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Gonzalez Pasayo, Ramoén & Jaime Bravo (2011) Caracterizacion de dominios funcionales del antiportador
KEA1 de Arabidopsis thaliana en levadura. Rev.Fac.Agron. Vol 110 (1): 26- 34.

Un cADN de Arabidopsis thaliana fue clonado y caracterizado funcionalmente utilizando a Saccharomyces cerevisiae
como sistema de expresion heterdlogo. EI cADN codifica una proteina de membrana de 618 aminoacidos que mostrd
una significativa homologia a los transportadores de K* KEFC y KEFB de Escherichia coli y fue denominado cADN
AtKEA1. EI cADN AtKEA1 suprimio6 el fenotipo de sensibilidad a higromicina en la mutante de levadura afectada en el
gen NHX1 y aumento la tolerancia a Na* en la mutante de levadura AXT3 que carece de varios transportadores de Na".
La microscopia de fluorescencia de la proteina codificada por el cCADN AtKEA1 etiquetada con la proteina verde
fluorescente mostré que esta proteina se localiza preferentemente en el reticulo endoplasmatico perinuclear de células
de levadura. Estos resultados indican que el cADN AtKEA1 codifica a un potencial antiportador que podria tener un papel
en la tolerancia a salinidad en plantas.
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Gonzélez Pasayo, Ramén & Jaime Bravo (2011) Characterization of the antiporter KEA1 functional domains
from Arabidopsis thaliana in yeast. Rev.Fac.Agron. Vol 110 (1): 26- 34.

A cDNA from Arabidopsis thaliana was cloned and functionally characterized using Saccharomyces cerevisiae as
heterologous expression system. The cDNA encodes a predicted membrane protein of 618 amino acids that it shows
significant sequence homology to Escherichia coli KEFC and KEFB K* efflux transporters, and named AtKEA7cDNA.
AtKEA1cDNA suppressed the hygromycin-sensitive phenotype of the yeast NHX7 mutant and increased Na® tolerance in
the AXT3 yeast mutant that has defects in several Na* transport systems. Fluorescence microscopy of green fluorescent
protein-tagged AtKEA1 showed that this protein was localized preferentially in the perinuclear endoplasmic reticulum in
yeast. These results indicate that the AtKEA71cDNA encodes a potential antiporter that might play a role in salt tolerance
in plant cells.
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INTRODUCCION

Las plantas poseen una destacable capacidad de
adaptacion y crecimiento en suelos que contienen una
amplia variedad de nutrientes esenciales y iones
téxicos. Esta plasticidad puede ser atribuida en parte al
gran numero de transportadores de diferente afinidad y
especificidad idénica, asi como a la existencia de redes
de transduccion de sefales que regulan la actividad de
cada transportador. Evidencias genéticas indican que
los transportadores de plantas tienen roles en el
crecimiento (Hirsch et al., 1998; Schigtt et al., 2004), el
desarrollo (Schumacher et al., 1999; Bock et al., 2006),
la reproduccion (Gottwald et al., 2000), asi como en la
adaptacion y en la respuesta a estimulos ambientales
(Hasegawa et al., 2000; Apse & Blumwald, 2002;
Rodriguez-Rosales et al., 2008). La obtencién de la
secuencia del genoma de Arabidopsis thaliana permitié
identificar alrededor de ochocientos potenciales
transportadores, los cuales han mostrado un
sorprendente grado de conservacion de la estructura en
muchas familias de transportadores en bacterias,
hongos, animales (Maser et al., 2001). A pesar de la
importancia del conocimiento de la secuencia, la
funcion de la mayoria de estos transportadores es aun
desconocida. Todavia no se conocen cuales son los
sustratos, la localizacion, el modo de accién, la
regulacion ni el impacto en la funcion de las células y
los érganos de la mayoria de los transportadores de las
plantas (Maser et al., 2001; Ward, 2001). Por este
motivo, el estudio de las funciones de los
transportadores es una etapa crucial en la comprension
del crecimiento y desarrollo no sélo de Arabidopsis sino
de todas las plantas, incluyendo plantas de interés
agricola. Una vez conocida la funcion de los
transportadores y su mecanismo regulatorio, sera
posible manipular la acumulaciéon o la exclusion de
iones, eventos de transduccion de sefiales y otros
factores limitantes del crecimiento vegetal.

