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ABSTRACT. Potassium transport across a membrane mechanism in yeast cells have not been completely
understood. Although many membrane proteins have been characterized, their specific role in potassium
transfer is still unknown. Yeast cells typically maintain high intracellular concentrations through several
potassium transport systems, making this system of study an optimal enkaryotic cell to explain potassium
transport across membrane. Three types of protein related with potassium transport acress membrane
have been described: (1) the encrgy necessary for potassium accumulation (150 mM) is released by electri-
cal gradients maintained across the membrane by H'-ATPase; (2) the second group of proteins related
with potassium transport are two transporters, TRK1 and TRK2; (3) the third group are known a new
family of outwardly rectifying potassium channel protein with two pore domains in tandem. Molecular Bi-
ology, Physiology and Electrophysiological experiments suggest a possible functional relationship among
the three groups of proteius mentioned above. A mechanism of potassium transport dynamic across mem-
brane in two species of yeast is proposed.

Key Words: Potassium Transport, Transperters, Ionic Channel, H' / K” interchange, Saccharomyces cere-
visiae, Kluyveromyces lactis.

RESUMEN, Los mecanismos de transporte de potasio en la levadura no han sido completamente esclare-
cidos. Si bien varias proteinas de membrana han sido caracterizadas, el papel de las proteinas involucra-
das con ¢l movimiento de potasio aun es desconocido. Las levaduras tipicamente mantienen una concen-
tracién alta de potasio en su interior a través de algunos sistemas de transporte. Tres tipos de proteinas se
encuentran relacionados con el transporte de potasio a través de la membrana han sido descritos: (1) la
energia necesaria para la acumulacién de potasio (150mM) es generada por un gradiente eléctrico mante-
nido a través de la membrana plasmidtica por la H+-ATPasa; (2) el segundo grupo de proteinas relaciona-
das con el transporte de potasio son dos transportadores TRK1 y TRK2; (3) el tercer grupo conocido es
una nueva familia de canales rectificadores salientes con dos dominios de poro en tindem. Experimentos
de Biologia Molecular, Fisiologia y Electrofisiologia sugieren una posible relacién entre los tres grupos de
proteinas mencionadas con anterioridad. Se propone un mecanismo de Ia dindmica del transporte de pota-
sio a través de la membrana piasmitica de dos especies de levadura.

Palabras clave. Transporte de iones, Transportadores, Canales iénicos, Intercambio H' / K. Saccharomy-
ces cerevisiae, Kluyveromyces lactis.

res (transportadores, acarreadores y permeasas) y bom-
bas.?® En esta revisién resaltamos €l papel, hasta ahora co-
nocido, de varios tipos de proteinas involucradas con la
regulacién de los niveles de iones en la levadura §. cerevi-

INTRODUCCION

En el proceso de caracterizacion de la membrana plas-
matica de la levadura Saccharomyces cerevisiae se ha en-

contrando una variedad de protefnas relacionadas con el
transporte de solutos y de iones. En este microorganismo,
se ha descrito y caracterizado diferentes sistemas de trans-
porte que han servido para estudiar fenémenos relaciona-
dos con alteraciones en las proteinas de la membrana plas-
mitica.

El transporte en las membranas est4d mediade por pro-
teinas, de las cuales hay distintos tipos: canales; facilitado-

siae. La primera, ademés de haber sido la primera proteina
clonada, es la H'-ATPasa, la cual se encarga de acidificar
el medio extracelular bombeando protones.*” Su actividad
genera un gradiente eléctrico a través de la membrana plas-
mética, el cual impulsa al sistema de proteinas (TRK1 y
TRK2), cuya misién principal es la de transportar selecti-
vamente potasio hacia el interior celular con diferentes afi-
nidades.'>** Otro tipo de proteinas corresponde a un canal
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rectificador saliente de potasio en la membrana plasmatica
de 1a levadura, que se encarga de la salida de K*** Estu-
dios detallados han demostrado que ademads de ser activado
por la depolarizacién de la membrana plasmatica, también
es activado por altas concentraciones de Ca®* citoplasmati-
co. La funcién de esta proteina consiste en balancear las
cargas durante el desplazamiento de protdn acoplado al
transporte de solutos.® Otro sistema reportado recientemen-
te es el de un intercambiador H'/catién, que parece tener
un papel en la regulacion det pH interno de la levadura.™

Por otra parte queremos resaltar la caracterizacién de
otra especie de levadura; Kluyveromyces lactis, tiene una
sola copia de varios de sus genes, Esto hace de esta especie
un organismo mas sencillo de estudiar desde el punto de
vista genético.

En esta revisién pretendemos plantear las funciones
especificas de cada una de las proteinas de membrana plas-
matica involucradas en la homeostasis del K en las leva-
duras S. cerevisivse y K. lactis, asi como plantear algunas
de las preguntas alin no esclarecidas.

LOS SISTEMAS DE TRANSPORTE EN LOS ORGA-
NISMOS, ;QUE SON Y CUAL ES SU PAPEL?

Todos les tipos celulares mantienen en su citoplasma
una composicién y una concentracién de sustancias dife-
rente del medio que las rodea, esto se debe en gran medida
a la presencia de la membrana plasmética.

