OsHKT1;3, la cual fue variable de un ovocito a otro debido principalmente a la
variacion en la expresion del transportador. En los ovocitos no se puede controlar
la cantidad de proteina de OsHKT1;3 ya que la cantidad de transportador depende
directamente de la maquinaria traduccional del ovocito. Por otro lado, no se pudo
determinar la Ky, para K" con las concentraciones empleadas ya que los valores
no se ajustaron a una cinética tipo Michaelis-Menten, debido a que solo se
pudieron registrar corrientes entrantes a concentraciones por arriba de 10 mM
(Figura 8A'y 8B).

Para obtener mayor informacion sobre la selectividad de OsHKTL1;3, se
procedié a obtener la variacién del potencial de inversion (AE;) de las corrientes
debidas tanto a Na* como a K*, conforme se varié la concentracién extracelular de
estos cationes, mediante la aplicacion de rampas de voltaje. Durante estos
experimentos, el potencial de membrana se varié de forma constante entre dos
valores de potencial que fueron de -200mV a +30 mV con una velocidad de 70
mV/s. En este intervalo se esperaba encontrar el potencial de inversion bajo las
diferentes condiciones experimentales. De acuerdo a la ecuacién de Nernst, el
potencial de membrana se desplazara positivamente 60 mV por un incremento de

10 veces la concentracion, si el transportador es muy selectivo al cation
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Figura 8. OsHKT1;3 tiene una mayor afinidad a Na* que a K*. Las corrientes
generadas por las diferentes concentraciones de Na* (A) y de K* (B) se ajustaron
a una cinética tipo Michaelis-Menten. La K, calculada para Na* fue 3.8 + 0.4 mM y
una Vmax= 418 *+ 11 nA. Las corrientes negativas generadas por K* (B) no se
pudieron ajustar a una cinética de tipo Michaelis-Menten. Promedio de 10 y 6
experimentos de 4 diferentes ranas en A y B, respectivamente.
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Figura 9. Cambios en E, dependientes de las concentraciones extracelulares
de Na' o K'. Las curvas corriente-voltaje muestran los potenciales de inversion
(E)), obtenidos mediante la aplicacién de rampas de voltaje. Estas curvas se
obtuvieron de ovocitos inyectados con ARN de OsHKT1;3 expuestos a diferentes

concentraciones (0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 mM que corresponden a los simbolos ---,

m, O, A, Oy e)deNa’ (A) o K" (B). Los potenciales de mantenimiento fueron de
-165 mV y -150 mV para A) y B), respectivamente. n=10 de 5 ranas diferentes.

Las rampas de voltaje se iniciaron en -200 mV y se terminaron en +30 mV a una
velocidad de 70 mV/s.
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Figura 10. La presencia simultanea de K" y Na* no afecta los cambios en el
potencial de inversion. A) Curvas corriente-voltaje causadas por las diferentes
concentraciones de Na* (0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 mM que corresponden a los
simbolos ---, m, o, A, 0 y @) en presencia de 1 mM de K*. B) curvas corriente-
voltaje en presencia de 1 mM de Na' y diferentes concentraciones de K* (los
simbolos ---, m, o, A, 0 y e representan las concentraciones de 0.1, 0.3, 1, 3,10y
30 mM de K*, respectivamente). Los potenciales de mantenimiento fueron de -155
mV tanto para A) como para B). Muestras representativas de una n=7 y n=6, en A
y B, respectivamente de 4 ranas diferentes.



monovalente presente en el medio extracelular. También mediante estos
experimentos es posible determinar si la presencia conjunta de Na* y K* promueve
el co-transporte o inhibe el transporte como se ha visto que sucede en otros
transportadores HKT (Rubio et al., 1995; Horie et al., 2007) y con ello tener mas
evidencia de la funcion en este transportador.

En la Figura 9A se observa que conforme las concentraciones de Na* en el
medio extracelular se aumentaron entre 0.1 y 30 mM, se registr0 un
desplazamiento positivo en el potencial de inversion, que fue de 57 mV y de 59
mV, entre las concentraciones de 1 a 10 mM y de 3 a 30 mM de Na’,
respectivamente. En la figura 9A también se puede apreciar un incremento en la
magnitud de la corriente negativa conforme se aumento la concentracion de Na'.
Estos registros obtenidos de ovocitos inyectados con el ARN de OsHKT1;3
demuestran que existe una gran selectividad por Na* y, que el valor del cambio en
el AE, fue muy cercano al valor teérico. Por otro lado, la figura 9B muestra que las
variaciones en el AE, fueron mucho menores en presencia del ion K*. El AE, entre
3y 30 mM de K" fue de 19 mV. Este resultado apoya, al igual que la figura 7, que
a concentraciones por arriba de 10 mM de K" existe el flujo de este i6n hacia el
citoplasma del ovocito. Pudiéndose sugerir que este flujo esta determinado por la
presencia de los canales enddgenos de los ovocitos control y no por la actividad
del transportador OsHKT1;3. Estos registros reafirman que OsHKT1;3 transporta
preferentemente a Na* en comparacion con K.

Aln y cuando nuestros resultados iniciales nos indicaban que OsHKT1;3 no
funcionaba como un co-transportador Na*/K* (Figura 5A), se procedi6 a estudiar si
las corrientes debidas a Na® o K* pudieran modificarse por la presencia conjunta
de otro cation, es decir, tener en el medio extracelular Na*-K* y/o si la selectividad
ibnica, especialmente la de Na*, se veia afectada por la presencia de K'. Para
esto se mantuvo constante la concentracion de un ion (1 mM) y se vario la
concentracion del segundo (0.1 mM a 30 mM). En experimentos donde la
concentracion de K* se mantuvo constante y se variaron las concentraciones de
Na®, el AE, fue de 53 mV entre 1 y 10 mM y de 60 mV entre 3 a 30 mM de Na*

(Figura 10A). Nuevamente, se puede observar que la magnitud de las corrientes



negativas también aumento a la par con el incremento de las concentraciones de
Na* (comparar figuras 9A y 10A). De manera totalmente diferente, variaciones en
las concentraciones de K™ en el medio extracelular entre 3 y 30 mM en presencia
de 1 mM de Na* constante, generé un cambio menor en AE; (6mV) (Figura 10B).
En esta figura también se puede apreciar que los aumentos en la concentracion de
K" no causaron cambios importantes en la magnitud de las corrientes entrantes, la
cual se mantuvo cercana a aproximadamente -170 nA, valor muy similar al
registrado en presencia de sélo 1 mM de Na', lo cual indica que ain con
concentraciones hasta 30 veces mayores de K*, OsHKT1;3 transporta con
preferencia a Na'. Estos resultados confirman la alta selectividad de este
transportador hacia el Na* (Figuras 5, 6, 8, 9 y 10). Aparentemente, por lo que se
muestra en las figuras 9A y 10A, la selectividad de OsHKT1;3 a Na* no se afecta
por la presencia simultanea de K*. Para confirmar esta observacion, se graficaron
los valores de E; obtenidos con cada una de las concentraciones de Na* en
ausencia y en presencia de 1 mM de K* (Figura 11). En esta grafica se puede
observar que en ambas condiciones, E; vario en forma lineal con el logaritmo de la
concentracion de Na'. El andlisis de los datos mediante un ajuste lineal nos
permitio calcular un valor de las pendientes de 55 y de 50 mV por cada diez veces
el incremento de las concentraciones, en soluciones de sélo Na* y Na™ + 1 mM K7,
respectivamente (Figura 11). Este analisis muestra que la selectividad de
OsHKT1;3 hacia Na* no cambia cuando el K* se encuentra presente en el medio
extracelular, corroborando que OsHKT1;3 es altamente selectivo a Na™.