La levadura Saccharomyces cerevisiae representa un
sistema apropiado para el estudio de la expresion de
genes de plantas debido a que dicho microorganismo
es un eucariota unicelular de facil manipulacion en el
laboratorio, caracterizado genética y fisiolégicamente.
Su genoma es conocido y existen o se pueden crear
facilmente mutaciones para la mayoria de sus genes.
Ademas, la levadura produce modificaciones
postraduccionales en las proteinas (glucosilacion,
eliminacion de la metionina inicial, protedlisis de un
precursor inactivo, etc) por las cuales las proteinas
heterdlogas pueden alcanzar tu actividad bioldgica.
Este sistema en particular, ha sido muy utilizado en el
estudio de la expresion de proteinas de membrana
debido a que la mayoria de las mismas presenta alto
nivel de conservacion en su secuencia entre levadura y
planta (Sentenac et al, 1992; Haro et al., 1993;
Quintero & Blatt, 1997; Hernandez et al., 2009; Arifio et
al., 2010). Por estos motivos, se utilizo dicho sistema de
expresion para el estudio funcional del cADN KEA1.

El grupo de transportadores secundarios de A. thaliana
(aquellos que utilizan el gradiente electroquimico de
protones generado por los transportadores primarios)
involucrados en el transporte de iones y metales
pesados esta constituido por 56 antiportadores
catiénicos (proteinas transportadoras que llevan a cabo
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el transporte de H* y cationes en direcciones opuestas).
Entre ellos, se incluye a la familia de Antiportadores
Catiodnicos 2 (CPA2 Cation Proton Antiporters) en la
cual un numero reducido de sus miembros ha sido
clonado y caracterizado funcionalmente (Sze et al,
2004; Brett et al., 2005). El objetivo de este trabajo fue
clonar y estudiar la funcién de un cADN de A. thaliana
que codifica una proteina con significativa homologia a
los transportadores de K* KEFC y KEFB de Escherichia
coli en la levadura Saccharomyces cerevisiae con el fin
de obtener informaciéon preliminar que permita la
seleccion de las metodologias y las condiciones
particulares para su estudio en la planta.

MATERIALES Y METODOS

Cepas y medios

Se utilizaron las cepas de S. cerevisiae W303-B (MATa
leu2-13,112 ura3-1 trp1-1 his3-11,15 ade2-1 can1-100)
como cepa silvestre y sus derivadas isogénicas WX1
(Anhx1::TRP1) y AXT3 (Aena1-4::HIS3 Anhai1::LEU2
Anhx1::TRP1) (Quintero et al., 2000) las cuales fueron
obsequiadas por J.M. Pardo (Instituto de Recursos
Naturales y Agrobiologia, Sevilla, Espafia). Ademas, la
cepa de S. cerevisiae FY833 (MATa URA3-52
HIS3A200 LEU2A1 LYS2A202 TRP1A63) (Winston et
al.,, 1995) fue utilizada para realizar la recombinacion
homologa in vivo. Dichas cepas fueron cultivadas a
30°C en medio rico YPD (1% extracto de levadura, 2%
peptona, 2% dextrosa). Como medio de seleccion de
las transformaciones y para conservar las cepas
mutantes, se utilizé el medio minimo sintético SD (1.7
% de base nitrogenada de levaduras sin aminoacidos y
5 % de sulfato de amonio) con 2% glucosa y con el
suplemento de aminoacido apropiado. Para preparar
medio sdlido, al medio SD se le agregé 20% de bacto-
agar antes de autoclavar.

Para analizar la tolerancia a higromicina B, se agregdé
0.25 mg/l de dicho antibiético al medio YPD. Para
analizar la tolerancia a cationes, se utilizé el medio
minimo AP (8 mM acido fosférico, 10 mM L-arginina,
2mM MgSO4, 0.2mM CaCl;, 2% glucosa, mas
vitaminas y trazas (Rodriguez-Navarro & Ramos, 1984)
suplementado con 1mM KCI. Para preparar medio
solido, al medio AP se le agreg6 20% de agar purificado
(A7049, Sigma-Aldrich, USA) antes de autoclavar.

