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RESUMEN

Los objetivos de la presente investigacion fueron: a) encontrar las condiciones adecuadas
para concentrar a la piranina en la vacuola o en el citoplasma de la levadura Saccharomyces
cerevisiae y b) observar la respuesta del pH vacuolar a la adicién de glucosa y KCi a {a
levadura y compararlo con fa respuesta del pH citoplasmico.

Se encontré que la piranina se concentra ean la vacuola de la levadura si estas se
electroporan con el colorante y después son incubadas ! h con glucosa sola o con KCI. En
cambio, la piranina se concentra Gnicamente en el citoplasma si las levaduras ayunadas son
inmediatamente electroporadas o también si las levaduras primero son incubadas con
glucosa y KCl o tnicamente con glucosa v posteriormente son electroporadas.

Con respecto al pH vacuolar se observé lo siguiente:

1.- El pH vacuolar minimo que alcanzan las levaduras si se incuban 1 h con glucosa 2.5
mM es de 6.3 pero €sie disminuye a 6.1 si se incuban también con KCl 2.5 mM. Puesto que
el ion potasio acelera el metabolismo energético en la levadura, se sugiere que es el
incremento en la disponibilidad de sustratos para la H-ATPasa vacuolar lo que, a su vez,
provoca un incremento en la actividad de esta enzima dando lugar a una mayor
acidificacion vacuolar. Por otra parte, también se propone que la acidificacidn vacuolar se
incrementa en presencia del ion K* gracias a la retencién del CO,, producto del
metabolismo de la glucosa, en el interior de la vacuola ¥ que dicho fendmeno se acentia
gracias a la presencia del ion K en el interior de fa misma.

2.- E1 CO; juega un papel importante en el amortiguamiento dei pH interno de la levadura
S cerevisiae. Se sugiere que la eliminacion del CO; externo de la levadura provoca la
alcalinizacién citopldsmica y vacuolar de la misma debido al desplazamiento del equilibrio
interno dei CO,, segtin el Principio de LeChatelier. Sin embargo, puesto que es posible
retornar al vaior de pH vacuolar inicial tras la adicion de glucosa a las levaduras, se sugiere
que el CO;3, producto del metabolisme de cste sustrato, difunde nuevamente al interior de la
vacuola, acidificandola.

3.- Se observan claras evidencias del papel de la vacuola en la regulacion del pH interno de
la levadura:

a) La primera se deduce del hecho de que el pH citoplasmico alcanza un pH de 6.6 en las
levaduras ayunadas a las que se les adiciona glucosa, el pH vacuelar se acidifica solamente
hasta un valor de 6.3 en las levaduras preincubadas con glucosa; es decir, €l establecimiento
de un pH citoplasmico optimo pareciera tener prioridad por sobre el pH vacuolar.

b) La segunda consiste en que la eliminacién del COy externo de la levadura, provoca una
alcalinizacion citopldsmica y vacuolar en levaduras preincubadas con glucosa, pero en el
caso del citoplasma el pH que alcanza este compartimento se encuentra muy cerca del pH
citoplasmico 6ptimo (6.53) mientras que la vacuola alcanza un pH mayor atn que el del
citoplasma (6.7) ¥ que no se revierte ain tras el pulso de glucosa a los 50 seg., o que
pareciera ser refiejo de un papel regulatono del pH vacuolar sobre el pH citoplasmico,
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ABREVIATURAS

Diacetato de 6-carboxiflucresceina
Diciclohexilcarbodiimida

Resonancia electroparamagnética
Acido- 2-{morfolino)-etanosulfénico
Resonancia Magnética Nuciear para "N
Resonancia Magnética Nuclear para *'P
Trietanolamina

De las siglas en inglés: glucosa-peptona v extracto de levadura

Potencial de membrana
Gradiente de pH



1. INTRODUCCION

Las levaduras han sido cultivadas por el hombre desde la antigiiedad para la produccion
de alimentos y bebidas. Se han utilizado para esponjar el pan, para la produccién de
alkohol, bebidas y recientemente para la manufactura de productos quimicos,
combustible y produccién de proteina celular {Griffin, 1994).

Theodor Schwann, en la primera mitad del siglo XIX, fue el primero en describir el
papel esencial de las levaduras vivas en el proceso de la fermentacion. Posteriormente, a
partir de 1866 Pasteur estudié con mas detalle dicho fendémeno. Desde esa fecha se ha
producido un pequefio niimero de especies de Saccharomyces en millones de toneladas
anualmente. El hecho de que las cepas de Saccharomyces cerevisiae sean capaces de
reproducirse tanto sexualmente como asexualmente en un medio simple v que no sea
toxica a han convertido no sblo en comerciable sino también en fuente disponible de
biomasa util para la investigacion de la fisiologia celular (Griffin, 1994).

Gracias a la enorme similitud existente entre los mecanismos que operan entre las
células de muchos organismos vivientes, la investigacién en las levaduras ha tenido una
enorme aplicacién. En los pasados 15 afios ha habido un notable incremento en el uso
de las levaduras como modelo de organismos eucariotes para el estudio de los
fenémenos celulares. Mucho se sabe gracias al conocimiento del genoma de esta
levadura. También se conocen al detalle muchas de las principales vias metabélicas de
este tipo de células. A su vez, se han desarrollado técnicas de aislamiento de organelos
de la levadura con el resultado de un gran avance en el conocimiento de la composicién
y estructura de estos organismos (Griffin, 1994).