Como se observa en la figura 8A, el aumento en las concentraciones
extracelulares de Na® causaon un incremento en los niveles de corriente, sin
embargo, es imporatnte determinar si éstas corrientes son transportadas con la
misma facilidad a través de OsHKT1;3. La cuantificacion de la conductancia en
OsHKTL1;3 se calculé mediante la obtencion de las pendientes de las rampas |-V
entre -200 y -120 mV a cada una de las concentraciones empleadas (1-30 mM) de
Na®.
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Figura 11. OsHKT1;3 es un transportador altamente selectivo a Na".
Variaciones del potencial de inversion (E;) contra la concentracion extracelular de

Na® en ausencia (®) y en presencia de 1 mM de K" (V). Se observa que la
pendiente de ambas lineas es muy similar, obteniéndose una variacién de 55 mV

por década de concentracion de Na* en (®) y de 50 mV en (V) (n=6).
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Figura 12. La conductancia de OsHKT1;3 es independiente de la
concentracion extracelular de Na'. La conductancia se mantuvo a un valor
constante, cercano a 4 US. Los valores estan normalizados a la gmax Obtenida en
cada concentracion. Los datos son la media £ DS de ocho repeticiones.



La figura 12 muestra que la conductancia es independiente de las concentraciones
extracelulares de Na* siendo de 3.83, 4.03, 4.32y 4.38 uS para 1, 3, 10 y 30 mM
de Na*, respectivamente.

Los resultados anteriores nos mostraron que OsHKT1;3 es altamente
selectivo a Na*, sin embargo, por arriba de 10 mM se registro corrientes entrantes
cuando se perfundi6 al K*. Este Ultimo dato nos llevé a preguntarnos si este
transportador pudiera ser permeable a otros cationes monovalentes (Cs*, Li*, y
Rb™"). En la figura 13A se muestra que a una concentracién de 10 mM, OsHKT1;3
puede transportar a todos los cationes alcalinos, pero el Na* fue el cation alcalino
que generd la mayor corriente entrante. De acuerdo a nuestros resultados,
OsHKT1;3 muestra la  siguiente  secuencia de  permeabilidades:
Na"™>>Cs"™>K">Rb">Li" (Figura 13C). Al hacer estos mismos experimentos en
ovocitos inyectados con agua-DEPC se registraron corrientes entrantes muy
similares para todos los cationes y de menor magnitud que las registradas en los
ovocitos que expresaron a OsHKT1;3 (Figura 13 B y C). Si bien se observé una
corriente entrante de aproximadamente 50 nA al perfundir los diferentes cationes,
muy probablemente esta corriente se deba a la actividad del canal de cloro
presente en los ovocitos, ya que en estos experimentos se emplearon sales de
cloro.

Para confirmar que Na® fue el cation monovalente transportado con
preferencia por OsHKT1;3 se aplicaron rampas de voltaje a los ovocitos y
observamos que solo Na* fue el cation alcalino que causé un cambio en el E,
mientras que el resto de los cationes alcalinos no afectd el E, (figura 14A).
También notamos que al perfundir la solucion de Na* se registr6 un aumento en la
corriente entrante, mientras que para los demas cationes la corriente permanecié
sin cambios. Realizando el mismo tipo de experimentos en ovocitos control (Figura
14B) donde se muestra que el E, para todos los cationes alcalinos permanece sin
cambio, asi como los niveles de corriente entre los diferentes cationes
permanecen similares. Estos resultados corroboran que OsHKT1;3 tiene una gran

selectividad por Na".
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Figura 13. Selectividad de OsHKT1;3 hacia los cationes alcalinos. A) Registro
original de las corrientes generadas en ovocitos inyectados con el ARN de
OsHKT1;3 por la presencia de los diferentes cationes monovalentes (10 mM, Cs”,
Li*, K*, Na" y Rb"). B) Corrientes generadas por la presencia de los diferentes
cationes monovalentes en un ovocito inyectado con agua-DEPC. C) Normalizacién
+ ES de la corriente generada por cada uno de los diferentes cationes
monovalentes en ovocitos inyectados con ARN de OsHKT1;3 y agua-DEPC. (n=9)
de tres diferentes ranas. En estos experimentos se usaron cloruros de los
diferentes cationes monovalentes. El potencial de mantenimiento para A) y B) fue
de -135 mV y -45 mV, respectivamente.
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Figura 14. OsHKT1;3 es selectivo a Na'. Registro original de las corrientes
activadas por los diferentes cationes alcalinos a una concentracion de 10 mM de
cada cation alcalino y en respuesta a una rampa de voltaje de -200 a +35 mV con
una velocidad de 70 mV/s. A) ovocito inyectado con el ARN de OsHKTZ1;3.
Obsérvese que el E, sélo se desplazo a potenciales positivos en presencia de Na'.
El potencial de mantenimiento fue de -190 mV. B) Ovocitos control prefundidos
con las mismas soluciones que en A) y con un potencial de mantenimiento de -120
mV. En estos experimentos se usaron cloruros de los diferentes cationes alcalinos.
Observese las diferentes escalas para las corrientes en A) y B).



4.2 CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA DEL TRANSPORTADOR OsHKT2;3

Para la caracterizacion de las propiedades de transporte de OsHKT2;3 se
volvio a usar el sistema heterélogo de los ovocitos de X. laevis. Con la finalidad de
conocer si OsHKT2;3 era permeable a K*, se perfundi6 a los ovocitos inyectados
con ARN de OsHKT2;3 con diferentes concentraciones (1, 3, 10 y 30 mM) de este
cation. Los registros obtenidos de estos ovocitos mostraron la activacion de
corrientes entrantes de baja magnitud, la cual aumenté conforme se incremento la
concentracion de K™ (Figura 15A). Al repetir los mismos experimentos en ovocitos
inyectados con H,O-DEPC, se registraron corrientes negativas y éstas se fueron
incrementando en magnitud a la par con el incremento de las concentraciones de
K* (Figura 15B). Sin embargo, las corrientes registradas en ovocitos inyectados
con ARN de OsHKT2;3 fueron ligeramente mayores con respecto a las registradas
en ovocitos inyectados con H,O-DEPC, registrando corrientes de hasta de -64 nA
y -30 nA con 30 mM de K", respectivamente.