Hay dos tipos de transporte a través de la membrana, el
transporte mediado y el no-mediado. El primere ocurre
mediante una simple difusién de las moléculas que no tie-
nen carga, y que se "disuelven” en ia membrana y difunden
libremente de un lado a otro de ella. El segundo ocurre me-
diante la accidén de proteinas transportadoras especificas

(que reciben el nombre de permeasas, portadores, translo-

casas, translocadores y transportadores).”

Es sencillo explicar que la membrana celular impida el
libre movimiento de macromoléculas; también se puede
explicar que las moléculas polares o cargadas deban de
mantenerse a un lado o del otro de la membrana, debido a
la capa de solvatacién que las rodea y aumenta su volu-
men. Es necesario para la célula que las moléculas o iones
que se transporten a través de la membrana de un lado a
otro, es decir, desde el lado donde se encuentran en menor
concentracién hacia aquel que estd en mayor concentra-
cion.®

El transporte a través de la membrana requiere atrave-
sar la doble capa de fosfelipidos que la constituye. Una
molécula grande, una molécula pequefa hidratada o un ion
requiere de un sistema de transporte o un acarreador o un
poro -especifico, capaces de permitir el paso de un lado a
otro de la membrana. Estos sistemnas de transporte, antes de
permitir el paso de la sustancia deben de reconoceria y dis-
tinguirla de un sinnimero de otras moléculas que se en-

cuentran disueltas en el medio extracelular e intracelular,

El transporte mediado pasivo o difusién facilitada,
Es un sisterna de iransporte que consiste en el movimiento
moléculas especificas que fluyen desde una concentracién
elevada en un lado de la membrana a una concentracién
baja al otro lado de la membrana, de modo que la tenden-
cia sea a equilibrar los gradientes de concentracién. Los
translocadores simples o facilitadores mueven substancia a
favor de su gradiente de conceniracién.

El transporte activo. Es aquél en el cual moléculas
especificas se transportan desde una concentracién baja a
una elevada, es decir, en contra de gradiente de concentra-
cién. Un proceso endergénico como éste debe de estar aco-
piado a un proceso suficientemente exergdnico para que
sea favorable. Muchos de estos eventos se producen utili-
zando directamente la energfa producida por la hidrétisis
de ATP. Tal es el caso de las proteinas que mueven iones
potasio (K*) a través de la membrana, Este ion se encuen-
tra en concentraciones intracelulares altas con respecto al
medio extracelular.”

EL PAPEL DEL POTENCIAL ELECTROQUIMICO

La difusién de una sustancia a través de una membrana
se parece, termodindmicamente hablando, a un equilibrio
quimico. Una diferencia en las concentraciones de las sus-
tancias entre los dos lados de 1a membrana genera una di-
ferencia de potencial guimico:

A.G. = G (dentro) - Gy{fuera) = RT In [(a) dentro/(a) fuera)

donde G, es el potencial quimico de a; (a) dentro y (a) fue-
ra se refieren a las concentraciones de esta especie dentro
y fuera de la célula respectivamente; R es la constante de
los gases; y T es la temperatura en grados Kelvin,

Por consiguiente, si la concentracion de a fuera de la -
membrana es mayor que la de dentro, para la transferencia
de a de fuera a dentro, AG, serd negativo y el flujo neto de
a ser4 hacia dentro. Sin embargo, si la concentracion de a
es mayor adentro que fuera, AG, es positivo y el flujo neto
de entrada de a tendré lugar sélo st un proceso exergbnico,
tal como la hidrélisis de ATP, se acopla al mismo para
hacer que la energia libre global pase a ser negativa.

Las diferencias de carga que se mueven a través de las
membranads generan una diferencia de potencial eiéctrico el
cual puede ser determinado por la siguiente ecuacién:

Ay = y (dentro) - y (fuera)

donde Ay se denomina potencial de membrana; y (dentro},
es el potencial eléctrico del lado interno de la membrana; y
v (fuera), es el potencial eléctrico del lado externo de la
membrana
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MECANISMOS GENERALES DE TRANSPORTE

Dentro de los sistemas de transporte mediado, hay dife-
rentes variantes, que fueron propuestas por Mitchell® en
1961, para tratar de definir los mecanismos implicados en
cada caso.

Translocadores primarios. Son aquellos en los cuales
el sistema de transperte estd ligado directamente a una
fuente de energia, como el ATP, o a las diferencias del po-
tencial redox generado entre ambas caras de la membrana
ceiular.

Translocadores secundarios. Son aquellos que apro-
vechan las condiciones existentes de diferencias de con-
centracién de otros iones, o las diferencias del potencial
eléctrico  stablecidas por los translocadores primarios.
Dentro de éstos, se reconocen las siguientes categorias:

a} Uniportador, que supone ¢l movimiento de una tinica
molécula a la vez. Dentro de esta categorfa puede haber el
caso de moléculas o iones que se mueven segin su diferen-
cia de concentracion o por diferencias del potencial eléctri-
co ambos lados de una membrana Fig, 1.

b) Simportador, que transporta simulténeamente dos
moléculas o iones que pueden ser diferentes  en la mis-
ma direccién. Habitualmente, en este caso, se aprovecha
que un ion se encuenira a mayor concentracién de un lado
de una membrana, o es impulsado por una diferencia en el
potencial eléctrico a ambos lados de ella, para mover a otra
moléeula o ion Fig. 1.