1.1. EL TRANSPORTE DEL POTASIO EN LA LEVADURA

Aunque el tema central de nuestro trabajo se refiere a los cambios del pH citoplismico y
vacuolar en la levadura, como se verd enseguida, el transporte del K’ es un fenémeno
estrechamente ligado al movimiento de los protones, tanto en la membrana plasmdtica
como en la vacuolar (Figs. | y 2). Ei transporte de cationes a través de la membrana
plasmatica, tanto monovalentes como divalentes, responde a patrones de selectividad,
los cuales resultan en diferentes velocidades de toma y acumuiacién (Armstrong y
Rothstein, 1964; Nieuwenhuis ef al., 1981; Roomans ef al., 1979). El sistema de
transporte para cafiones monovalentes parece estar mediado por un uniportador que
opera en una sola direccion (Peiia, 1975) y que parece estar duplicado en 8. cerevisiae
(Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984; Ramos et al., 1994).
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Figura 1. Mecanismos de transporte de protones y iones potasio a través de la
membrana plasmatica de la levadura (Pefia ez al., 1972; Ko y Gaber, 1991;
Ketchum ef al., 1995; Ramirez et al., 1998).
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Figura 2, Mecanismos de transporte de protones, cationes divalentes, aminoécidos
y cationes monovalentes a través de la membrana vacuolar en 1a levadura (Lichko y
Okorokov, 1985; Anraku 1992 ay b; Nass y Rao, 1998).




1.1.1. La familia TRK de los transportadores del potasio en 1a levadura

Las levaduras mantienen una alta concentracion de potasio intracelular (150 mM o mas)
gracias a diversos sistemas de transporte de potasio (Fig. 1). La energia para la
acumulacion de potasio es provista por el gradiente eléctroquimico mantenido a través
de la membrana plasmatica por la H'-ATPasa. Rodriguez-Navarro y Ramos (1984)
detectaron un componente para el transporte de potasio de alta afinidad (Km= 20 pM)
con una alta capacidad (Vmax de 30 nmol mg' min') que presentaba uma actividad
maxima al crecer las levaduras en ausencia de potasio. Las mutaciones en el gene TRK/
abolfan este sistema de aita afinidad y resuitaba en la incapacidad para crecer en un
medio pobre en potasio (0.2 mM) (Ramos ez al., 1985).

El gene TRK! ha sido clonado; codifica para una proteina con caracteristicas
topologicas de un transportador (Gaber ef al., 1988). La secuencia de Trk1p muestra una
significativa similitud con el transportador de potasic de alta afinidad (HKTI)
recientemente aislado (Schachtman v Schroeder, 1994) de raices de trigo (23% de
identidad y 50% de similitud con una sobreposicion de 550 aminoacidos). La proteina
de las raices de trigo funciona como un simportador K*'/H'.

El grupo de Gaber utilizé la cepa mutante frk/A para identificar genéticamente un
segundo sistema de transporte de baja afinidad para el potasio (TRK2) (Ko ef al., 1993;
Vidal et al., 1990). El producto del gene TRKZ es 55% idéntico al de Trklp (Ko v
Gaber, 1991) y parece ser el responsable del transporte del potasio detectado en las
células trki A (Ramos er al., 1994). Se ha especulado que ¢l componente residual de baja
afinidad presentado por la cepa doble mutante #kIA trk2A puede ser un antiportador
K*/H", un simportador soluto-catién o un canal de potasio. De acuerdo con la tltima
suposicién, las células irkIA 1rk2A son hipersensibles al compuesto 4-aminopiriding, un
bloqueador de canales (André, 1993).

1.1.2. Los canales para el potasio en 8. cerevisiae

En S. cerevisiae se ha descrito la presencia de un nuevo canal de potasio (TOK1)
(Ketchum er al., 1995) (Fig. 1). El canal funciona permitiendo la salida de iones a
potenciales de membrana por debajo del potencial de equilibrio para el potasio; su
relacién conductancia-voliaje es sensible a la concentracién de iones K.

1.1.3. Un antiportador K*/H* en 5. cerevisiae

Se ha demostrado la existencia de un sistema de transporte K'/H en S. cerevisige
(Camarasa ef al., 1996; Ramirez et al., 1996, Ramirez ef af., 1998) (Fig. 1). La maxima
velocidad se observa a pH 6.8. Este sistema de transporte reversible y no electrogénico
presenta una aita sefectividad para K* entre los cationes monovalentes y una alta
afinidad para Ia entrada del mismo ion.




1.2. LA VACUOLA

Las vacuolas son organelos celulares de las plantas superiores, algas y hongos. Estos
organelos no se tifien con eosina por lo que dan la imagen de una estructura vacia. El
tonoplasto o membrana vacuolar estd compuesta de una bicapa simple de fosfolipidos y
colesterol y presenta la propiedad de ser una estructura extensible, El volomen de Ia
vacuola es de 20-30% del volumen total de la levadura y de 80-90% en las algas.

A pesar de que el lisosoma y la vacuola sean compartimentos acidos y contengan una
gran variedad de enzimas hidroliticas, no es absolutamente cierto que la vacuola sea
andloga al lisosoma de las células de los mamiferos. El mecanismo de degradacion
macromolecular es solamente una de las varias funciones de la vacuola ya que también
estd involucrada en otros procesos celulares entre los que se encuentra el
almacenamiento de metabolitos, la homeostasis dnica y del pH citosélico (Schwencke,
1991, Klionsky, 1990}, En este sentido la vacuola de hongos tiene gran similitud con Ia
vacuola de las células vegetales (Sanders et al., 1992).

Las caracteristicas de las vacuolas de las levaduras como compartimento digesiivo
vacuo-lisosomal quedaron demostradas en el trabajo de Matile (1978). El
compartimento vacuolar se ha descrito como acido (pH 5.5) y contiene numerosas
proteasas, nucleasas, glicosidasas y fosfatasas en un estado criptico. La vacuola también
almacena aminedcidos basicos € jones Ca™, los cuales son secuestrados del citosol por
sistemas antiporte nH /soluto (Anraku, 1992 a b).

La vacuola también almacenz polifosfato y en la correspondiente a Neurospora también
se almacenan metabolitos bdsicos tales comwo la arginina. Los polifosfatos forman
globulos que presentan una respuesta compieja a las variaciones de concentracién de
sustancias catidnicas por lo que se ha propuesto que éstos juegan algan papel importante
en la acumulacion de cationes en la vacuola (Miller, 1989).

1.2.1. La morfologia de la vacuola.

Wiemken v col. (1970) realizaron un interesante trabajo en el que demostraron mediante
fotografias y analisis bioquimicos la relacion que existe entre la vesiculacion vacuolar y
la division celular; observaron que durante la gemacion de la levadura S. cerevisige, la
vacuola se fragmenta vy se hereda a la célula hija, por lo que una vez que la célula hija
iguala en tamafio a la célula madre, la vesiculacion vacuolar disminuye.