Con la finalidad de saber si OsHKT2;3 era capaz de transportar al Na* se
fluyeron diferentes concentraciones de este cation (3, 10, 30, 50 y 100 mM) en
ovocitos inyectados con el ARN de OsHKT2;3. Los registros obtenidos de estos
ovocitos mostraron la activacion de corrientes entrantes (Figura 16A), cuya
magnitud aumenté conforme se incrementd la concentracion de Na'. Es
importante mencionar que los niveles de corriente debidos a la expresion de
OsHKT2;3 fueron menores que los registrados con OsHKT1;3 (comparar figuras 6
y 16). Como se puede observar en la figura 16A con 3 mM de Na*, se registré una
corriente entrante de -3 nA, alcanzando un valor de -70 nA con 100 mM de Na”.
Anteriormente no se habian realizado registros utilizando 100 mM de Na" asi que
dejamos fluir las mismas concentraciones de Na* en ovocitos inyectados con H,O-
DEPC (Figura 16 B). Estos registros muestran que las diferentes concentraciones
de Na" no generaron corrientes entrantes inclusive a 100 mM. Este resultado
indica que las corrientes generadas por los ovocitos que expresaron a OsHKT2;3
perfundidos con las diferentes soluciones de Na* son debidas a la expresion de
OsHKT2;3 y no por canales y/o transportadores enddégenos del ovocito.



W
|

100 s

35 nA

Figura 15. OsHKT2;3 transporta K*. (A) Registro de las corrientes de un ovocito
inyectado con OsHKT2;3 perfundido con diferentes concentraciones de K (los
nameros posicionados arriba de los registros indican las concentraciones usadas
en mM). B) Al perfundir las diferentes concentraciones de K* sobre ovocitos
inyectados con H,O-DEPC se generaron corrientes de menor magnitud
comparadas con las corrientes registradas en ovocitos inyectados con OsHKT2;3.
El potencial al cual se fijaron los ovocitos inyectados con OsHKT2;3 y los
inyectados con H,O-DEPC fue de -70 y -125 mV, respectivamente. (n=2) de 2
diferentes ranas.
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Figura 16. OsHKT2;3 transporta Na'. A) Ovocitos inyectados con OsHKT2;3 y
perfundidos con diferentes concentraciones mM de Na' (representadas con los
nameros posicionados arriba de los registros). B) En ovocitos inyectados con H,O-
DEPC no se observo la activacion de corrientes negativas a ninguna
concentracion de Na'. El potencial al cual se fijaron los ovocitos inyectados con
OsHKT2;3 y los inyectados con H,O-DEPC fue de -70 y -125 mV,
respectivamente. (n=5) de dos diferentes ranas.
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Figura 17. OsHKT2;3 tiene una baja afinidad hacia Na'. Las corrientes
generadas por las distintas concentraciones de Na* se graficaron y se ajustaron a
una cinética de tipo Michaelis-Menten. De este ajuste se calculo una K, de 27 £ 5

MM y una Vnax de 169 £ 10 nA. Los datos son la media + DS (n=5) de 3 diferentes
ranas.



Con la finalidad de obtener mayor informacién sobre las propiedades de
este transportador, se realizaron experimentos para determinar la afinidad de
OsHKT2;3 por Na’. La figura 17 muestra los valores obtenidos de las corrientes
que se generaron al fluir las diferentes concentraciones de Na' en ovocitos
inyectados con el ARN de OsHKT2;3. A estos datos se les pudo hacer un ajuste
de tipo Michaelis-Menten, lo cual permitié calcular una K= 27 £ 5 mM y una Vmax=
169 + 10 nA para Na'. Este valor de K, clasifica a OsHKT2;3 como un
transportador de baja afinidad a Na'.

Los registros anteriores muestran que OsHKT2;3 transporta tanto a Na®
como a K, registrando corrientes de -28 y -64 nA con 30 mM de Na' y K,
respectivamente. Esto supone que OsHKT2;3 posee una mayor permeabilidad
hacia K* que a Na® (comparar figuras 15 A y 16 A), sin embargo, en ovocitos
control solo las diferentes soluciones de K* (Figura 15 B), y no las de Na* (Figura
16 B) generan corrientes entrantes (vease figura 7). Estos resultados nos sugieren
que probablemente los niveles de la corriente de casi el doble con 30 mM de K*
con respecto a lo registrado con la misma concentracion de Na* en ovocitos
inyectados con el ARN de OsHKT2;3 se deba a la sumatoria de la corriente
endogena de los ovocitos generada por K* y la corriente que genera la presencia
de OsHKT2;3 y no porque OsHKT2:3 sea mas permeable a K" que a Na®*. Lo que
supone que OsHKT2;3 transporte indistintamente tanto Na® como K*. Con el
objetivo de tener mas informacién acerca de las propiedades de transporte de
OsHKT2;3 se realizaron experimentos para determinar la selectividad de
OsHKT2;3 hacia los cationes alcalinos. La figura 18 A muestra un registro original
obtenido en un ovocito que expreso a OsHKT2;3 y al que se expuso a los
diferentes cationes alcalinos a una concentracion de 30 mM. Como se puede
observar, cada uno de los cationes alcalinos genero una corriente entrante. El Cs”,
K"y Rb" generaron corrientes de magnitud similar (aproximadamente de -200 nA),
sin embargo, Li* y Na* generaron corrientes similares pero de menor magnitud de

aproximadamente -150 nA.



100 nA

200 s

Figura 18. OsHKT2;3 transporta a todos los cationes alcalinos. (A) Registro
original de un ovocito inyectado con ARN de OsHKTZ2;3 perfundidos con los
diferentes cationes alcalinos. B) Ovocito control (H,O-DEPC) prefundido con las
mismas soluciones que en A). En estos experimentos se usaron cloruros de los
diferentes cationes alcalinos. El potencial de mantenimiento fue de -117 y -122 mV
para ovocitos inyectados con OsHKT2;3 y control, respectivamente. Muestra
representativa de una n=3 de 3 diferentes ranas. Se usaron cloruros de los
diferentes cationes alcalinos.



A

¥Y(mV)

Corriente (nA)

-600 -
B

200+

Corriente (nA)

-400+

-600 -

Figura 19. OsHKT2;3 no discrimina entre los diferentes cationes alcalinos. A)
Curvas corriente-voltaje obtenidas de ovocitos inyectados con OsHKT2;3 en
presencia de los diferentes cationes alcalinos. B) Corrientes registradas en
ovocitos control inyectados con H,O-DEPC perfundidos con las mismas soluciones
que en A). Los potenciales de mantenimiento fueron de -117 y -121 mV en
ovocitos que expresaron a OsHKT2;3 y los inyectados con H,O-DEPC,
respectivamente. Los simbolos -, m, A, e, 0 y * representan a soluciones sin

ningln cation, Na®*, Cs*, Rb*, K" y Li*, respectivamente. Muestra representativa de
una n=5 tanto en A como en B.