¢) Antiportador, que transporta simuitdneamente dos
moiéculas diferentes en direcciones opuestas. También en
este caso, lo habitual es que la energia para el movimiento
de una molécula o ion sea proporcionada por la diferencia
de concentracién o del potencial eléctrico de Ia membrana
Fig. 1.

Cuando se mueven particulas cargadas a través de la
membrana, se habla del cardcter eléctrico del transporte
iénico, que se especifica ademas como:

a) Electroneutro (eléctricamente inexistente), cuando
hay una neutralizacidén simultdnea de cargas, sea por un
simporte de iones de carga opuesta o por un antiporte de
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carga similar.

b) Electrogénico, cuando el proceso de transporte resul-
ta en una separacidn de cargas a través de la membrana.

¢) Electroforético, cuando una molécula o ion s¢ mue-
ven dé acuerdo con la diferencia del potencial eléctrico a
ambos lados de la membrana.

CANALES IONICOS

Como ya se dijo, el paso de iones a través de las mem-
branas bioldgicas tiene un impedimento fisico, ya que por
su naturaleza eléctrica y por su capa de hidratacion, se ve-
rian rechazados por el ambiente hidrofébico de la bicapa
fosfolipidica. Sin embargo, los iones son capaces de fransi-
tar a través de las membranas debido a la presencia de pro-
teinas membranales especializadas en dicho movimiento,
como los canales idnicos. Estos transportadores permiten
una rédpida difusién de los iones hacia el interior o exterior
celular; diferente de los otros sistemas de transporte por la
rapidez con la que permiten el paso, principalmente de io-
nes, aprovechando las diferencias del potencial eléctrico a
los lados de una membrana. Como transportadores que
son, estas moléculas atraviesan la membrana, y por ello
presentan tres dominios estructurales: el citoplasmatico, el
transmembranal y el extracelular; y un poro por donde pa-
san los iones. Con base en sus caracteristicas y modo de
accidn, los canales idnicos se clasifican en cuatro grandes
grupos: los receptores canal, los canales sensibles a voltaje,
los canales sensibles a presidn y los canales activados por
proteinas G que habitualmente estan relacionados con hor-
monas.®

Los iones se distribuyen diferencialmente a través de
las membranas, dande lugar a la generacion de gradientes
de naturaleza eléctrica y quimica. El establecimiento de
gradientes tiene una significacién biol6gica dando lugar a
un sistema regulatorio de los movimientos intracetulares de
los iones a los que se la ha denominado homeostasis ibnica
celular. De tal manera que en condiciones basales se tiene
una concentracién mayor de sodio y de calcio en el exte-

=0
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Figura 1. Esquema representativo de translocadores secundarios: Uniportadores (A), Simportadores (B) y Antiportadores
(C). Estos se encuentran electrogénicamente asociados con los translocadores primarios que utilizan una fuente de energia

tal como el ATP.
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Figura 2. Modelo de membrana plasmética de levadura que involucra proteinas encargadas de la homeostasis del potasio.
La H" ATPasa (A) se encuentra electrogénicamente acoplada a los sistemas de transporte de potasio TRKI1 (B) vy TRK2
(C). El canal rectificador saliente TOK1 (D) se encarga de la salida del potasio y finalmente, el intercambiador H' /K" que

regula el pH intraceluiar,

rior celular, mientras que el potasio se encuentra en mayor
concentracion en el interior.?

Una caracteristica importante al estudiar los canales
ibnicos es la capacidad que tienen para abrir y cerrar el po-
ro (gating), ya que un poro abierto tiene una propiedad im-
portante de permeabilidad selectiva, definida directamente
con el radio de hidratacién de cada ion y con la magnitud
del gradiente electroquimico. Pero el “gating”, ademés de
los elementos estructurales de la proteina que lo represen-
tan, se puede analizar desde el punto de vista biofisico, rea-
lizando andlisis cinéticos, en los cuales se pueden postular
estados abiertos, cerrados y de transicién, Este se lleva a
cabo registrando los cambios que se observan en su capaci-
dad para mover los iones, presentindose como corrientes
eléctricas, pero aim contando con la historia de eventos, no
es posible predecir el tiempo de apertura y de cierre, ni la
magnitud de cada uno de ellos; es decir, los canales tienen
un comportamiento que se apega a un modelo de Markov,
en el que se contempla un estado de transicion de primer
orden. Mediante estos analisis, se encuentra que el tiempo
de apertura de un canal puede cambiar por un pequeito pul-
s0, de tal manera que se pueden tener més de un estado
abierto; y la transicion cerrado-abierto, tiene un curso de

tiempo multiexponencial {varios estados intermedios), de
tal manera que se supone la existencia de pasos de primer
orden.”