En estudios mds recientes se ha demostrado que la herencia de la vacuola esta
coordinada con el ciclo de division celular. El organelo de la célula madre forma una
estructura tubo-vesicular denominada “estructura de segregacién”, la cual se elonga
hacia la yema en emergencia y libera material vacuolar con el fin de dar formacion a la
vacuola en la célula hija; este paso es seguido por el ensamble de este material vacuolar,
proceso que involucra la fusién vacuolar y la mezcla del contenido del mismo organelo
{Weisman and Wickner, 1988).

Se ha encomtrado que la actina funciona directamente en la herencia de la vacuola
presumiblemente como “carril” que hace posible la liberacion precisa de la vacuola
hacia el sitio de emergencia de 1a gema y después de la célula madre hacia la gema (Hill
et al., 1996).




1.3. LAS H-ATPASAS PLASMATICA Y VACUOLAR

La razdn por la cual las levaduras acidifican el exterior se debe a que contienen una H'-
ATPasa en la membrana plasmatica; ademas contienen otra en la membrana vacuolar
{Figs. 1 y 2). Ambas actuan como bombas primarias o sistemas quimiosmoticos
(Mitchell, 1968} y son importantes pues son las responsables de la acidificacion del
medio externo y del compartimento vacuolar respectivamente. Estas enzimas convierten
ia energia libre de la hidrélisis del ATP en la energia fisicoquimica del gradiente
transmembranal de protones. Este gradiente estimula el movimiento de otras moléculas
catalizado por sistemas de transpotte activos secundarios.

Por otra parte. la H'-ATPasa de la membrana plasmatica es del tipo “P* el cual presenta
un intermediario E-P covaiente en su mecanismo de catalisis y estd encargada de ta
generacion de una diferencia de poiencial electroguimico, negativo y alcalino en el
interior de la célula (Pefia er al., 1969, 1972; Peiia, 1975). La H'-ATPasa de Ia
membrana vacuolar es del tipo “V™ que presenta un mecanismo de catalisis sin
intermediario E-P covalente ¥ se ha propuesto como una enzima involucrada en el
mecanismo de control del pH celular. Esta enzima lleva a cabo el bombeo de protones
desde el citoplasma al interior de la vacuola generando un interior positivo y acido
(Anraku et af., 1989, 1992 a, b).

La Tabla | muestra algunas de las propiedades bioquimicas de las H™-ATPasas

plasmatica y vacuolar y la Tabla 2 muesira el pH 6ptimo y la Km para ATP de las
misinas.

Tabla 1. Propiedades Bioguimicas de las H'-ATPasas tipo Py V

H - ATPasa(P) H'-ATPasa(V)
Lecalizacion membrana plasmatica de hongos, membrana vacuolar {plantas y
plantas y protozoarios levaduras), lisosomal (ani- males),

cuerpos de Golgi, granulos
cromafinicos, vesiculas sindpticas.

Composicién de Un sole polipéptido de R-9 subunidades con un PM total de
Subunidgdes 100 KDa 500 KDa
Inhibidores Vanadato (107 M) Bafilomicina, DCCD* ]

*Diciclohexilcarbodiimida. (Serrano, 1991)




Tabla 2. pH éptimo y Km para ATP de las H'-ATPasas
vacuolar y de membrana plasmdtica

Caracteristicas Vacuolar Membrana Plasmdtica
pH éptimo 7.0 55-6.5
Km para ATP 0.2 0.8
(mM)

(Serrano, 1991)

1.3.1. La H -ATPasa plasmatica

La ATPasa de protones de la membrana plasmatica (H'-ATPasa) es una P-ATPasa que
ha sido descrita en varios tipos de hongos: Neurospora crassa (Bowman y Slayman,
1977; Scarborough, 1977), Schizosaccharomvces pombe (Delhez et al., 1977), S
cerevisiae (Pefia et al., 1972) Candida tropicali, Candida albicans {(Hubbard et al.,
19863, Distyostelium discoidewm (McDonald y Weeks, 1984; Pogge-von Strandmann ¢
al., 1984) y Klyveromyces lactis (Miranda et al., [995).

La H-ATPasa plasmética, cuya existencia fue postulada por Pefia y col. (1972) es un
translocador primario de protones que utiliza directamente ta energia del ATP para
realizar su funcién. Su papel central ha sido demostrado en muchas plantas y levaduras
{Goffeau y Slayman, 1981} y se le ha implicado en el mantenimiento del pH intracelular
(Serrano, 1984; Brandao et al., 1994) vy en el transporte activo de nutrientes (Cockburn
et al., 1975; Dufour et al., 1080; Eddy, 1982; Gutknecht v Tosteson, 1973).

Una caracteristica importante de la H'- ATPasa plasmatica es su alta Km para el sustrato
(Mg-ATP), un pH 6ptimo 4cido (5-6.7) v una relativa insensibilidad a las sales
monovalentes. Los valores de la Km para MgATP de las H'-ATPasas oscilan entre 0.8
y 4.8 mM (Borst-Pawels y Peters, 1981; Hubbard e a/., [985; Bowman y Siayman,
1977).

La H'-ATPasa de la membrana plasmatica de los hongos y levaduras posee una porcién
hidrofébica insertada en la membrana plasmatica y una gran porcidon hidrofilica
citoplasmica (Nakamoto y Slayman, 1989). En N. crassa y S. cerevisiae el polipéptido
atraviesa la membrana plasmatica ocho o diez veces, con pocos residuos expuestos en la
superficie externa. La mayor parte de la cadena polipeptidica se encuentra en el citosol
y contiene varios fragmentos importantes: ¢l extremo amino terminal (formado por [[5
restduos) vy dos asas, una de 130 aminodcidos y otra de 300 residuos (Ghislain e? al.,
1987). Se piensa que el asa de 300 residuos esta involucrada en la union ¢ hidrolisis del
ATP. Este segmento corresponde a la regién mas conservada entre las P-ATPasas.