Para descartar la posibilidad de que estas corrientes fueran generadas por
canales y/o transportadores enddgenos del ovocito se fluyeron las mismas
concentraciones de los diferentes cationes alcalinos sobre ovocitos inyectados con
H,O-DEPC (Figura 18 B). Las soluciones con los diferentes cationes alcalinos
generaron corrientes entrantes, sin embargo, es notorio que la magnitud de las
corrientes fue mucho menor a aquella registradas en ovocitos que expresaron a
OsHKT2;3 perfundidos con los mismos cationes alcalinos. Estos resultados
sugieren que OsHKT2;3 es un transportador no selectivo de cationes alcalinos.

Para confirmar lo anterior, se determind la selectividad cationica de
OsHKT2;3 mediante la obtencion de E; en presencia de los diferentes cationes
alcalinos. Al fluir las soluciones de los diferentes cationes alcalinos sobre un
ovocito que expreso a OsHKT2;3 se observd en los registros un cambio en el
potencial de inversion muy similar para todos los cationes alcalinos (Figura 19 A).
El desplazamiento del potencial de inversion tomando como referencia al E, de la
solucion 00 (-) fue mayor para K, Rb* y Cs" (-68 mV), siendo menor para Li* (-63
mV) y para Na® (-58 mV; Figura 19 A). Por otro lado, y como se demostro
anteriormente (Figura 18) las corrientes generadas por los diferentes cationes
alcalinos también fueron mayores para K*, Rb* y Cs”, disminuyendo para Li* y Na*
(Figura 19). Como control, se realizd el mismo tipo de experimentos con ovocitos
inyectados con H,O-DEPC observandose un desplazamiento del E, muy similar
entre Cs*, Rb*, K" y Li* (-38 mV) ya que Na" genero un desplazamiento del E,
menor (-25 mV; Figura 19 B), no obstante, los desplazamientos del E, son
mayores para los ovocitos que expresaron a OsHKT2;3 que para los registrados
en ovocitos control (comparar figuras 19A y 19B). También es de notar que la
magnitud de las corrientes generadas por los diferentes cationes alcalinos fueron
menores en ovocitos inyectados con H,O-DEPC con respecto a las generadas en
ovocitos que expresaron a OsHKT2;3 donde alcanzaron un nivel aproximado de -
500 nA. Estos resultados ayudan a confirmar que OsHKT2;3 es un transportador

no selectivo de cationes alcalinos.



4.3 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS GENES OsHKT1;3 y OsHKT2;3 A NIVEL DE
TRANSCRITO

El analisis de la expresion de los ARN mensajeros que codifican para los
transportadores OsHKT1;3 y OsHKT2;3 se realiz6 con el objetivo de obtener
informacion sobre los sitios de expresion de estos genes que en combinacion con
la caracterizacion de sus propiedades de transporte nos permita tener una idea de
su posible papel fisiolégico en el arroz. La cuantificacion de los niveles de
transcrito se realiz0 mediante la técnica de RT-PCR semicuantitativo usando al
gen de la actina (OsRAC1) como control de carga.

La expresion del transcrito del gen OsHKT1;3 se localizé en las raices, en la
hoja (H) y en la cobertura (L) de esta (Figura 20A). La cuantificacion de la
expresion del transcrito reveld que su expresion fue menor en las raices que en la
parte aérea, siendo su expresion similar en L y en H (Figura 20B). Con el objetivo
de conocer si la expresion del transcrito se veia afectada por el estrés salino (30
mM NacCl) o por la deficiencia de K*, las plantas de arroz fueron expuestas a estos
estreses por 40 y 24 h, respectivamente. Los andlisis de RT-PCR de plantas en
deficiencia de K* (-K*) demostraron que los niveles del transcrito de OsHKT1;3 no
fueron afectados en ninguno de los tres tejidos (Figura 20 B). Cuando a las plantas
se les sometio al estrés salino (Na*) la abundancia del transcrito no se modificé ni
en las raices, ni en la parte aérea. Estos resultados indican que aparentemente la
expresion del gen de OsHKT1;3 no es afectada por la imposicion del estrés salino
y la deficiencia de K* (Figura 20B). Por otra parte, la expresion de OsHKT2;3 se
localizé en L y en H, sin embargo, la expresion del transcrito no se detect6 en la
raiz (Figura 21 A). También se observo que los niveles del transcrito de OsHKT2;3
son menores en L que en H (Figura 21B). Al colocar las plantas a un déficit de K*
se observo que los niveles del transcrito no cambiaron en la parte aérea (L y H).
De manera similar la presencia de 30 mM de NaCl en el medio nutritivo no causo
una modificacién en los niveles de abundancia de OsHKT2;3. Bajo ninguna de las
condiciones de estrés impuestas se observo la inducciéon de OsHKT2;3 en la raiz
(Figura 21 B).
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Figura 20. Sitios de expresion del ARNm de OsHKT1;3 y su regulacién por la
deficiencia de K, y por estrés salino. A) OsHKT1;3 se expresa en raiz (R),
cobertura de la hoja (L) y en la hoja (H). B) Cantidad del transcrito en ausencia de
K" (-K"), presencia de 30 mM de NaCl (Na") y condiciones control (C). Los datos
son la media £ DS de cinco repeticiones.
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Figura 21. Sitios de expresion de OsHKT2;3 y su regulaciéon por la
imposicion de estrés salino y la ausencia de K*. A) OsHKT2;3 se expresa en la
cobertura de la hoja (L) y en la hoja (H) pero no en la raiz (R). B) Cantidad del
transcrito en presencia de 30 mM NaCl (Na'), la ausencia de K' (-K") vy
condiciones control (C). Los datos son la media + DS de cinco repeticiones.



Los productos de PCR obtenidos con los oligos disefiados para amplificar
tanto a OsHKT1;3 como a OsHKT2;3 se clonaron y se secuenciaron, lo cual
corroboré que estos productos de PCR correspondieron a los fragmentos
esperados de OsHKT1;3 y OsHKT2;3.