Clonacioén in vivo del cADN AtKEA1

La secuencia codificadora del cADN AtKEA1 de 618 aa
(No. de acceso GenBank AAF78418) fue obtenida por
PCR utilizando como templado una biblioteca de
expresion de plantulas de A. thaliana (Col-0) cultivadas
en condiciones de estrés. El programa de PCR utilizado
fue el siguiente: desnaturalizacién inicial 94°C, 2 min;
35 ciclos de 94°C, 30 seg (desnaturalizacion); 50°C, 30
seg (alineacién); 72°C, 120 seg (extensién) y una
extension final de 72°C durante 10 min con cebadores
especificos que se describen a continuacién. El
cebador delantero KEA1Fin (5 TGGATCCCCCGGGCT
GCAGGAATTCATGATCCCTCACCAGGAGGTCAATG
AGG3’) contiene aproximadamente la mitad de su
secuencia homodloga a la secuencia rio arriba del sitio
EcoRl del vector (subrayado) y la otra mitad homéloga
a la secuencia proxima al ATG de KEA1. En el caso del
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cebador reverso KEA1Rin (5'GTATCGATAAGCT
TGATATCGAATTCTCAGATTACGACTGTGCCS3'), su
secuencia contiene aproximadamente la mitad
homdloga a la secuencia proxima al TGA de KEA1 y la
otra mitad homodloga a la secuencia rio abajo del sitio
EcoR1 del vector (subrayado). El fragmento amplificado
fue clonado en el vector de expresion en levadura
pDR196 (Rentsch et al., 1995) por recombinacién
homdloga in vivo en la cepa silvestre FY833 de S.
cerevisiae. Brevemente, se tomé 0.1 ml de un cultivo en
YPD de 16-18 hs de la cepa a transformar, se
centrifugé por 2 min y se extrajo el sobrenadante. Se
agregaron 5 uyl de ADN carrier desnaturalizado (50 ug
de ADN de esperma de salmén) y 1 ug de ADN
transformante (fragmento de PCR con cADN AtKEA1 +
vector linearizado, 1:3) y se mezcld en el vortex por 10
seg. Posteriormente, se agregdé 0.1 ml de la mezcla
PEG/acetato de LI/TE (Elble, 1992) y se mezcl6 en el
vortex por 10 seg. La mezcla se incub6 por 15 min a
42°C y luego, durante una noche a temperatura
ambiente. Luego, se centrifugd 2 min, se extrajo el
sobrenadante y se resuspendié la masa de células con
2 gotas de H,O estéril. Se extendié una alicuota de las
células resuspendidas en cajas de Petri con medio
selectivo SD (-URA) las cuales se incubaron por 2-4
dias a 30°C. La homologia en las secuencias entre el
fragmento de PCR obtenido y la secuencia del vector
posibilita la recombinacién en levadura (Fig. 1). Los
clones conteniendo el vector recircularizado y el vector
con el con el fragmento clonado son capaces de crecer
en medio SD (-URA). Estos ultimos fueron identificados
por reacciones de PCR con los cebadores delantero
(5°CTCTCTTTTATACACACATTCS’) y reverso (5°ACT
TGACCAAACCTCTGG3') del vector pDR196 y el ADN
de los clones cultivados en SD (-URA). Después de
realizada la clonacion in vivo, se aislé el ADN total de
levadura (Hoffman & Winston, 1987) y se transformé E.
coli DH5a. Luego, se aislé el ADN plasmidico (Qiagen
Miniprep Kit, USA) y se caracterizé con los sitios de
restriccion esperados en base a la secuencia de bases
conocida. Finalmente, se secuencié el marco de lectura
completo para confirmar la ausencia de errores y se
denominé pDR196-AtKEA1. Para obtener una fusion
traduccional entre la proteina verde fluorescente GFP
(Green Eluorescent Protein) y el extremo C-terminal del
cADN AtKEA1, se amplific6 por PCR la regién
codificadora del gen GFP con los cebadores:
KEA1GFPF (5 GGAGGCACAGTCGTAATCTCAATGGT
GAGCAAGGGCGAGGAGS') y KEAGFPR (5'CCTCG
AGGTCGACGGTATCGTTTGTATAGTTCATCCATGCC
37) utilizando como templado al gen GFP contenido en
el plasmido pGFP10.1 (Chalfie et al., 1994). El
fragmento de PCR obtenido con el gen GFP que posee
la secuencia homologa a AtKEA1T en el extremo 5" y la
secuencia homéloga al pDR196 en el extremo 3° fue
clonado por recombinacion homodloga in vivo en el
plasmido pDR196-AtKEA1 linearizado en el sitio de
restriccion Clal obteniéndose el plasmido pDR196-
AtKEA1-GFP. La region codificadora del gen GFP
posee el mismo marco de lectura que AtKEAT la cual
fue confirmada por secuenciacion.
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Figura 1. Esquema de la clonacién del cADN AtKEA1
mediante recombinaciéon homdloga in vivo en S.
cerevisiae. EI cADN AtKEA1 fue amplificado por PCR
utilizando cebadores con secuencias homodlogas a los
extremos del plasmido linearizado. El producto de PCR
fue mezclado con el plasmido linearizado y co-
trasnformado en la levadura en donde ocurre la
recombinacién homoéloga del que resulta un plasmido
conteniendo el cADN AtKEA1. Abreviaturas: |, codén de
iniciacion; T, codén de terminacion; B, sito BamHI; E,
sitio EcoRI; S, sitio Smal.