La topelogia transmembranal predicha para esta enzima es muy similar a la de la
Na/K'-ATPasay la Ca’*-ATPasa; sin embargo, la mayor homologia existente entre las
distintas ATPasas esia confinada al dominio catalitico central citoplasmico (Serrano y
Portillo, 1990).

El gene que codifica a la H*-ATPasa de S, cerevisiae es el PMAI; es esencial para el
crecimiento y se observa un alto grado de similitud en la secuencia de aminoacidos
entre las distintas ATPasas de muchos hongos (Serrano er af., 1986; Monk er ai., 1991;
Hager e al., 1986; Addison, 1986; Miranda et af., 19%5).



1.3.2. La H'-ATPasa-vacuelar

Los estudios bioquimicos de las V-ATPasas se iniciaron con membranas vacuolares de
hongos y plantas, asi como con vesiculas cubiertas de clatrina y otros componentes del
sistema endomembranoso (Sze, 1985; Mellman, 1986; Nelson, 1988, Forgac, 1989;
Stone er al., 1989). Sin embargo, mas tarde se descubrieron las V-ATPasas en las
vesiculas ¥ en la membrana plasmitica del epitelio renal (Gluck, 1992; Gluck et al.,
1692). Esta bomba proténica ha sido descubierta como un residente permanente de la
membrana plasmatica de células fagociticas (Grinstein, et al., 1992) y de piel de sapo
{Harvey, 1992).

Se ha purificado la H'-ATPasa vacuolar de S. cerevisiae (Lichko y Okorokov, 1985;
Uchida ef al,, 1988a; Kane et al., 1989), N. crassa (Bowman y Bowman, 1988) v
plantas superiores (Bennet ef al., 1988). Las ATPasas de los sistemas vacuo-lisosomales
estidn altamente conservadas estructural y funcionaimente en su composicion de
subunidades, especificidad de susirato vy sensibilidad a varios inhibidores (Al-Awqati,
1686; Schaneider, 1987, Anraku et al., [992a; Sze ef al., 1992). Esta enzima se presenta
como un complejo multimérico que comprende al menos 9 subunidades en las céluias
animales, vegetales v fiingicas (Bowman et al., 1985; Mandara y Taiz, 1985). Cada una
de las subunidades de diferentes fuentes muestra un alto grado de homologia (50-80%)
en la secuencia primaria de aminodcidos (Anraku et al., 1992 a, b; Stevens, 1992).
Debido a estas similitudes en estruciura vy funcién, se clasifican como H'-ATPasas tipo
V, las cuales son distinias de las de otras clases de ATPasas de protones, como las de
tipo FoF de las mitocondrias, bacterias y cloraplastos, o las de tipo P en la membrana
plasmatica v reticulo endoplasmico.

Las V-ATPasas son complejos multiméricos con un dominio citopldsmico V, y otro
dominio Vy unido a membrana, de forma analoga a los dominios F, vy Fy de las F-
ATPasas (Nelson, 1992 a; Gluck et al., 1992). E1 ATP citoplasmico es hidrolizado en ef
dominio V,, forzando a los protones desde el citoplasma a través del dominio Vy que
cruza fa membrana. El largo dominio hidrofilico V| protruye como una particula hacia
el citopiasma tanto de la membrana plasmatica como de la vacuola.

La porcion V, de la V-ATPasa de levaduras contiene polipéptidos de 100, 36, 17 y 16
Kd vy en el sector V, se encuentran polipéptidos de 69, 60, 54, 42, 32 y 27 Kd (Kane ¥
Stevens, 1992).

La Tabla 3 muestra el porcentaje de actividad de las distintas H'-ATPasas frente
algunos de los inhibidores utilizados con mas frecuencia.
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Tabla 3. Efecto de inhibidores sobre la actividad de las H'-ATPasas vacuolar,
mitocondrial y de membrana plasmidtica

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD

INHIBIDOR VACUOLAR MITOCONDRIA l MEMBRANA PLASMATICA J
Ninguno 100 100 100
Vanadaso 93 101 11
Diciclohexilearbodiimida 21 27 08
Oligomilcina 65 18 15
Azida 102 23 o0
Cloruro de cobre 18 103 DESCONOCIDU

{Schwencke, 1991)

1.4. METODOS UTILIZADOS PARA LA MEDICION DE pH

Existen diversas técnicas para llevar a cabo la medicidon del pH interno. El mas
comuinmente utilizado consiste en la medicién de la distribucion de bases débiles
permeantes que se acutnulan en compartimentos acidos. En organelos aislados la
acurmulacién puede medirse espectrofotométricamente o fluorométricamente con
colorantes indicadores o con el uso de compuestos marcados radiactivamente.
Recientemente, se han desarrollado elegantes técnicas inmunocitoquimicas para la
identificacion morfologica de compartimentos acidos en células. También se puede
emplear la resonancia magnética nuclear de ip {Kotyk y Slavik, 1989).

1.4.1. Uso de la fluorescencia para la medicién de pH

El uso de Jas técnicas de fluorescencia se ha extendido tanto en las arcas de la biologia
como de la medicina, debido bésicamente a su alta sensibilidad y al avance de las
técnicas de fluorometria, que han abierto nuevos horizontes en la investigacion
biologica (Kotyk y Slavik, 1989).

Mediante la fluorescencia se pueden estudiar las células in vitro ¢ in vive, Las
mediciones no son destructivas y practicamente no invasivas, pues s utilizan muy bajas
conceniraciones de indicadores no toxices. Esto es posible gracias 2 la alta sensibilidad
de las técnicas fluorescentes, las cuales pueden trabajar con concentraciones de
colorante tan pequefias como 10" y 10" M, mientras que la espectrofotometria de
absarcion requiere 10 M y la espectroscopia de resonancia paramagnética del electron
(EPR) requiere al menos 10° M (Kotyk y Slavik, 1989).