4.4 OBTENCION DE PLANTAS TRANSGENICAS DE OsHKT1;3 y OsHKT2;3 EN LA MUTANTE
DE A. thaliana Athkt1;1

En la literatura existen dudas acerca de los sistemas de expresion
heterélogos para la determinacion de las propiedades de transporte de canales y/o
transportadores en plantas. El caso particular de AtHKT1;1 para quien se han
identificado diferentes propiedades cuando se expresa en la mutante de E. coli
(ATrkAKupAKdp), en la mutante de S. cerevisiae a la cual se le ha eliminado los
mecanismos de transporte de alta afinidad para K* (Atrk1Atrk2), o en los ovocitos
de X. laevis. Cuando AtHKT1;1 fue expresado en los dos primeros sistemas, soélo
la expresion de E. coli confiri6 la capacidad de crecer a las bacterias a
concentraciones UM de K*, pero no en S. cerevisiae donde los resultados fueron
mas acordes con un mecanismo de transporte de Na* (Uozumi et al., 2000). Por
otro lado la expresion heterbloga en los ovocitos también demostré que AtHKT1;1
corresponde a un mecanismo de transporte de Na* (Uozumi et al., 2000). La falta
de similitud entre los resultados obtenidos en los distintos sistemas heterélogos
como el aqui descrito para AtHKT1;1 crea incertidumbre sobre las propiedades
reales de los mecanismos de transporte, y con ello, dificulta la interpretacion de la
funcion de estos transportadores in planta. Con el objetivo de obtener mas
evidencias que apoyaran los resultados obtenidos en los ovocitos de X. laevis se
transformaron plantas mutantes Athktl;1 con los marcos de lectura abiertos de
OsHKT1;3 y OsHKT2;3 bajo el control del promotor del gen de AtHKTL1;1
(PAtHKT1;1::0sHKT1;3 y pAtHKT1;1::0sHKT2;3) para asegurar la expresion de
los OsHKT en donde AtHKT1;1 se expresa normalmente. La mutante Athktl;1 es
mas sensible a la salinidad que la tipo silvestre y se ha corroborado que cuando la
mutante se transforma con el marco de lectura abierto de AtHKT1;1 dirigido bajo
su propio promotor, el fenotipo de estas plantas transgénicas es muy parecido al



del tipo silvestre en condiciones de salinidad (Gong et al., 2004). Estos resultados
sugieren que los transportadores OsHKT que correspondan a mecanismos de
transporte de Na* como lo es AtHKT1;1, podran restaurar el fenotipo silvestre en la
mutante Athktl;1 bajo condiciones de salinidad.

Empleando al antibiético higromicina como medio de seleccidon, se
identificaron aquellas plantas a las cuales se les inserté el T-DNA que contenia las
construcciones con los marcos de lectura abiertos de OsHKT1;3 u OsHKT2;3.
Posteriormente se obtuvo la segunda generacion con la que se pudieron
determinar las lineas homadcigas de cada planta transgénica correspondiente a
OsHKT1;3 o OsHKT2;3. A estas lineas homodcigas se les analizd con la técnica de
RT-PCR para corroborar que el DNA de los transportadores OsHKT1;3 o
OsHKT2;3 se expresa en ellas, y como se muestra en la figura 22, se han
obtenido varias lineas que expresan cada uno de estos genes. Estas lineas
podran ser usadas para la determinacion de las propiedades de transporte

mediante la observacion del fenotipo en condiciones de crecimiento apropiadas.
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Figura 22. Expresion de OsHKT1;3 y OsHKT2;3 en diferentes lineas de
plantas transgénicas en el fondo mutante Athkt1;1. A) Expresion del ARNm de
OsHKT1;3 en dos plantas transgénicas (1-1 y 1-4) y su ausencia en otras dos (1-2
y 1-3). B) la expresion de transcrito de OsHKT2;3 se detectd en las plantas
transgénicas 2-3 y 2-4 pero no en 2-1 ni en 2-2. Se uso al gen APT1 (adenina
fosforribosil transferasa) como control de carga.



5 DISCUSION

Para poder identificar la posible funcion fisiolégica de OsHKT1;3 vy
OsHKT2;3 en el arroz, se han caracterizado sus propiedades de transporte
empleando su expresion heterdloga en ovocitos de la rana X. laevis, en
combinacion con estudios de la expresion de su transcrito en diferentes érganos
de la planta y su regulacion en respuesta a la deficiencia de K* y a 30 mM de
NaCl. OsHKT1;3 mostré una baja afinidad por Na* de acuerdo a la clasificacion
propuesta por Epstein y col (1962), como lo indica el valor de su K, de 3.8 + 0.4
mM para el Na* (Figura 8). Esta caracteristica es importante, ya que nos indica en
que intervalos de concentraciones de Na® OsHKT1;3 es funcional. También se
obtuvieron datos adicionales que muestran la alta selectividad de OsHKT1;3 por
Na®. Realizando rampas de voltaje se pudo observar un desplazamiento hacia
voltajes mas positivos del E; conforme se fue incrementando la concentracion
extracelular de Na'. Este desplazamiento fue de 31-50 mV (Figuras 9 y 10) por
cada diez veces el incremento de concentraciones de Na®, valor muy cercano al
tedrico predicho por la ecuacién de Nernst, lo cual indica que OsHKT1;3 es
altamente selectivo a Na'. Al comparar estos resultados con lo reportado para
otros transportadores notamos que AtHKT1;1 y OsHKTL1;5, que se han descritos
como transportadores de Na* (Uozumi et al., 2000; Ren et al., 2005), mostraron un
AE, de ~50 mV al cambiar las concentraciones de 1 a 10 mM de Na* y de ~22.5
mV en el intervalo de concentraciones de 0.3 a 3 mM de Na', respectivamente,
valores similares a los que registramos con OsHKT1;3 bajo las mismas
concentraciones de Na'. Nuestros resultados confirman que los miembros de la
subfamilia 1 de los transportadores HKT funcionan como mecanismos de
transporte de Na* (Platten et al., 2006).

En contraste con lo observado para el transportador OsHKTL1;3, el
transportador OsHKT2;3 no es tan selectivo, ya que ademas de llevar a cabo el
transporte de Na*, también puede transportar K*, aunque las corrientes originadas
por estos cationes son de menor magnitud comparadas a aquellas generadas por

la actividad de OsHKT1;3. Se intento obtener una K., para Na* en OsHKT2;3 pero



los valores calculados resultaron muy dispersos, obteniéndose valores desde 16
mM hasta 60 mM. No obstante estos datos muestran que la afinidad de OsHKT2;3
por Na* se encuentra en niveles milimolares, clasificandolo como transportador de
baja afinidad, siendo esta afinidad aun menor que la registrada para OsHKT1;3.
Es importante remarcar que a diferencia de otros miembros de la subfamilia 2
(TaHKT2;1 y OsHKT2;2) OsHKT2;3 no funciona como un co-transportador Na*-K*
(Figuras 15, 16 y 17).

De acuerdo al andlisis de las curvas I-V en los ovocitos que expresaron al
transportador OsHKT1;3 (Figura 9) pudimos obtener la conductancia para cada
concentracion (1, 3, 10 y 30 mM) extracelular de Na* (Figura 12). Este resultado
revelé que no importa la cantidad de corriente que se genere por la concentracion
de Na" presente en el medio extracelular, la conductancia generada sera siempre
la misma (Figura 12). Si bien la figura 8 muestra que a 30 mM de Na* existe una
saturacion de la corriente i0nica, €ésta corriente no encuentra una mayor
resistencia al pasar a través de OsHKT1;3 que la corriente generada con 1 mM de
Na®. Estos datos aplicados en la fisiologia de las plantas revelan que si, la
conductancia a 1 mM es igual que a 30 mM de Na’, debe entonces existir una
regulacion del transportador para controlar el flujo de Na* por medio de OsHKT1;3.