Figure 1. Scheme of the cloning of the AtKEA1 gene by
in vivo homologous recombination in S. cerevisiae. The
AtKEA1 gene was amplified by PCR using primers
containing sequences homologous to a linearized
plasmid. The PCR product was mixed with the
linearized plasmid and co-transformed into yeast cells,
in which homologous recombination occurred to
produce a plasmid containing the AtKEA1 gene.
Abbreviations: |, initiation codon; T, termination codon;
B, BamHl| site; E, EcoRl site; S, Smal site.

Expresion de AtKEA1 en levadura

Con el fin de evaluar la funcion del cADN AtKEA1 en
levadura, dicho cADN fue clonado en el vector de
expresion en levadura pDR196 donde se encuentra
bajo el control del promotor constitutivo PMA1 de la
ATPasa (Rémer et al., 2004) y el terminador ADH1. Los
plasmidos pDR196-AtKEA1 y pDR196 fueron
introducidos en las cepas W303 (wt), WX1 y AXT3
utilizando el método de acetato de litio (Elble, 1992) con
algunas modificaciones como se ha descrito en
Clonacion in vivo. En este caso, se utilizaron las
construcciones obtenidas después de haber confirmado
que su secuencia no presentaba errores.

Para el ensayo de crecimiento en diferentes
condiciones, las cepas fueron cultivadas hasta la fase
logaritmica en YPD, se tom6 0.5 ml de cada uno de los
cultivos, se centrifugd, se resuspendid la masa de
células con 0.5 ml de H2O destilada estéril y se tomd
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una alicuota de 0.1 ml para medir su densidad 6ptica a
660 nm (DOgsonm). En base a la DOggonm Obtenida, se
corrigieron los volumenes de las células resuspendidas
en H;O para obtener la misma DOggonm. Luego se
prepararon diluciones seriales (1:1, 10, 100 y 1000) y
de cada una de estas diluciones, se depositaron 10 pl
por goteo en el medio a ensayar. Las cajas fueron
incubadas a 30°C durante 3 dias y fotografiadas.

Localizacion de AtKEAL en levadura
Para confirmar la expresion y la localizacion subcelular

Caracterizacion del antiportador KEA1 de Arabidopsis

plasmidos pDR196-AtKEA1-GFP y pDR196-GFP fueron
introducidos en la cepa mutante AXT3. La mutante
transformada de forma independiente con los plasmidos
mencionados se cultivd en medio YPD hasta llegar a la
fase logaritmica temprana. Las células fueron
observadas con un microscopio Nikon C1 Spectral
Imaging Confocal (Nikon USA, Melville, NY) usando
488 nm para la excitacion, 505-535 nm para la emision
(GFP). La sefial de fluorescencia fue capturada con un
objetivo de inmersién 60 x y las secciones obtenidas
fueron procesadas con el paquete Nikon C1 version 3.6

de la proteina codificada por el cADN AtKEA1, los e ImagedJ 1.41 (NIH).
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Figura 2. Arbol filogenético de los genes homdlogos a AtKEA1 y estructura de AtKEA1. A. El érbol filogenético de las
secuencias proteicas homdlogas a AtKEA1 fue dibujado usando TreeView X (Page, 1996) con parametros estandar
después del alineamiento de las secuencias usando el método Clustal X 2.0.10 (Thompson et al. 1997). Los numero de
acceso de las secuencias proteicas son Arabidopsis AtKEA1 (NM_100062.3), AtKEA1t (GB AAF78418), AtKEA2
(At4g00630), AtKEA3 (At4g04850), AtKEA4 (Atg219600), AtKEAS (Atbg51710), AtKEA6 (Atbg11800); Oriza sativa
0504958620, Os12g423300, Os06g36590. Las secuencias de E. coli ECKEFB y EcKEFC se utilizaron como grupo de
comparacion externa. B. Diagrama comparativo de AtKEA1 (GB AAF78418, 618 aa) y AtKEA1t (NM_100062.3, 1193
aa). Los potenciales 12 segmentos transmembranales (STM) estan indicados con lineas negras entre las secuencias.
Las secuencias consenso conteniendo el dominio caracteristico del intercambiador Na'/H" de Eucariotas (Interc. Na'/H"),
la secuencia consenso de la familia KefB (KefB) y el dominio Rossmann de unién a dinucledtidos activadores como
NAD(P) (NADB) se indican como cajas grises.