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LOS SISTEMAS
DE TRANSPORTE DE IONES, Y EN ESPECIAL
DEL K

. Los estudios encaminados a elucidar el mecanismo del
transporte de potasio en levadura, fueron iniciados por
Conway® y Rothstein,”® quienes presentaron por primera
vez pruebas sobre la existencia de un acarreador de catio-
nes, a partir del analisis cinético de} transporte. Posterior-
mente Mitchel),” retomé los antecedentes hasta el momen-
to existentes, proponiendo una teoria que en términos sim-
plistas dice “los cationes pueden penetrar a una estructura
aisiada por una membrana, solamente si dentro existe un
potencial electroquimico negativo con respecto al exterior
que provea el impulso requerido para la penetracion del
ion, el cual en muchos casos se mugve en contra de su gra-
diente de concentracion”. El potasio es uno de estos iones
que suele moverse en contra de su gradiente de concentra-



Revista Latinonmericana de Microbiologia (1999) 41:193-203
e Asociacion Latinoamericana de Microbiologia

ALAmMm

cién, pero a favor de un gradiente electroquimico. Los es-
tudios realizados sobre el movimiento del potasio en las
células de levadura han permitido establecer que la canti-
dad total de este ion que captan, guarda una relacién con su
concentracidn externa; es decir, a mayor concentracién
externa de K*, mayor es la cantidad total captada por la
célula; pero también, mayor es ia cantidad de H' expulsada
al exterior celuiar. La comprension del fendémeno del trans-
porte de cationes, ha llevado al planteamiento de dos cues-
tiones; la primera se refiere a Ia posible existencia de un
mecanismo de regulacidn de este sistema de transporte, y
segundo, de las posibilidades reales de la existencia de ta-
les sistemas de regulacién.

LOS SISTEMAS PARA EL TRANSPORTE DE K" EN
LA LEVADURA

Fuera de que los sistemas de transporte conocidos estén
constituidos por proteinas, con que velocidad se mueven y
cual es su afinidad por las sustancias que transportan, es
poco fo que se sabe acerca de su funcionamiento en detalle.

El tema de la afinidad es importante, pues hay diferen-
cias en los sistemas de transporte en lo que se refiere a la
concentracién de las sustancias que se transportan. Este
asunto toma importancia en el caso de los microorganis-
mos como la levadura, que pueden sobrevivir en medios
extremadamente pobres, y para ello necesitan de sistemas
de transporte capaces de tomar con gran eficiencia molécu-
las de materiales nutritivos que requieren para sobrevivir y
que se encueniran escasos en ¢l medio. La energia para ia
acumulacidn de potasio en la levadura, se deriva del gra-
diente eléctrico generado a través de la membrana plasma-
tica por 1a H'-ATPasa, lograndose una acumulacién de po-
tasio interna de 150 mM. Fig. 2.

En Saccharomyces cerevisiae se puede observar que,
cuando crece en concentraciones bajas de potasio, expresa
un sistemna de transporte con ung afinidad alta (Km ~0.15
mM). Sin embargo, cuando crece en un medio rico de este
catidn, el sistema de transporte que utiliza para tomarlo
tiene una afinidad menor (Km ~ 6.0 mM).>’

Sin embargo, como trataremos mds adelante, existe
gran controversia alrededor del papel que juega cada pro-
teina en el movimiento del potasio hacia el interior de la
levadura. De hecho se ha especulado acerca del papel re-
dundante de dos genes semejantes involucrados; es decir,
puede ser que ambos genes en algin momento evolutivo
codificaban para la misma proteina.®

SISTEMAS Y MECANISMOS PROPUESTOS

Identificacién de las proteinas implicadas y cons-
truccién de las primeras mutantes. En ia membrana plas-
mética de la levadura el sistema de transporte de H* esth
ligado al de K*, por lo que se ha concluido que en la mem-

Tabla 1. Constantes cinéticas para los sistemas de trans-
porte de ¥ Rb* y *2K* de la levadura Saccharomyces ce-
revisiae. Para expresar el sistema de alta afinidad las leva-
duras son crecidas en concentraciones 5 pM de K* en el
medio de cultivo. Para expresar el de baja afinidad, se cre-
cen en cultivos con 2 mM de K. Tomado de Rodriguez-
Navarro. 1984,

42
WL e Ry K
Km 150 24
Alta (uM)
Afinidad Vmax 21 34
{nmolas/min/mg)
Km 6 2
Baja (uM)
Afinidad Vmax 6 7
{nmolas/min/mg)

brana plasmatica de la levadura se utiliza ATP como fuente
de energfa,’® segin el esquema de la figura 2.

Se propuso que la levadura tiene un translocador pri-
mario, que consiste en una ATPasa {molécula que rompe
ATP), que con la energia producida por la ruptura del ATP
es capaz de bombear protones (iones de hidrégeno) al exte-
rior de la célula, generando por una parte una diferencia de
concentraciones de iones hidrégeno en el exterior, més 4ci-
do, que en el interior (més alealing). Pero ademds, dado
que los protones tienen carga positiva, se genera una dife-
rencia de potencial eléctrico entre el exterior, mds positivo,
que en le interior (mds negativo). Esta diferencia de poten-
cial es el factor que impulsa a los iones K hacia el interior,
gracias a la presencia de un uniportador mas o menos espe-
cifico para este ion, pero que puede mover, con menos afi-
nidad, a otros cationes monovalentes.*

La ATPasa de protones (H'-ATPasa) fue aislada y re-
constituida en liposomas preparados con lectina, y el gen
que la codifica fue clonado y definida su secuencia.’!

En 1984, Redriguez Navarro y colaboradores encentra-
ron que 8. cerevisige crecidas en ausencia de Na* y NH,",
se expresan dos sistemas de transporte de K™ diferentes
Tabla 1.

Tal descubrimiento llev$ a estos autores a proponer la
existencia de un sistema de transporte de K* interconverti-
ble, que pudiera operar con dos afinidades diferentes; o
bien, dos sistemas de transporte independientes, uno de
alta y otro de baja afinidad para el ion potasio.’’