Con el objetivo de conocer mas sobre las propiedades de estos
transportadores, se investigo la selectividad hacia los diferentes cationes alcalinos
en ambas proteinas, observandose que OsHKT1;3 transporta con menor eficiencia
al resto de los cationes alcalinos lo que confirmé la alta selectividad de este
transportador por Na' (Figura 14A). De estos resultados se pudo derivar la
siguiente secuencia de permeabilidades Na"™>>Cs"™>K">Rb">Li*. Corroborando los
datos obtenidos anteriormente, solo en presencia de Na* se pudo registrar un
cambio claro en E;, demostrando la alta selectividad de OsHKT1;3 por Na* sobre
el resto de los cationes alcalinos. Los dos transportadores de Na® OsHKT1;5 y
AtHKT1;1 muestran una permeabilidad a los cationes alcalinos similar entre ellos,
con la siguiente secuencia de permeabilidades Na"™>>K">Rb*>Li"*>Cs" (Uozumi et
al., 2000; Ren et al., 2005). Es notable que la secuencia de permeabilidades es

diferente a la observada con OsHKT1;3, donde el Cs" fue el segundo cation mas



permeable, mientras que en los transportadores OsHKT1;5 y AtHKT1;1 fue el
altimo. Esta observacion indica la posibilidad de que el poro de OsHKTL1;3 sea
diferente al de los transportadores de Na* OsHKT1;5 en arroz y AtHKT1;1 de A.
thaliana. Con respecto a OsHKT2;3 observamos que este transportador no mostro
una preferencia por alguno de los cationes alcalinos, similar a lo reportado para
McHKT1;1 que se ha clasificado como un transportador de cationes alcalinos en
general (Su et al.,, 2003). Al comparar la secuencia de permeabilidades de
OsHKT2;3, Cs'=Rb'=K>Li">Na® con la reportada para McHKT1;1
Rb*™>Cs">K"=Na'=Li" (Su et al., 2003) se observa que OsHKT2;3 tiene preferencia
por los cationes monovalentes de mayor radio idnico. Esto implica la posibilidad de
qgue la boca del transportador sea pequefa, ya que la esfera de hidratacion es
menor para los iones de mayor radio ionico, sin embargo el vestibulo del
transportador, donde existe una interaccion directa del ion con los aminoécidos
que forman el poro (Doyle et al., 1998), se esperaria que fuera mas grande.

En conjunto, las secuencias de permeabilidad que muestran los diferentes
transportadores HKT nos proveen de posibles ideas acerca de la estructura del
poro de estas proteinas de transporte. Primero, OsHKT2;3 al poseer una
preferencia por los cationes de mayor radio iénico como lo son el Cs*, Rb" y K"
indica que posiblemente existen diferencias en el tamafio del poro entre OsHKT2;3
y OsHKT1;3, ya que este ultimo es altamente selectivo a Na* y poco permeable al
resto de los cationes alcalinos. La propuesta de que existe una diferencia en la
estructura del poro de los diferentes transportadores HKT se apoya también por la
esfera de solvatacion de cada uno de los diferentes cationes alcalinos, siendo
Li>Na>K=Rb=Cs (radios de hidratacion= 3.4, 2.76, 2.32, 2.28 y 2.28 A,
respectivamente) lo cual indica que el vestibulo del poro también es distinto en
tamafo para cada uno de los transportadores HKT. Los cuestionamientos que
surgen al observar estas diferencias entre las propiedades de OsHKT1;3 y
OsHKT2;3 son muchas, pero gue se podrian englobar en una sola pregunta: ¢ Qué
es lo que determina estas diferencias en el transporte en la familia de los HKT?

Se ha propuesto que la selectividad de los transportadores HKT reside

principalmente en la presencia de una Gly o una Ser en el segmento Pa (Figura 6)



de la proteina, confiriendo una selectividad hacia K* o hacia Na*, respectivamente
(Maser et al., 2002). Sin embargo, como nuestros resultados muestran, asi como
los reportados para otros transportadores HKT, esta observacion no es
completamente correcta (Fairbain et al., 2000; Horie et al., 2001). El caso
particular de OsHKT2;3 es un ejemplo. Este transportador presenta una Gly en el
segmento Pa que de acuerdo a lo propuesto por Maser et al. (2002) deberia de
funcionar como un transportador selectivo a K* y/o como un co-transportador Na*-
K*, sin embargo nuestros resultados muestran que OsHKT2;3 no posee una
selectividad especifica entre los cationes alcalinos (Figura 19). Por otro lado, la
ausencia de selectividad idénica en OsHKT2;3 es similar a lo reportado para
McHKTZ1;1, miembro de la subfamilia 1, que al presentar una Ser en el Pa se
esperaria que funcionara como un mecanismo de transporte altamente selectivo a
Na®, discrepando con el mecanismo propuesto por Maser et al. (2002). Otra
discrepancia con el modelo de Maser et al. (2002) son los transportadores
EcHKT1;2 y EcHKT1;1 (Fairbain et al., 2000), que al igual que McHKTL1;1 y
OsHKT1;3, pertenecen a la subfamilia 1 (Platten et al., 2006), pero funcionan
como co-transportadores Na'-K* (Fairbain et al., 2000), indicando que las
propiedades de transporte de los miembros de la familia HKT no dependen
exclusivamente de la presencia de una Gly o Ser en el segmento P de la
proteina. Esta conclusién se ve reforzada por las evidencias que muestran que
otros sitios fuera del P, participan en la selectividad hacia Na® como son los
aminoacidos N365, F463 y E464 en TaHKT2;1(Diatloff et al., 1998; Rubio et al.,
1999). Diatloff et al. (1998) demostraron que los aminoacidos F463 y E464 son
importantes para la union y transporte de Na* por este transportador en levaduras.
No obstante falta comparar si estos sitios tienen la misma importancia en otros
transportadores HKT, sobre todo aquellos que son transportadores selectivos a
Na®. Por otra parte, se tiene evidencia que el aminoacido K1147 posicionado en el
M2p (Figura 1C) en los TRK de levadura, que son ort6logos a los HKT de plantas,
tiene una participacion importante en la selectividad hacia K* (Haro et al., 2003).
Este aminoacido K1147, esta conservado en la familia de los HKT, lo que podria

sugerir una participacion en la selectividad hacia K* en combinacion con otros



aminoacidos en las proteinas HKT. Actualmente, no es claro cuales son los
aminoéacidos responsables en la selectividad a K* y de aquellos aminoacidos que
confieren sus propiedades de transporte al resto de los HKT, y sobre todo, si la
estructura del poro de los transportadores HKT es la misma entre todos sus
miembros. Estos son algunos aspectos que deben de investigarse para ampliar
nuestro conocimiento sobre el funcionamiento de estos mecanismos de transporte
y poder asignarles un papel fisiolégico.