Figure 2. Phylogenetic tree of AtKEA1 homolog genes and structure of AtKEA1. A. The phylogenetic tree of AtKEA1
homolog protein sequences was drawn using Treeview program (Page, 1996) with standard settings after alignment of
the sequences with Clustal X 2.0.10 program (Thompson et al., 1997). The accession numbers for the protein sequences
are Arabidopsis AtKEA1 (NM_100062.3), AtKEA1t (GB AAF78418), AtKEA2 (At4g00630), AtKEA3 (At4g04850), AtKEA4
(Atg219600), AtKEAS (At5g51710), AtKEA6 (Atbg11800); Oriza sativa Os04958620, Os12g423300, Os06936590. E. coli
EcKEFB and EcKEFC sequences were used as an outgroup external control. B. Comparative diagram of AtKEA1
(NM_100062.3, 1193 aa) and AtKEA1t (GB AAF78418, 618 aa). The 12 putative transmembrane segments (STM) are
depicted as thick black lines between the sequences. The consensus sequences for the Na'/H" Eukaryotic Exchanger
(Interc. Na'/H'), the KefB consensus sequence family (KefB), and the Rossmann NAD(P)-binding proteins domain
(NADB) are indicated as grey boxes.
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RESULTADOS

Identificacion y descripcion de cADN AtKEA1

La secuencia deducida de aminoacidos del cADN
AtKEA1 clonado estd compuesta de 618 aa (MW
64.965 KDa) y presenta alta similitud en toda la
extensiéon de su secuencia a varios presuntos
antiportadores de plantas, los cuales no han sido
caracterizados funcionalmente y posee significativa
similitud con antiportadores de bacterias KEFC y KEFB
de E. coli (36 % y 34 % de identidad; 54 % y 55 % de
similitud, respectivamente). EcCKEFB y EcKEFC
codifican un sistema de eflujp de K’ regulado por
glutatién (Munro et al., 1991; Epstein, 2003; Brett et al.,
2005). Posteriormente a la caracterizacion aqui
presentada, se reportdé una version modificada de
AtKEA1 de 1193 aa (NM_100062.3) la cual contiene
575 aa adicionales localizados rio arriba del extremo N-
terminal respecto a la secuencia aminoacidica de 618
aa del cADN estudiado (Weber et al., 2007). El andlisis
filogenético realizado con las secuencias aminoacidicas
para la version larga AtKEA1, corta AtKEA1t, los
presuntos transportadores de la familia KEA de
Arabidopsis AtKEA2, AtKEA3 y de arroz Os04g58620,
0s12g423300 permite incluirlos en un mismo cluster
(Fig. 2 A) debido a la presencia de regiones muy
conservadas, lo cual sugiere que las funciones
biolégicas para estas proteinas son basicas y
evolutivamente significativas en genomas de plantas
mono y dicotileddneas. Dicho cluster no incluye a
AtKEA4-6 ni a Os0636590 las cuales se agrupan entre
si de forma separada. EI anadlisis del perfil de
hidrofobicidad (Kyte y Dootlittle, 1982) mostré que la
proteina codificada por cADN AtKEA1 presenta 12
segmentos transmembranales hidrofébicos (Fig. 2 B) y
analisis utilizando el programa PSORT (Nakai &
Kanehisa, 1992) para predecir la localizacion a nivel
celular de la proteina bajo estudio, indicé que formaria
parte de membranas involucradas con el trafico
vesicular, probablemente en el reticulo endoplasmico
(RE). Si bien el objetivo de este trabajo no fue el
estudio de wuna version truncada del antiportador
AtKEA1, el cADN AtKEA1 aqui estudiado presenta
caracteristicas necesarias para su funcionamiento
como una proteina integral de membrana involucrada
en el intercambio de cationes y protones como el
dominio caracteristico del intercambiador Na'/H" de
Eucariotas, la secuencia consenso KefB presente en
sistemas de transporte de K* y el dominio Rossmann de
unién a dinucledtidos activadores como NAD(P)
(Marchler-Bauer et al., 2011) (Fig. 2 B).