Las imagenes de fluorescencia pueden proveer una gran cantidad de informacién como
¢l mapeo in vivo del pH 6 del Ca” intracelular. A su vez, la integracion de las técnicas
de fluorescencia con Sistemas de video ha hecho posible obtener més informacion a
través de fotografias impresas, imagenes en video o digitales (Kotyk v Slavik, 1989).
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La fluorescencia presenta ventajas sobre la espectrometria de absorcion debido a que
tiene mayor sensibilidad y provee dos espectros, el de emision y el de excitacion, en
fugar de uno solo, que son Wiles como criterio para la identificacién de los compuestos.
En ciertos casos, debido a que algunos factores modifican el rendimiento cuantico de la
fluorescencia, la cuantificacién por fluorometria requiere de estandarizacién (Slavik,
1994).

1.4.2. La piranina como indicador de pH

La piranina (8-hidroxi-1,3,6-pirenotrisulfonato) (Figura 3) es una molécula fluorescente
derivada del pireno, altamente cargada ¢ impermeante a través de las membranas
biplogicas. Ha sido utilizada como indicador del pH intravesicular en vesiculas
unilamelares para intervalos de pH entre 6 y 8.5 (pKa = 7.2) (Clement v Gould, 1981;
Kano and Fendler, 1978).

Puesto que los tres grupos sulfonato de la piranina se encuentran completamente
ionizados a través de todo el intervalo de pH desde 4 hasta 10, las superficies cargadas
negativamente repelen al colorante, en cambio, es atraido hacia las cargas positivas.

La piranina fluoresce en sus formas trianiénica y tetraionica las cuales son excitadas a
una longitud de onda diferente gracias a lo cual cada una de las formas dcido-base
mencionadas puede ser cuantificada por separado. Con la cuantificacién anterior y el
pKa de ia piranina es posible calcular el pH del compartimento que contenga dicho
colorante.

Ambas formas de la piranina presentan la misma forma del espectro de emision de la
fluorescencia, con un maximo a 510 mn. En cambio, el espectro de excitacion es
dependiente del pH con un miximo de fluorescencia a 400 nm (atribuido a la forma
trianionica) y a 450 nm (atribuido a 1a forma tetraionica) en el intervalo de pH de 4 a 10
(Fig. 3) (Slavik, 1994).

La observacion de que la piranina se introduce a la vacuola fue realizada por Calahorra
et al., (1998) durante los experimenios encaminados a la utilizacion de este colorante
como indicador fluorescente del pH citoplasmico en S. cerevisige. Esta importante
observacion, aunada al interés de conocer mas acerca de los mecanismos subyacentes a
la regulacion del pH interne de la levadura, llevé al disefio del presente trabajo.

1.4.3. La cuanfificacion del pH vacuolar

El estudio del pH vacuolar es de gran interés, ya que se supone que la vacuoia puede
tener un papel imporiante en la regulacion del pH interno de la célula. Se han realizado
estudios en los cuales la inhibicién de la actividad de Ja H'-ATPasa vacuolar o
lisesomal provoca cambios notables en el pH citopldsmico, como en ¢l caso de los
hepatocitos (Wadsworth v van Rossum, 1994). La cuantificacion del pH vacuolar se ha
llevado a cabo mediante la utilizacion de diversas técnicas (Tabla 4), y en general se
sabe que el pH vacuolar es menor al pH citopidsmico pero que, a su vez, el pH vacuolar
es mayor al pH lisosomal.
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Tablu 4. Técnicas utilizadas para la medicion del plf vacuolar y lisosomal

TECNICA ORGANISMO pH YACUGLAR REFERENCIA
“N-NMR N. crassa 6.1 Legerton e al., 1983
6-CFDA 8. cerevisiae 6.2 Preston er al., 1989
6-CFDA S. cerevisiae 6.05 Abe y Hovikoshi, 1993

P LISOSOMAL
[sotiocianalo de Raton (macréfagos) 4.7 Ohkuma y Poole, 1973
fluoresceina
“PNMR Catharanius roseus 55 Mathieu ef al., 1989

L5, INTERES PARTICULAR DE ESTE TRABAJO

Estamos interesados en comparar la respuesta del pH vacuolar y citopldsmico a la
adicion de glucosa y KCI. Investigaciones anteriores (Pefia er @/, 1995, Calahorra ef al.,
1998) han demostrado que la piranina es sensible a los cambios que presenta el pH
citopldsmico tras la adicién de glucosa y K', gracias a lo cual ha sido posible llevar a
cabo estudios acerca del transporte de iones monovalentes a través de la membrana
plasmética de S. cerevisiae.

Por otra parte, se sabe que la vacuola es un compartimento 4cide gracias a la actividad
de la H'-ATPasa vacuolar (Rowman er al., 1992; Anraku ef al., 1992 a vy b). Sila
piranina presenta la cualidad de concentrarse selectivamente ya sea en citoplasma o en
la vacuola es posible conocer, con la ayuda de esta técnica, la relacion que existe entre
estos dos compartimentos y su respective movimiento de protones, Falta aun mucho por
conocer, sobre todo con respecto a la regulacion concertada que se espera exista entre el
pH citoplasmico, el pH vacuolar y el metabolismo celular.

1.5.1. Antecedentes inmediatos

Se sabe que la H™-ATPasa plasmdtica es capaz de bombear los protones del interior de
la Jevadura al exterior, mismos que pueden producirse por el metabolismo energético; es
decir, la glucédlisis y la respiracién (Sanders y Slayman, 1982 Goffeau y Slayman,
1981). También se sabe que la membrana vacuolar contiene una H'-ATPasa encargada
de bombear protones al interior de este organelo y producir el pH 4cido que la
caracteriza (Anraku er af., 1989) (Fig, 2).

Por otra parte, se sabe que la membrana de la vacuola contiene antiportadores acoplados
a proton que llevan a cabo el transporte de aminoacidos e iones de calcio (Klionsky et
al., 1990) {Fig. 2). La vacuola es un organelo de almacenamiento de iones potasio
(Okorokov ef af, 1980). El tonoplasto de las vacuolas vegetales presenta un
intercambiador Na*/H™ (Mathieu et al., 1989) y recientemente se cloné y secuencié un
gen responsable de un intercambio H'/cation monovalente, cuya localizacion fue
propuesta en compartimentos prevacuolares (Nass y Rao, 1998) y en la mitocondria de
S. cerevisiae (Numata ef al., [998).