En 1985, el grupo de Rodriguez-Navarro obtuve una
mutante de S. cerevisiae deficiente en el transporte de po-
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tasio de alta afinidad, lo que demostrd la existencia de dos
sistemas de transporte de K independientes o bien, como
va se dijo, la hipitesis sobre un sistema interconvertible
para el transporte de potasio con dos afinidades diferen-
tes.”® Otros estudios en sistemas procariontes y eucariontes
han demostrado que el potasio se transporta por sistemas
miltiples, funcionalmente independientes y que tienen di-
ferentes afinidades por cada cation.

En 1988 el grupo de Gaber, clonéd y secuencié el gen
TRKI de S. cerevisiae, plantedndose como el responsable
del sistema de transporte de altz afinidad.'® Partiendo del
hecho de que el sistema de transporte de potasio estd aco-
plado electrogénicamente con el bombeo de protones™ y
de 1a clonacién de TRK!, se demostré contundentemente
que el transportador y la H'ATPasa son diferentes protei-
nas. De aquf se desprende la primera conclusién importan-
te: existe una independencia fisica y funcional de los siste-
mas de transporte de potasio y el bombeo de protones,

Para 1990, el grupo de Gaber reportd la secuencia del
gen TRK 2 como el responsable del sistema de transporte
de potasio de baja afinidad, pues al crear una doble mutan-
te de los dos transportadores de potasio, la levadura sélo es
capaz de crecer a partir de concentraciones de potasio de
100 mM ', Las mutantes mostraron hipersensibilidad a pH
bajo que puede ser suprimida por altas concentraciones de
potasio pero no de Na*. El gen TRK-] suprime los defectos
en el transporte y la hipersensibilidad al pH. El gen TRK-2
codifica; por similitud, para un transportador de potasio
similar a TRK-J con 12 dominios transmembranales y una
region hidrofébica grande.?

En 1994 Ramos y colaboradores, proponen que el
TRK2 no es un componente de baja afinidad para el trans-
porte de potasio en la levadura S. cerevisiae. Con base en
estudios cinéticos de transporte de *Rb, se analizaron las
mutantes vkl TRK2, trki TRK2” (sobrexpresado) y trkl
rk2, revelando que el TRK 2 presenta moderada afinidad
por el ¥Rb. Cuando se realiza un ayuno de K* la mutante
trik 1 TRK 2, tas células muestran un componente de baja
afinidad y uno de moderada afinidad con una V,,, muy
baja. Por otra parte, las células que sobrexpresan el produc-
to del gen TRKZ en la mutante trk/ TRK2”, incrementan la
Vomax del componente de moderada afinidad y dicho compo-
nente desaparece en la doble mutante triJ trk2. En coniras-
te, en la mutante trk! TRK 2 la salida de ®Rb no se ve
afectada por mutaciones en TRK 2. Congruente con los
diferentes niveles de actividad del componente de modera-
da afinidad en la salida de ®Rb, Ia mutante #rk! TRK2 cre-
ce lentamente en concentracicnes micromolares de potasio,
mientras que las células de la mutante k! TRK2” las célu-
las crecen rapidamente, y en la doble mutante 7! trk2 hay
un crecimtiento pobre. Actualmente se discute la existencia
de un sistema {inico en el transporte de K compuesto por
varias proteinas.’®

Miranda y colaboradores en 1995, demostraron en la
levadura K lactis, a través de la clonacién de la
H*ATPasa, la dependencia del transporte de potasio con el
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potencial de membrana, pues una mutante carente de trans-
portador de potasio cuenta con una actividad de ATPasa
igual que la cepa silvesire; mientras que una mutante de la
H*ATPasa presenta una deficiencia en el transporte de po-
tasio.”

Las secuencias de las H'ATPasas. El primer gen de
H* ATPasas de hongos reportado fue el de S cerevisiae
denominado como FMA I; de este gen se encontrd otra
copia en esta levadura (PMA 2)."° Posteriormente se deter-
miné la secuencia del gen homologo de Neurospora cras-
sa,'® que mostré alto grado de similitud con las secuencias

" de los genes PMAI y PMAZ2 §. cerevisiae. Utilizando como

sonda la ATPasa de §. cerevisiae, se identificaron otras
ATPasas por hibridaciones con bibliotecas genémicas de
Schizosaccharomyces pombe,"* Zygomyces rowxii'’ y Can-
dida albicans.”

Las secuencias de los TRK’s. En 1988 se clond y se
secuencié el gen que codifica para el acarreador de alta
afinidad TRK-I en S. cerevisiae, demostrando la indepen-
dencia fisica y funcional del sistema de transporte de pota-
sio y de protones.’® Posteriormente por hibridacién, utili-
zando como sonda el gen TRK-1 de S. cerevisiae se identi-
ficaron secuencias con similitudes en el genoma de la ma-
yorfa de las especies de Saccharomyces y se clond el gen
TRK-1 de Saccharomyces warum' y 8. pombe,** encon-
trandose que confiere un transporte de alta afinidad al igual
que el de 8. cerevisiae. Ambos genes tienen secuencias con
86 % de similitud con TRK I de S. cerevisiae.!! En nuestro
grupo de trabajo estamos caracterizando el gen homélogo
TRK]1 en la levadura K. lactis, el cudl presenta una identi-
dad alta con respecto a los va clonados y secuenciados Fig.
3.