Expresion del cADN AtKEAL en levadura

Para investigar la funcion de la proteina codificada por
el cADN AtKEA1 se utilizé el sistema de expresion
heterélogo en levadura. Las dos mutantes utilizadas,
WX1 Y AXT3, no presentan diferencias en el
crecimiento en medio YPD cuando se las compara con
la cepa silvestre (resultado no mostrado). Para
determinar si los cationes téxicos se acumulan
intracelularmente en  respuesta al  gradiente
electroquimico de H', se estudi6 la tolerancia a
higromicina B (McCusker et al., 1987). En la cepa WX1
(presenta una deleccién en el gen que codifica al
antiportador NHX1 de la membrana vacuolar), la
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reduccion del secuestro de la higromicina B en la
vacuola debido a la ausencia del antiportador ScCNHX1
funcional, impide su crecimiento por el efecto toxico de
la higromicina en el citosol (Gaxiola et al., 1999). El
cADN AtKEA1 suprime el fenotipo de sensibilidad a
higromicina de la mutante de levadura en el gen NHX1
permitiendo su crecimiento (Fig. 3A) ya que restituiria el
gradiente de H* en las membranas internas permitiendo
la salida de la higromicina del citosol y poniendo en
evidencia su funcibn como antiportador al
complementar la funcion alterada por la delecion de
ScNHX1.

En el caso de la tolerancia a cationes, se realizaron
ensayos previos de complementacion utilizando
concentraciones toxicas de K, Na* y Li* a distintos pH
con cepas mutantes con y sin el pDR196-AtKEA1 en
los cuales no fue posible encontrar claras y repetibles
diferencias en el crecimiento excepto cuando se utilizd
la cepa AXT3 (contiene 3 deleciones en los genes que
codifican al antiportador de la membrana plasmatica
NHA1, al antiportador NHX1 y a la V-ATPasa) la cual
presenta limitado crecimiento en medios con altos
niveles de NaCl o KCI. La expresion del cADN AtKEA1
aumenta la tolerancia a Na* en la mutante de levadura
AXT3 en medio minimo AP suplementado con 100 mM
NaCl a pH 5.5 comparado con el crecimiento de la
misma mutante con el vector (Fig. 3B).

Localizacion de AtKEAL en levadura

La localizacion subcelular de la proteina AtKEA1 se
determind en la mutante AXT3 con la fusion cADN
AtKEA1-GFP que mostré una fuerte sefal fluorescente
en el RE perinuclear (region integrante del sistema de
endomembranas) comparada con la misma mutante
conteniendo solo GFP al ser observada mediante
microscopia confocal (Fig. 4). En la mutante AXT3 con
la proteina de fusién KEA7-GFP se ha observado la
complementacioén de la tolerancia a NaCl indicando que
la proteina de fusidon AtKEA1-GFP es funcional
(resultado no mostrado). Este resultado indica que el
cADN AtKEA1 se expresa en levadura y seria el
responsable de los fenotipos de complementacion
encontrados en WX1 y AXT3.

DISCUSION Y CONCLUSION

Las plantas han desarrollado mecanismos para
controlar la entrada, la salida y la compartimentalizacién
de iones, los cuales posibilitan su adaptacion a las
distintas condiciones medioambientales. En el genoma
de A. thaliana se han identificado tres familias de
potenciales transportadores de K*. La familia HKT (1
gen) que interviene en la incorporacion de Na® y no de
K" (Uozumi et al., 2000), la familia KT-HAK-KUP (13
genes) que ha mostrado afinidad por K* en algunos de
sus miembros (Quintero & Blatt, 1997; Fu & Luan, 1998;
Kim et al., 1998; Rubio et al., 2000; Haro et al., 2005) y
la familia KEA (6 genes), cuyos integrantes no han sido
caracterizados funcionalmente y presentan significativa
homologia con antiportadores K'/H® originalmente
descritos en bacterias (Maser, 2001; Gierth & Maser,
2007). En base al analisis de la secuencia deducida, se
ha propuesto que los genes KEA codificarian
transportadores involucrados, con mayor o menor
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selectividad y afinidad, en la entrada o salida de K" de
la célula o la distribucién de dicho ion en las organelas
(Maser, 2001; Gierth & Maser, 2007). Ademas, Sze et
al. (2004) utilizando el analisis bioinformatico y de
expresion por microarreglos, reportaron mediana y alta
expresion de AtKEA1T en los tejidos vegetativos y en el
gametofito masculino sin observar expresion especifica
de tejido y proponen que el gen objeto de este estudio
mediaria en el transporte de K'(Na'))H" en Ia
membrana plasmética, las membranas de Ila
mitocondria, de los plastidos o las endomembranas del

Caracterizacion del antiportador KEA1 de Arabidopsis

sistema secretor ya que procesos como la fotosintesis,
respiracién, osmoregulaciéon, mantenimiento  del
potencial de membrana y secrecion requieren del
transporte  mencionado. De esta forma, los
transportadores KEA de A. thaliana podrian estar
involucrados en la regulacién del pH interno, la
homeostasis de iones, el volumen celular y la tolerancia
a estreses medioambientales. En el presente estudio,
un nuevo antiportador de A. thaliana fue clonado y
caracterizado funcionalmente en mutantes de S.
cerevisiae.