1.5.2. Hipotesis

Se espera que la adicion de la glucosa a la levadura provoque la disminucidn del pH
vacuolar gracias a la entrada de los protones que, producidos por ¢l metabolismo de
dicho sustrato, son bombeados al interior de la vacuola a través de la H'-ATPasa
vacuolar.

Por otra parte, se espera que la adicion de K a las levaduras provoque la alcalinizacion
de la vacuola, debido a la entrada de dicho ion 2 este organelo a través de un probable
antiportador acoplado con protén presente en la membrana vacuolar,

1.5.3. Objetivos

1.5.3.1 Objetivo general

Medir el pH vacuolar y el citopldsmico y sus cambios en 5. cerevisiae ante la adicion de
glucosay K” a la levadura.

1.5.3.2. Objetivos particulares

Definir 1as condiciones bajo las cuales la piranina se concentra en el citoplasma o en la
vacuola con el fin de llevar a cabo la medicion del pH citoplasmico y vacuolar en la
levadura.

Caracterizar el espectro de la piranina concentrada en el interior de la vacuola o en
citoplasma y la linealidad de la técnica fluorométrica.

Describir la respuesta del pH vacuolar de S, cerevisige a la adicién de glucosa y KCl y
compararlo con la respuesta del pH citoplismico en las mismas condiciones.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepa ¥ condiciones de cultivo

Las células se obtuvieron de una colonia aislada de la levadura comercial (La Azteca,
SA) y se cultivaron en 560 ml de medio YPD (glucosa 2%, extracto de levadura {%,
bactopeptona 1%). Las levaduras se crecieron durante 24 h a 30°C. Se colectaron por
centrifugacidn y se lavaron con agua destilada también por centrifugacion. Se
resuspendieron en 250 ml de agua destilada y se agitaron durante 14 h a 30 °C, al cabo
de las cuales las células se colectaron y se lavaron nuevamente. Finalmente, se
resuspendieron en agua en una relacion de 0.5 g de levaduras por mi y se almacenaron
en hielo hasta ser utilizadas el mismo dia. Las células fueron utilizadas inciusive 24 h
después de esta 1iltima resuspensién sin que se observaran cambios en los resultados.

2,2, Electroporacién

La electroporacion se [levé a cabo como se reportd previamente por Pefia er al. (1995).
Se utilizd un electroporador BioRad Gene Pulser. Se colocd la suspension de tevaduras
{0.7 mb) y 20 pl de piranina 100 mM en una celda de electroporacidén de 3 mm de
espacio entre las placas de aluminio. Se sometieron a un pulso de 1500V, 23 uF y 200
€2 con uha duracidn de aproximadamente 3 mS. Las células se transfivieron a un tubo
Eppendorf de 1.5 ml y se centrifugaron y lavaron tres veces con agua destilada en una
Microfuga Beckman por 10 seg. Finalmente, las levaduras se resuspendieron en la
relacion original de 0.5 g por ml de agua, se mantuvieron en hielo y se utilizaron para
los experimentos correspondientes.

2.3, Tratamiento de las levaduras previo a [a medida del pH citoplasmico

E! pH citoplasmico se midid en levaduras sometidas a los siguientes tratamientos:
a) Ayunadas (Fig. 4).

by Levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM y [avadas (Fig. 5).

¢) Levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM y KCl 2.5 mM vy lavadas (Fig. 5).

En el caso de las levaduras ayunadas (inciso a), la piranina se introdujo por
electroporacion inmediatamente después de terminado el periodo de ayuno tal y como
se describe en el punto 2.2 v se muestra en Ia Fig. 4. Finalmente, se resuspendieton las
levaduras y se midid la fluorescencia (apartados 2.5b y 2.6).

En ¢l caso de las [evaduras mencionadas en los incisos b y ¢, las células ayunadas se
incubaron en las condiciones descritas en el apartado 2.5a. Posteriormente, las levaduras
se colectaron por centrifugacion con el fin de eliminar del medio de incubacion el o los
sustratos restantes (Fig. 5).




Células de 24 h en YPD

¥

Ayunode 14 h
4 Locallizacion
Electroporacion |msp» chtoplbsmica

2

Incubacion con sustratos

&@@@%Z@]@ﬁ@ﬁﬂ

vacuoelar

Figura 4. Técnica llevada a cabo para internalizar a la piranina al interior del
citoplasma ( inmediatamente después de concluido el ayuno), o al interior de la
vacuola. La lectura de pH interno se realiza sin previo lavado de las levaduras.
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En todos los casos, dicha cemtrifugacion se realizdé en una microfuga Beckman y
consistio en tres series de centrifugacién a 12,000 rpm durante 10 seg cada una,
seguidas de la eliminacién del sobrenadante v la adicidn de apua destilada para
resuspender las levaduras. A este secuencia de centrifugacidn-resuspension de las
levaduras se le denomina “lavado”. En el caso de las levaduras de los incisos b y ¢, se
prosigue con la técnica seglin los apartados 2.2, 2.5b y 2.6.

2.4. La medida del pH vacuolar.

El pH vacuoiar se midio en levaduras tratadas como se describe a continuacion:
a) Levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM v no lavadas (Fig. 4).

b) Levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM vy lavadas (Fig. 5).

c) Levaduras incubadas con glucosa y KC1 2.5 mM vy lavadas (Fig.5).

Tat y como se menciond anteriormente, la entrada de la piranina a la vacuola requiere
de la incubacién de las levaduras electroporadas en presencia de glucosa sola o con
KCl, por lo que la preparaciéon de las levaduras inicia con la electroporacion de las
levaduras ayunadas tal y como se describe en los apartados 2.1 y 2.2, En el caso del
inciso a, las levaduras electroporadas se incuban tal y como se describe en el apartado
2.5a y se cuantifica el pH vacuolar inmediatamente después de a incubacidn sin Hevar a
cabo ningin procedimiento de lavado (Fig. 4).

En el caso de las levaduras mencionadas en los incisos b y c, éstas son incubadas en fas
condiciones que se describen en el apartado 2.5a y posteriormente son lavadas tal v
como se describe en el apartado 2.3 y se presenta en la Fig. 5. Finalmente, las levaduras
son resuspendidas y utilizadas para 1a medicién del pH vacuolar {apartados 2.5b y 2.6).