En 1991, Haro v colaboradores sefialaron que el 7RK-
1, puede ser un componente regulador del sistema del
transporte de potasio de S. cerevisiae y que se requiere pa-
ra potenciar el influjo de potasio por la disminucién del pH
interno."®

El descubrimiento de que el TRX-/ y TRK-2 codifican
para fransportadores de potasio estructuralmente homoélo-
£0s, asi como son los dos genes PMA-1 y PMA-2 que codi-
fican para bombas de protones en S. cerevisioe,”’ haria
pgrgsar que el TRK-2 pudiera ser un regulador de transpor-
te

S. cerevisiage con eliminacidn de los genes TRK/ y
TRK2 requiere de 100 mM de potasio para poder crecer, lo
cual ha sugerido la probable existencia de ofro u otros
transportadores. Se han identificado mutaciones supresoras
(designadas RPD) en Atrki Atrk2, restableciéndose el sis-
tema de transporte de potasio. Dichas mutaciones supreso-
ras se seleccionaron por la capacidad de permitir el creci-
miento en baja concentracion de potasio (7 mM, pH 5.9); ¥
por supresién del fenotipo a pH bajo y alta concentracién
de potasio (pH 3.0, 100 mM). La seleccién directa por su-
presion det defecto en el transporte de potasio ha dado la
pauta para obtener nueva informacién a cerca de la funcién
de otras proteinas en el transporte de potasio en la levadu-
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Figura 3. Homologia entre fas proteinas transportadoras de
potasio TRK de las levaduras Saccharomyces cerevisiae
(Sctrk1 y 2); Saccharomyces wvarum (Sutrkl); Schizosac-
charomyces pombe (Sptkl} y Khgveromyces lactis
(Kltrk1).

Sctrkl Sctrk2 Sutrkl Sptrkl Kltrkl

Sctrkl] 100 | 714 | 87.7%{ 59.7| 69.5
Sctrk2 559 100 71.6| 58.3| 63.0
Sutrklf 79.6 | 55.1 100 | 61.8| 68.5
Sptrkl| 394 | 384 394| 100 | 54.2
Kitrkl| 510 442| 50.6( 329| 100
%Similitud
%eldentidad

ra. La secuenciacion de las mutantes supresoras han mos-
trado un aito porcentaje (86% de identidad de aminodci-
dos) con proteinas involucradas en el transporte de car-
behidratos. Estos resultados sugieren que el transporte de
potasio puede deberse a un incremento en la permeabilidad
de la membrana cuando los transportadores estan realizan-
do el transporte de glucosa y los iones se mueven por este
medio de manera inespecifica.'2

En 1991 Pefia y Ramirez, demostraron que en mutantes
de levadura del sistema de alta afinidad, {a adicién de glu-
cosa provoca una salida de cationes monovalentes, que se
acelera notablemente por cationes trivalentes como ¢l Tb.
Con el uso de este tipo de mutantes se ha visto que la sali-
da de potasio espontanea requiere de substratos como glu-
cosa o etanol. Estos resultados demuestran que la salida de
potasio se realiza por proteinas diferentes a las codificadas
por tos genes TRK y TRK2."

En nuestro grupo de trabajo, hemos caracterizado el
transporte de potasio en K Jactis demostréndose cinética-
mente; mediante el uso del isétopo *Rb, la existencia de
50lo un sistema de transporte de potasio, similar al de alta
afinidad de S. cerevisiae {Datos no publicados).

Por otra parte, por hibridaciones heterdlogas hemos
clonado y secuenciado el gen responsable de dicho trans-
porte; el gen homélogo KiTRKI, que de igual manera tiene
una alta similitud ¢ identidad con los otros "TRK’s". La
construccion de una mutante inactivadora del gen, muestra
un fenotipo donde no hay transporte de potasio; mientras
que en cajas de cultivo para medios de seleccidén requiere
de un minimo de 5 mM de K* para crecer. Por otra parte, la
actividad de la H'-ATPasa de la cepa mutante AKitrk/ no
muestra diferencias significativas con respecto a la cepa
silvestre, por to cual se ha podido concluir que el fenotipo
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de la mutante es defecto en el transportador de potasio v no
un defecto en la actividad de la H'-ATPasa (Datos no pu-
blicados).

De estos resultados sugieren aparentemente que se trata
de un sélo sistema de transporte, ya que un analisis de las
constantes cinéticas revelan que para la expresion del siste-
ma de alta y baja afinidad, los valores son practicamente
los mismos en la cepa silvestre. Por su parte, en la cepa
interrumpida presenta una perdida de afinidad y una conse-
cuente disminucién en la velocidad méxima de transporte.

Canales de K *y el caso de la levadura, Los canales
de potasio son proteinas ubicuas en los organismos vivos,
que se encuentran en bacterias, levaduras, plantas y anima-
les v exhiben una gran heterogeneidad estructurai. Estos
canales contribuyen al control de flujo de K* y del volu-
men celular, participan en la liberacién de hormonas y
fransmiscres, al restablecimiento del potencial de membra-
na, asf como a la excitabilidad de musculos y neuronas.*

Los canales de potasio pueden ser regulados por cam-
bios en el potencial de membrana o por el estado metab6li-
co de la célula, o bien por hormonas y transmisores.”

Ultimamente se clasifican los canales de potasio con
base motivos estructurales conservados que puedan estar
involucrados en la actividad del canal. Este tipo de clasifi-
caciones se lleva a cabo debido a que las propiedades de
selectividad de cada canal, se pueden modificarse por mu-
taciones que cambian la selectividad iénica.