A)
YPD +25 mg/ml higromicina B

1 10 10> 10° 1 10 10* 10°

W303 pDR196
WX1 pDR196

WX1 pDR196KEA1

B)

AP 0 mM NaCl pH 5.5 +100 mM NaCl YPD

1 10 10* 10° 1 10 10° 10° 1 10 10% 10°
AXT3 pDR196

AXT3 pDR196KEA1

Figura 3. Expresion del cADN AtKEA1 en mutantes de S. cerevisiae. A) Los plasmidos pDR196 y pDR196-AtKEA1
fueron introducidos en la mutante WX1 (Anhx1) y AXT3 (Aena1-4 Anha1 Anhx1). El plasmido pDR196 fue introducido en
la cepa silvestre W303 como control. Las cepas fueron cultivadas en medio YPD y YPD con 25 mg/ml de higromicina B.
B) Los plasmidos pDR196 y pDR196-KEA1 fueron introducidos en la mutante AXT3. La cepa fue cultivada en medio AP,
AP con 100 mM de CINa a pH: 5.5 y en YPD como control. En todos los casos las cepas fueron cultivadas hasta la fase
logaritmica (DOgoonm 0.6 aprox.) en YPD. Se prepararon diluciones seriales (1:1, 10, 100 y 1000) y de cada una de estas
diluciones, se depositaron 10 ul por goteo en el medio a ensayar. Las fotos fueron tomadas después de 3 dias de
incubacion a 30°C. En A) y B) el experimento fue repetido tres veces con resultado similar y se muestra uno
representativo.

Figure 3. Expression of AtKEA1 gene in S. cerevisiae mutants. A) The plasmids pDR196 and pDR196-AtKEA1 were
introduced into the WX1 mutant (Anhx1) and the AXT3 mutant (Aena1-4 Anha1 Anhx1). The plasmid pDR196 was
introduced into the wild type W303 as a control. The yeast strains were grown on YPD or YPD containing 25 mg/ml
hygromicyn B medium. B) The plasmids pDR196 and pDR196-KEA1 were introduced into the AXT3 mutant. The yeast
strain were grown on AP, AP supplemented with 100 mM CINa pH: 5.5 and YPD medium as a control. Every strain was
grown until the logarithmic phase (DOsponm 0.6 approx.) on YPD. Ten-fold serial dilutions were prepared (1:1, 10, 100 and
1000) and 10 pl of each of them were spotted on the different media. Photos were taken after 3 days of growth at 30°C. In
A) and B) the experiment was repeated three times with similar result and a representative one is shown.
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La secuencia aminoacidica deducida de cADN AtKEA1
de 618 aa (GenBank AAF78418) presenta los 12
segmentos transmembranales de la version completa
del gen KEA1 de 1193 aa (NM_100062.3), los cuales
estan conservados con respecto a las secuencias de
los antiportadores de E. coli KEFC y KEFB (Epstein,
2003; Brett et al., 2005). Ademas, fue posible identificar
un dominio caracteristico del intercambiador Na*/H" de
Eucariotas y la secuencia consenso KefB presente en
sistemas de transporte de K* en la regién N-terminal,
asi como el dominio Rossmann de wunién a
dinucledtidos activadores como NAD(P) en la region C-
terminal. Este resultado sugiere que el cADN AtKEA1
corresponde a una version truncada del gen KEA1
(Weber et al, 2007) que contiene los dominios
funcionales mencionados de los genes de E. coli y de
Eucariotas, los cuales permiten incluirlo dentro del
grupo de los antiportadores. Si bien las similitudes en la
secuencia son Uutiles para predecir la funcion de una
proteina, la evidencia experimental es esencial para
asignar una funcién. Con el fin de obtener tales
evidencias, se utilizd el sistema de expresidon
heterélogo en levadura. Para tal efecto, se estudié la
supresion del fenotipo de sensibilidad a higromicina B al
expresar cADN AtKEA1 en la mutante WX1. Los
resultados sugieren, que la proteina codificada por el
cADN A{KEA1 colabora en la destoxificacion de
higromicina B al influir en el gradiente electroquimico de
H" y secundariamente en la exclusién de higromicina
del citosol de la misma forma en que fue observado en
diversos casos de antiportadores localizados en
endomembranas (Gaxiola et al., 1999; Maresova &