La caracterizacion electrofisiolégica de los transportadores OsHKT1;3 y
OsHKT2;3 es un paso inicial en la busqueda de la funcion de los transportadores
HKT en el arroz, ya que necesariamente se requiere de mayor informacion
referente, por ejemplo, a su expresion tanto a nivel de transcrito como a nivel de
proteina, ademas de si existe algun tipo de regulacion en el mensajero o la
proteina en respuesta a algun tipo de estrés. Debido a esto realizamos los
estudios de expresion génica en OsHKT1;3 y OsHKT2;3.

Los analisis de la expresiéon de OsHKT1;3 y OsHKT2;3 a nivel de transcrito
revelaron dos cosas importantes. Primero, que estos transportadores se expresan
en la cobertura de la hoja y en la hoja. En las raices, s6lo se expres6 OsHKT1;3,
pero a un menor nivel que en las hojas y en la cobertura de estas. OsHKT2;3 no
pudo ser amplificado de la raiz. Segundo, que la abundancia del transcrito no
cambia en la presencia de Na* o la ausencia de K*. Es importante mencionar que
nuestros estudios se realizaron en la variedad Pokkali que es una variedad
tolerante a la salinidad, mientras que otros trabajos en el arroz han empleado
variedades sensibles a la salinidad, como lo es la variedad Nipponbare
(Garciadeblas et al., 2003).

Nuestros analisis a nivel de transcrito muestran que los niveles de
expresion de los transportadores OsHKT1;3 y OsHKT2;3 fueron mayores en
Pokkali comparado con lo reportado en Nipponbare, ya que observamos que la
expresion de ambos genes fue muy similar a la de OSRAC1 en la parte aérea
mientras que en Niponbbare, Garciadeblas et al. (2003) reportaron que la
expresion de OsHKT1;3 y OsHKT2;3 fue menor por uno o dos ordenes de

magnitud con respecto a OsRAC1. En las raices, nuestros resultados muestran



una similitud con lo reportado por Garciadeblas y col (2003), ya que la abundancia
de OsHKTL1;3 es tres veces menor de lo que se expresa en la parte aérea y para
OsHKT2;3 no se pudo detectar el transcrito. Sin embargo, otros transportadores
HKT del arroz son abundantes en las raices y se inducen por estrés salino, como
es el caso de OsHKTL1;5 en la linea Nona Bokra, que es una variedad tolerante a
la salinidad (Ren et al., 2005). Estos resultados sugieren que el incremento en la
abundancia de los transportadores HKT en variedades tolerantes a la salinidad en
arroz podria estar contribuyendo de manera importante al uso y manejo adecuado
de Na* (Ren et al., 2005).

Con los resultados obtenidos sobre la expresion génica y sobre las
propiedades de transporte de OsHKT1;3 y OsHKT2;3 podemos proponer un
posible papel de estos transportadores en el arroz. OsHKT1;3 se expresa en los
tejidos de la cobertura de la hoja, la hoja y las raices. Siendo un transportador de
Na®, en la parte aérea OsHKT1;3 podria estar participando en el transporte de Na*
hacia el floema para disminuir su concentracion en el tejido fotosintético y
recircularlo hacia las raices donde podria ser expulsado por la actividad de un
antiportador Na*/H" tipo SOS1(Shi et al., 2000). También existen reportes que
muestran que el Na* se acumula en la cobertura de la hoja (Huang et al., 2006), lo
cual pudiera sugerir que OsHKT1;3 pueda estar dirigiendo al Na* hacia este tejido.
Como se menciono anteriormente OsHKT1;3 también se ha localizado en las
raices, donde podria participar en la remocion del Na* del xilema, previniendo su
transporte a las partes aéreas de la planta, como se ha sugerido para AtHKT1;1y
OsHKTL1;5 (Davenport et al., 2007; Ren et al., 2005). Con base a sus propiedades
de transporte, se propone que el papel de OsHKT1;5 y AtHKT1;1 es evitar que el
Na® se transporte a la parte aérea, mediante su exclusién del xilema por las
células del parénquima del xilema. Por otra parte, OsHKT1;3 también podria
participar en la absorcion de Na*. La K, de este transportador hacia Na* es de 3.7
mM y por lo general, las concentraciones de Na* en el suelo pueden variar de 2 a
300 mM (Tester y Davenport. 2003), lo que indica que OsHKT1;3 si podria
participar en la absorcién de Na* ya que como se observa en los analisis de la

abundancia del transcrito OsHKT1;3 se expresa en las raices. Apoyando esta



propuesta, existen datos que muestran que la absorcion del Na* no es del todo
perjudicial para las plantas, siempre y cuando la concentracion extracelular no
exceda niveles de aproximadamente 5 mM y exista una deficiencia de K*
(Marschner. 1988). Recientemente se ha demostrado que OsHKT2;1 es uno de
los mecanismos que contribuye de manera importante al desarrollo y crecimiento
del arroz en condiciones de deficiencia de K*, absorbiendo Na* cuando este se
encuentra presente a niveles micromolares, substituyendo asi al K* por Na* y
ayudando a mantener la homeostasis osmotica de las células (Horie et al., 2007).
Sin embargo, la actividad de este mecanismo se ve limitada ya que se regula
negativamente por la presencia de K* y se satura a concentraciones milimolares
de Na* (Horie et al., 2007; Garciadeblas et al., 2003). OsHKT1;3 podria ser una
via alterna o paralela por la cual el Na* podria ser absorbido cuando la actividad
de OsHKT2;1 se encuentre saturada por concentraciones mM de Na' o sea
inhibida por la presencia de concentraciones micromolares de K* (Garciadeblas et
al., 2003), y asi compensar la falta de K* en la planta del arroz.

Las propiedades de transporte identificadas para OsHKT2;3 muestran que a
pesar de no ser selectivo a uno de los cationes alcalinos, este mecanismo tiene
una ligera preferencia por los cationes de mayor radio iénico (K*, Rb* y Cs"). Los
datos que se obtuvieron del patrén de expresion a nivel de transcrito de OsHKT2;3
muestra que solo esta presente en la parte aérea. Estos resultados en conjunto se
pueden emplear para proponer que este transportador no esta implicado en la
absorcion de Na' por las raices, y que su participacion fisiologica sea en la re-
distribucion del K™ en la parte aérea. Ahi sus funciones pueden ser variadas como
el transporte de K* hacia el floema para crear el gradiente osmético necesario que
establece el flujo en masa requerido en el transporte de fotosintatos del floema
superior al floema inferior. Alternativamente, podria estar participando en la
distribucién del K contenido en el xilema hacia los diferentes tejidos de la parte
aérea, particularmente el tejido fotosintético. Un dato interesante que podria estar
apoyando la participacion de OsHKT2;3 en el transporte de K* es que la variedad
Pokkali mantiene la proporcion K :Na" alta en condiciones de salinidad (Kyu-

Seong et al, 2003), lo que sugiere que esta variedad posee diferentes



mecanismos en el transporte de K* que no se ven afectados por la presencia de
Na®.