Unicamente en un caso se realiza la incubacion de las levaduras con glucosa 10 y 20
mM; estas levaduras se preparan en las mismas condiciones que las levaduras incubadas
con glucosa 2.5 mM y lavadas (inciso b) con la Unica diferencia que se incrementa la
concentracidn de glucosa.

2.5. Medio de incubacion de las levaduras
a) Incubacion de las levaduras previa a la medicion del pH

Se utilizaron 50 ul de la suspension de levaduras al 0.5g/m! con amottiguador MES
(Acido 2-[N-morfolino}-etanosulfonico) 10 mM ajustado a pH 6.0 con trictanclamina
(TEA) en presencia de glucosa 2.5, 10 o 20 mM con o sin KCl 2.5 mM, segin el
experimento correspondiente, a un volumen final de 2.0 ml. El tiempo de incubacion
fue de 1h a 30 °C y en agitacion continua.

b) Incubacion de levaduras en la celda del fluorémetro durante 1a obtencion de log
trazos de pH

Se incubaron 50 ul de levaduras al 0.5 g/ml en 2 m! de MES-TEA 10 mM a pH 6 o pH
8 o 4cido tartarico 10 mM a pH 4, segin el experimento costespondiente, a 30 °C y con
agitador magnético. Se adiciond glucosa 10 mM y KCl 10 mM segiin se muestra en
cada trazo de pH, siendo ef tiempo de duracién de los mismos de 950-1000 seg.




Células de 24 h en YPD
|
Ayuno de 14 h

PH vacuolar PH citoplasmico
Electroporacion - l Incubacion
[ |
Incubacion ’

Tres veces

Trazo de pH > N Electroporacion

|
Trazo de pH

Figura 5. Proceso de preparacion de levaduras con piranina en vacuola o en citoplasma
y sometidas a incubacion y lavado.

81
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2.6. Medida de la fluorescencia y cdlculo del pH interno.

Los valores de fluorescencia que se obtienen directamente de la incubacion de las
levaduras corresponden a la forma bésica de 1a piranina para lo cual los cambios de
fluorescencia de la piranina se siguieron a una longitud de onda de 460 nm de
excitacion y de 520 nm de emision con una rendija de 4 nm (para ambas longitudes de
onda) en un esgectmﬂuorémtm DMX-1000 equipado con una camara con temperatura
reguiada & 30 °C y un agitador magnético, conectado a un sistema de adquisicién de
datos (SLM Instruments; Urbana, IL, USA).

La aplicacion de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch (ecuacién 1) requiere del
célculo previo de los valores de fluorescencia correspondientes a las formas protonada o
dcida y de la forma disociada o bdsica de la piranina. El valor de fluorescencia de la
forma basica es la que se obtiene directamente del fluorémetro con el uso de las
longitudes de onda de 460 nm de excitacién y 520 nm de emision.

pH = pKa + log base/acido............oevvvvannnnn. ecuacion 1

Por su parte, el calculo de la fluorescencia de la forma acida se basa en el siguiente
razonamiento:

A) La fluorescencia de la forma 4cida serd la fluorescencia resultante de sustraer a la
fluorescencia interna el valor de fluorescencia de la forma bdsica, tanto en el caso de
que la piranina se encuentre jocalizada en el citoplasma o en la vacuola.

B) La fluorescencia interna se calcula a partir de la fluorescencia total restando la
fluorescencia externa.

Por lo tanto, para el caleulo de la fluorescencia de la forma acida se necesitan los
valores de fluorescencia siguientes:

a) Fluorescencia total

b) Fluorescencia externa

¢) Flyorescencia interna

d) Fluorescencia de 12 forma bésica

La forma de obtener los valores de fluorescencia arriba citados es la siguiente:
a) Fluorescencia total

Consiste en medir en primer lugar lz fluorescencia de la forma basica de la piranina
existente tanto en el interior como en el exterior de la levadura; esto se logra tras la
adicion del NH,OH el cual alcaliniza tanto el exterior come el interior de la levadura.

La medicion se lleva a cabo en una preparacion de levaduras como la mencionada en el
apartado 2.5b, a la que se adiciona NHyOH a una concentracion final de 100 mM (Hofer
et al., 1996; Calahorra ef al., 1998).

Sin embargo, es necesario restar a este valor de fluorescencia total una pequefia cantidad
de fluorescencia basal que presenta la forma 4cida de la piranina aiin a la longitud de
onda de excitacién de la forma basica de la piranina (460 nm).




20

Para detectar dicho valor de fluorescencia de la forma dcida de la piranina se adiciona
cido propionico al 265 mM final a una suspensioén de levaduras preparadas tal v como
se describe en el apartado 2.5b. En este caso, el 4cido propionico acidifica tanto el
interior de la levadura como el exterior de la misma.

Finalmente, se le¢ denomina fluorescencia total a Ia diferencia entre ambas
fluorescencias observadas con NH,OH y 4cido propidnico.

b) Fluorescencia externa

El calculo de la fluorescencia externa consiste a su vez en la resta de dos valores de
fluoreseencia:

El primer valor de fluorescencia que s¢ obtiene es la que presenta la forma basica de la
piranina en el exterior de la levadura. Para esto se utiliza el amortiguador MES-TEA a
una concentracién final de 10 mM a pH 8. La medicién coasiste en la adicién de 50 ul
de levaduras a 2 ml del mencionado amortiguador. El primer valor de fluorescencia
obtenido después de Ia adicion de las levaduras a dicho amortiguador corresponde al de
la forma bisica de la piranina en el exterior de la levadura, ya que dicho compuesto es
incapaz de atravesar la membrana plasmatica,

Al valor de fluorescencia anterior es necesario restarle el correspondiente a Ia
fluorescencia de la forma 4cida de la piranina la cval presenta una pequeiia excitacién a
la longitud de onda utilizada. Para llevar a cabo dicha medicién se utiliza un
amortiguador de dcido tartdrico a una concentracion de 10 mM y pH 4. Este compuesto
tampoco atraviesa la membrana plasmatica por lo que la fluorescencia observada
corresporkle a la de la forma dcida de la piranina en el exterior. La medicion se realiza
adicionando 50 ul de levaduras a 2 ml del mencionado amortiguador tal y como se
describe en el apartado 2.5b v se toma el primer valor de fluorescencia obtenido en ¢l
fluorémetro.