A) Imagen fluorescente

D

Sychrova, 2005) sugiriendo que formas truncadas del
gen KEA1 contienen los dominios necesarios para
destoxificar las células eucariotas. Ademas, es probable
que estas formas truncadas sean producto de un
procesamiento alternativo del transcrito de KEA1 y/o el
reconocimiento de mas de un sitio de iniciacion. Este
tipo de control incluye retencion de intrones y genera
polipéptidos mas pequefios los que podrian
desempefiar  funciones biolégicas importantes
particularmente en eventos de estrés abidtico
(Mazzucotelli et al., 2006).

La secuencia deducida de cADN AtKEA1 predice
selectividad por iones K", sin embargo, hasta el
presente, no se han encontrado evidencias al respecto.
Después de realizar diversos experimentos con
diferentes iones a distintos pH utilizando varias
mutantes, se ha observado el aumento de la tolerancia
a Na' al expresar el cCADN AtKEAT en la mutante AXT3
de levadura. Este resultado se explicaria por la
reduccién de la concentracion toxica del Na* debido a la
exclusion del citosol de dicho ion. Se han reportado
numerosos antiportadores, como NHXs, los cuales no
son capaces de discriminar entre K y Na* por su alto
grado de similitud presentando una selectividad
catiénica variable segun las condiciones experimentales
tanto en sistemas heter6logos o en el organismo de
origen que no coincide con la selectividad sugerida por
la secuencia (Gierth & Maser, 2007 y sus referencias,
Hernandez et al.,, 2009). El resultado obtenido no
descarta que cADN AtKEA1 pueda intercambiar K'/H*
en ciertas condiciones aun no determinadas.

B) Imagen de campo claro

Figura 4. Localizacion subcelular de la proteina cADN AtKEA1 en S. cerevisiae. La fusion PMA1-AtKEA1-GFP fue
introducida en la mutante AXT3 de S. cerevisiae. Esta mutante fue cultivada hasta la fase logaritmica temprana en medio
YPD y fue observada utilizando un microscopio Nikon C1 Spectral Imaging Confocal. A) Imagen fluorescente; B) Imagen
de campo claro. La flecha sefiala la regioén con fluorescencia. El tamano de la barra corresponde a 1 um. Resultados

similares fueron obtenidos en dos experimentos adicionales.

Figure 4. Subcellular localization of cDNA AtKEA1 in S. cerevisiae. The plasmid pDR196-AtKEA1-GFP was introduced
into the S. cerevisiae AXT3 mutant. This mutant strain was grown until the early logarithmic phase on YPD medium and
the cells were observed by confocal fluorescence microscopy (Nikon C1 Spectral Imaging Confocal Microscope). A)
Fluorescent image; B) DIC image. The arrow points to the fluorescent region. The size bar corresponds to 1 um. Similar

results were obtained for two additional experiments.
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Al utilizar la fusién cADN AtKEA1-GFP para determinar
la localizacion de la proteina de A. thaliana en levadura
usando microscopia confocal, se observo fluorescencia
en la regién perinuclear, probablemente en membranas
de RE. No se observo fluorescencia en la region de la
membrana plasmatica. La localizacién observada
sugiere que la proteina codificada por el cCADN AtKEA1
podria estar involucrada en la homeostasis del pH y/o
en la destoxificacion de Na'. Se ha reportado el
aumento del tamafio del RE en células parenquimaticas
del xilema de raiz de Phaseolus coccineus y se ha
sugerido que dichas células podrian reabsorber Na* de
los vasos y excluirlo por este proceso, al menos
parcialmente, reduciendo la sensibilidad a la sal
(Kramer et al., 1977).

En conjunto los resultados obtenidos, coherentes con
algunas de las predicciones, sugieren que el cADN
AtKEA1 codifica a un antiportador que podria mediar la
exclusion de cationes como Na® del citoplasma y tener
un papel en la homeostasis de cationes, control del pH
y/lo tolerancia a salinidad en alguna organela
intracelular, probablemente RE. El estudio de Ia
actividad, la direccién del transporte y la localizacién
junto con el analisis del fenotipo de la planta con dicho
gen mutado y sobreexpresado aportaran informacion
que permitira dilucidar su funcién con mayor precision.
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