Estas propuestas en cuanto a la posible funcion de OsHKT1;3 y OsHKT2;3
en el arroz tendran mas apoyo con estudios de la localizacion de la proteina, o
técnicas alternas para poder corroborar la expresion del gen como podria ser el
uso de plantas transgénicas que muestren el patron de expresion del gen
mediante el reportero GUS fusionado a la regidon promotora de los genes
OsHKT1;3 y OsHKT2;3, asi como, obtener las mutantes de estos genes y
encontrar las condiciones ambientales que revelen la funcibn de estos
transportadores en el arroz.

Por otra parte, aun se desconoce qué tipo de regulacién existe en estos
transportadores, excepto para OsHKT2;1 y OsHKT1;5 donde se reporta que
ambos responden a la salinidad disminuyendo e incrementando su expresion a
nivel de transcrito, respectivamente. Nuestros resultados muestran que la
presencia de Na" o la ausencia de K* no altera la expresion del transcrito de
OsHKT1;3 y OsHKT2;3 en Pokkali, lo cual indica que la regulacién de estos
mecanismos no es a nivel transcripcional, y que posiblemente la regulacién de la
actividad de estos transportadores es a nivel traduccional o post-traduccional. Este
altimo tipo de regulacion podria ser por fosforilacion/desfosforilaciéon de la
proteina, del cual se sabe que es un mecanismo de regulacion comun para
controlar la actividad de varias proteinas de transporte (Hardie 1999). Otro
mecanismo podria ser la regulacién por Ca®*. Se sabe que este segundo
mensajero regula la actividad de canales/transportadores mediante un cambio en
sus concentraciones citoplasmicas (Hetherington y Brownlee 2004). Otra forma de
regulacién que podria estar operando entre la familia de los HKT es la hetero-
oligomerizacion. Como se mostro en las figuras 20 y 21, los transcritos de
OsHKTL1;3 y OsHKT2;3 estan presentes en los mismo tejidos, excepto en la raiz.
Se ha observado que la hetero-oligomerizacién entre miembros de la misma
familia de transportadores o canales regula la actividad de estos como lo es en las
aguaporinas, los transportadores de amonio y los transportadores de azucares de

plantas, donde la hetero-oligomerizacion establece una via de regulacion de la



proteina, inactivando, cambiando afinidades hacia el sustrato o regulando
simplemente la actividad de la proteina (Nannette et al., 2002; Neuh&auser et al.,
2007; Schulze et al., 2003). Es importante determinar como se regulan los
diferentes HKT en el arroz, de tal manera que se pueda tener una visibn mas
completa de estos transportadores en cuanto a su participacion en la fisiologia de

la planta, asi como su contribucién ante algun tipo de estrés.

Debido a las diferencias en las propiedades de transporte que se han
reportado para varios HKT’s cuando estos se expresan en diferentes sistemas
heterélogos se decidi6 emplear a A. thaliana como un sistema de expresion
heteréloga alternativo. A. thaliana solo posee un gen de HKT y actualmente ya se
cuenta con la mutante Athktl;1 (Rus et al., 2001; Berthomieu et al., 2003). La
expresion del gen de AtHKT1;1, mediante el gen reportero GUS, es alrededor de
los haces vasculares del xilema. Esto sugirio, junto con el fenotipo de la mutante
Athktl;1 crecida en condiciones de salinidad, que la funcion de AtHKT1;1 es
remover el Na* del xilema para asi evitar un incremento de su concentracion en la
parte aérea (Rus et al.,, 2001). Por otro lado, el trabajo de Gong et al. (2004)
mostrO que al complementar la mutante Athktl;1 de A. thaliana con el
transportador AtHKT1;1, el fenotipo de la mutante bajo condiciones de estrés
salino recuperd el mostrado por las plantas tipo silvestre, es decir una menor
sensibilidad al estrés por sal. Esto nos condujo a pensar que aquellos
transportadores OsHKT que posean propiedades electrofisioldégicas similares a las
de AtHKT1;1, como es el caso de OsHKT1;3, restablecerian el fenotipo silvestre
en la mutante Athktl;1 corroborando asi los resultados obtenidos en el sistema de
X. laevis. En el caso de las lineas transgénicas pAtHKT1;1::0sHKT2;3 es probable
observar un fenotipo que muestre una disminucién en el crecimiento, ya que
OsHKT2;3 puede remover K™ de los haces vasculares del xilema evitando asi el
flujo de K* hacia la parte aérea y con ello repercutiendo en el crecimiento celular.
Esto sucederia en condiciones de crecimiento normales. Probablemente en

condiciones de salinidad el fenotipo sea parecido al de las lineas transgénicas



pAtHKT1;1::0sHKT1;3, ya que OsHKT2;3 puede llevar a cabo también el

transporte de Na'.



6 Conclusiones

OsHKT1;3 y OsHKT2;3 son transportadores de Na* de baja afinidad. Sin
embargo OsHKT1;3 es un transportador altamente selectivo a Na".

Debido a que el transcrito de OsHKT1;3 se expreso tanto en raiz, hoja y
cobertura de la hoja, este transportador pudiera participar en el transporte
de Na" por toda la planta del arroz. Por otra parte, OsHKT2;3 sélo se
expreso en la parte aérea, limitando su contribucion al flujo de Na* y K™ en
estos tejidos.

La expresionde los transcritos de OsHKT1;3 y OsHKT2;3 no fue afectada
por 30 mM de NacCl o la deficiencia de K* en la variedad Pokalli, tolerante a
la salinidad, lo cual sugiere que la actividad de estos transportadores no se

regula transcripcionalmente bajo estos tipos de estres.



7 Perspectivas

e Realizar el andlisis de la expresion génica de los transportadores OsHKT1;3
y OsHKT2;3 a lo largo del desarrollo de la planta de arroz.

e Analizar la expresion génica de los transportadores OsHKT1;3 y OsHKT2;3
a tiempos de estrés mas largos.

e Corroborar los sitios de expresion de OsHKT1;3 y OsHKT2;3 en plantas
transgénicas de arroz mediante la fusion de las regiones promotoras al gen
reportero GUS.

e Localizar a nivel celular la expresion de ambos transportadores mediante la
fusion de éstos a un gen reportero como la GFP.

e Analizar la funcién de estos transportadores en plantas de arroz mediante la

generacion de las mutantes Oshkt1;3 y Oshkt2;3.

® Determinar posibles mecanismos de regulacion post-traduccional en los
transportadores OsHKT1;3 y OsHKT2;3 como fosforilacion/defosforilacion,
pH, Ca®", etc.

® Emplear las lineas transgénicas de pAtHKT1;1::0sHKT1;3 vy
pAtHKT1;1::0sHKT2;3 en la determinaciéon de las propiedades de los
transportadores OsHKT1;3 y OsHKT2;3.
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