La clonacién y secuenciacién de canales de potasio han
revelado la existencia de una familia de canales de potasio
dependientes de voltaje (voltege-gate K * channel) vy la fa-
milia de los canales rectificadores de entrada de potasio
(Inward Rectifier K " channel). Los canalés de potasio de-
pendientes de voltaje y los canales de potasio activados por
calcio, contienen seis probables segmentos transmembra-
nales (81-86) cada uno en subunidades a, o también cono-
cidas como dominios de selectividad idnica. Las subunida-
des B de los canales voltajes dependientes, tienen motivos
potenciales para la unién de nucledtidos, por ejemplo NAD
(P)H. Los canales de potasio rectificadores entrantes apare-
cen relacionados distantemente de los canales de potasio
voltaje dependiente y presentan sélo dos probables seg-
mentos transmembranales (M1, M2) en o subunidades ca-
da uno. Las subunidades P de canales rectificadores entran-
tes de potasio y los canales de potasio ATP-sensibles, con-
tienen multiples segmentos transmembranales probables y
dos dominios de uwnidn de nucledtidos que los relaciona
con la superfamilia de los transportadores ABC, que tienen
una regién especifica para unir ATP.2

Las protefnas codificadas por genes 7RKJ y TRK2,
contienen miultiples regiones hidréfobas con semejanza a
los transportadores ABC. La remocidn de estas protefnas
elimina la corriente rectificadora entrante de potasio.” Si
bien, no se conoce algin gen que codifique para un canal
de rectificacién entrante de potasio en S. cerevisiae, este
hecho ha servido para clonar genes de éste tipo por com-
plementacién de Ja mutante ya mencionada.
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Ya se ha hablado de que los canales iénicos son protei-
nas, o bien complejos de proteinas en la membrana y que
media e] transporte pasivo de iones a través de la forma-
cion de un poro acuoso de difusion. Actualmente se mane-
jan dos caracteristicas principales para los canales: la pri-
mera es que los iones se mueven a través de eilos extrema-
damente rapido (~10° iones/seg); y la segunda que la aper-
tura y cierre de los canales esta regulada por cambios en el
potencial de membrana debide a unidn de ligandes especi-
ficos, o bien por cambios en la fluidez de la membrana
plasmética.?

La caracterizacién de la salida de iones en la levadura
se¢ ha realizado y registrade de diferentes maneras. Pero no
fue sino hasta 1995 que se reportd un gen responsable de la
salida de K* que codifica para una proteina de tipo canal.
Se describié como una nueva familia de canales de potasio
rectificador saliente (TOKI)} cuya caracteristica principal
es que presenta dos regiones de poro en tdndem.” Ese mis-
mo afio, Xin-Liang Zhou y colaboradores, describieron a
este mismo gen como el codificador responsable de un ca-
nal de potasio de membrana plasmética de levadura, acti-
vado por depolarizacién. El gen fue nombrade por éste
grupo como YKC1.#

El canal rectificador saliente de potasio en la membra-
na plasmdtica de la levadura es el encargado de la salida de
K*. Otros estudios han demostrado que también es activa-
do por altas concentraciones de Ca®* citoplasmético y que
la funcion de ésta proteina, muy probablemente sea mante-
ner el balance de carga durante el desplazamiento de pro-
tén acoplado al transporte de substratos.>’

Gustin y colaboradores en 1988, mostraron que en la
membrana plasmética de la levadura existe actividad de un
canal que tiene conductancias para aniones y cationes. Este
canal se caracterizé como mecanosensible y juega un papel
en fa osmoregulacion, permitiendo la salida de iones en
condiciones de estrés osmético.'®

La secuenciacion del genoma de S. cerevisige reveld
que en el brazo izquierdo del cromosoma X hay dos nue-
vos marcos de lectura abiertos; uno de ellos, el J0911, at
ser removido en la levadura no afecto la viabilidad de las
células y no se apreciaron otros efectos sobre los fenotipos
bajo las condiciones registradas.?®

El canal TOK1 presenta una estructura topolégica ca-
racteristica de los canales de K' voltaje dependiente. La
traduccion de este marco de lectura reveld una proteina
hipotética con dos dominios de poro (P-like domain), cada
uno constituido por un octapéptido (P1: SLLTVGLG; P2:
CLLTIGYG). El anilisis de hidropatia demuestra ocho
hélices potencialmente transmembranales (51-88), con re-
giones de poro entre S5 y S$6 y una regién adicional de po-
ro entre S7 y S8. Existe una aparente homologia en las se-
cuencias de los segmentos hidrofébicos contiguos a cada
regidn de poro y ¢l dominio S6 es similar al de los canales
de potasio.?

Con base al uso de codones para este gen (Jow condom
bia index CBI ~0.055), se sugiere que se expresa en bajos
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niveles. Es posible por tanto, que ¢l nimerco de canales en
la membrana plasmética por célula sea relativamente bajo
y se estima este intervalo entre 10 a 40-50 copias.”!”

Actualmente, se considera necesario realizar més expe-
rimentos para determinar el papel del canal rectificador
saliente en la membrana plasmética de la levadura, pues
sdlo se ha especulado sobre la probable funcién, y no exis-
te hasta el momento una explicacion contundente que res-
ponda a la presencia del canal que medie la salida de K* *.

Hasta hace poco se pensaba que un canal, con las ca-
racteristicas antes mencionadas, era exclusivo de células y
de tejidos excitables, pero el hecho de encontrarlos en la
levadura ha sido un descubrimiento que no deja de sor-
prender, pues jcudl es su funcidn especifica en la levadu-
ra?. Aunque se ha especulado que los canales rectificado-
res salientes que presentan dos regiones de poro en tdndem
encontrados en células animales son los responsables de [a
salida del potasio, y que es precisamente esta caracteristica
de doble poro la que hace que tenga una direccionalidad
funcional, no se conoce todavia su papel fundamental. Sin
embargo nosotros consideramos que es premature concluir
que todos los canales con este tipo de comportamiento y
con esas caracteristicas estructurales produzcan un fenoti-
po de rectificacién saliente.

Intercambio H'/ K. En la levadurs, ¢l transporte de
potasio hacia el interior celular, es un proceso que estd
controlado por dos factores primarios: la diferencia de po-
tencial y el gradiente de pH generado por la H-ATPasa.

En vesiculas de membrana plasmética de levadura y
fostatidilcolina, la adicion de ATP conduce a la acumula-
cién de protones dentro de ellas. Aunado a esto, se produce
la entrada de ®Rb aparentemente a favor de la diferencia
de! potencial electroquimico. De esta manera se ha pro-
puesto la existencia de un sistema de intercambio H'/ K*.*

El papel de este intercambiador en la levadura, muy
probablemente esté involucrado en la regulacién del pH
interno de !a célula. Es conocido que los iones K produ-
cen indirectamente, un incremento en el bombeo de H',
produciendo entonces un incremento del pH interno de la
célula. Ahora bien, este sistema de intercambio H' / K" se
sugiere como un mecanismo de seguridad en caso de una
excesiva alcalinizacién del interior celular.®

El gen KHAl! corresponde a un marco de lectura
(YJL0%4c) que codifica para un probable intercambiador
K'/H" en S, cerevisiae. La interrupcién de este gen por re-
combinacién homéloga, presenta un incremento de la con-
centracion de potasio en el interior celular. Cinéticas de
transporte de **Rb mostraron ¢l mismo sistema de satura-
cién para la silvestre y la mutante interrumpida. Las célu-
las mutantes acidifican mas el medio extracelular y presen-
tan una alcalinizacién del medio intracelular mayor con
respecto a las células silvestres. Estudios de citometria de
flujo han mostrado un incremento en la duplicacién del
DNA de las células mutantes con respecto a las silves-
tres.** Células mutantes de Khal producen una gran acidi-
ficacién consistente con una alcalinizacién del medio intra-
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celular aunado a una alta velocidad de consumo de oxige-
no. Se especula que Ia alta acumulacién de potasio y el in-
cremento de la presidn osmdtica aceleren el ciclo celular y
ia actividad metabdlica.

CLONACION POR COMPLEMENTACION

Uno de los métodos mas eficientes para clonar genes
relacionades con el movimiento de potasio a través de la
membrana plasmaética ha sido la clonacién por complemen-
tacion de mutantes de levadura. Esta seccién no pretende
describir protocolos detallados de cémo se han llevado a
cabo la clonacioén de algunos genes, pero consideramos que
es relevante mencionarlos ya que la levadura ha demostra-
do ser un buen modelo para describir y caracterizar nuevos
elementos genéticos de organismos eucarionte y procarion-
tes relacionados con la homeostasis de dicho catién.

En 1992 Anderson y col., reportaron el primer canal
iénico (KAT1) plantas aisldndole de un banco de cDNA, de
Arabidopsis thaliana, que suprimia totalmente el defecto
de transporte de potasio de la doble mutante Akl Atrk 2
de S. Cerevisiae.?

En 1992, Hervé Sentenac y col., clonaron y expresaron
en levadura de un sistema de transporte de potasio de A.
thaliana, la complementacién se realizé en la mutante de
§. cerevisiae Atrkl clonandose el gen AKT1.%

Uozumi y colaboradores en 1995 realizaron mutagéne-
sis al azar en €] motivo estructural GYG del gen X4T7 que
corresponde a la regién de poro y que al ser modificado
provoca cambios en la selectividad por potasio.*®

Se ha clonado un canal (ORKI) de escape selectivo
para potasio de Drosophila melanogaster por expresién en
S. cerevisiae en la cepa Afrkl Atrk 2, en la cual confiere
capacidad para transportar potasioc cuando es expresado
heterélogamente. '

También se han podido clonar genes que codifican para
proteinas de tipo canal de organismos més complejos como
son los vertebrados. Tal es el caso det grupo de Tang que
en 1995 clonaron por expresion funcional un canal Rectifi-
cado entrante de K* (gpIRK1) en levadura, utilizando la
cepa Atrkl Atrk 2 como receptora,®’

Se ha clonado el gen HAK! de la levadura Schwannio-
myces occidentalis, que confiere la capacidad para crecer
en medios bajos en K'de S cerevisicge Atrkl y Atrkl
Atrk2.3

Périer y colaboradores en 1995 clonaron y secuencia-
ron una probable ATPasa de la familia Clp/HSP104
(SKD3). Este suceso constituye el punto de partida para la
c!orggcién de nuevos miembros de las familias de ATPa-
s5as.
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