Sin embargo, se requiere de Ia aplicacidén de un valor de correccion para el calculo de la
fluorescencia externa o cual debe llevarse a cabo por las razones que a continuacion se
explican:

Como se explico anteriormente, es necesario restar al valor de fluorescencia total,
obtenida con la adicién de NHyOH (pH cercano a 14), ¢l correspondiente a la forma
basica de la piranina presente en el exterior de la levadura. Sin embargo, dicho valor de
fluorescencia externa se obtiene alcalinizando el exterior de la levadura con un
amortiguador a pH 8. El problema que surge con ¢l valor de fluorescencia externa,
obtenido a un pH menor al utilizado en el cdlcuio de la fluorescencia total, es que la
relacion dcido/base de la piranina es diferente en cada caso, por lo que no es posible
Hevar a cabo dicha resta de valotes. Puesto que el pKa de Ia piranina es de 7.2, al valor
de pH del NH,OH pricticamente Ia totalidad de la piranina se encuentra en su forma
basica, mientras que a pH 8 la relacién dcido/base es de 6.31; esto significa que existe
un 13.67% de la forma acida y un $6.33% de la forma alcalina (de acuerdo con la
ecuacién de Henderson-Hasselbach (ec. 1). Dado lo anterior, es necesario convertir el
porcentaje de la forma basica de 86.33% existente a pH 8 al 100% vy esto se logra
multiplicando el primer valor por un factor de 1.16. Después de dicho caiculo ya es
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posible restar ambos valores de fluorescencia y obtener el valor de fluorescencia
extema.

Finalmente, con los valores de fluorescencia de las formas dcidas v basicas de la
piranina y con ¢l valor de pKa de la piranina en la levadura (7.2 segin Kano y Fendler,
1978), es posible aplicar a continuacién la ecuacion de Henderson-Hasselbach (ec. 1).
El valor de pH resultante corresponderé al del compartimento en el que se encuentre ia
piranina en la preparacion de levaduras utilizada en cada caso.

2.7. Observaciones 21 microscopio

Las fotografias de fluorescencia de Ias levaduras se obtuvieron con un microscopio
Nikon Diaphot, con luz UV y a 100X con un objetivo de inmersion en glicerol o a 40X
¢on un objetivo normal.

Las observaciones de la fluorescencia v de los cambios morfoldgicos de una simple
célula se llevaren a cabo de la siguiente forma: las células electroporadas y no
incubadas se fijaron a un portachjetos cubierto con polilisina (Cell-Track, Becton
Dickinson, Bedford, MA), para lo cual las células en el portaobjetos se incubaron
durante 20 min. El portaobjetos con las células unidas a €1 se colocé en una cimara de
perfusion llena ¢on amertiguador (10 mM MES-TEA) a pH 6. A continuacidén se
continué la perfusion, pero esta vez con amortiguador conteniendo giucesa 10 mM.
Para la epi-iluminacioén se¢ utilizo una lampara de mercurio que iluminaba ditectamente
las células a través de un filtro de excitacién de 485-505 nm (XF23, Omega Optical,
Brattleboro, VT). Las imigenes de fluorescencia se obtuvieron con una camara digital
CCD (MCD-1000, SpectraSource Inst., CA), unida a un microscopio. Se utilizé un
disparador electronico (Uniblitz, Vincent Associates, Rochester, NY) para iluminar a las
células solamente durante e] tiempo requerido para iz coleccion de jmagen (0.2-2 seg) v
evitar el fotoblanqueamiento, La exposicion de la cdmara, la operacion del disparador y
la digitilizacin de la imagen se controlaron mediante un software SpectraSource’s
HPC-1 y de una computadora PC/AT 486/66 MHz, la cual almacena las imAgenes en
discos épticos reusables para analisis posteriores con la ayuda de un software de
procesamiento de imagen (Imagen-Pro Plus).

2.8. Microscopia electréonica

Para fa obtencion de Ias fotografias al microscopio electronico, se obtuvieron secciones
celulares de la siguiente forma: las células se fijaron en medio de Karnowski (1965):
glutaraldehido 2%, formaldehido 2% en amortiguador de cacedilato 0.05 M, pH 7.2.
200 ul de 1a mezcla de levaduras suspendidas en amortiguador MES-TEA conteniendo
50 mg de levaduras se mezclaron con 2 ml de amortiguador de fijacion v se
mattuvieron inmdviles duranie 4-5 dias. Posteriormente, las células se centrifiugaron v
lavaron una vez con el mismo amortiguador pero sin los compuestos de fijacién. La
post-filacidn se llevé a cabo con tetroxido de osmio 1% en amortiguador de cacodilato
0.05 M, pH 7.2, Las células se deshidrataron por incubaciones sucesivas de 30 min con
dos cambios de etanol al 30% y dos cambios con etanol absoluto. Las células se
infiltraron colocandolas en cipsulas de gelatina con LR White Resin (London Resin
Co., Berkshire, UK) durante 24 h a 60 °C. Se obtuvieron secciones de aproximadamente
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800 Amstrongs y se colocaron en un plato de vidrio excavado con acetato de uranilo
durante 30 min. Posteriormente, se lavaron con agua y se incubaron en citrato durante
10 min en presencia de perlas de NaOH. Finalmente, las secciones se lavaron con agua
y se observaron en el microscopio electronico,

2.9. Medida del consume de oxigeno

El consumo de oxigeno se determind en un Monitor de Oxigeno Modelo 33, Yellow
Springs Instrument Co; Yellow Springs, Ohio, USA. El Monitor se calibro a cero con
ditionita. A continuacién se adicionaron 300 ul de levaduras al 50% a un amortiguador
de MES-TEA 10 mM, pH 6.0 a un volumen total de 5 ml. Se adicioné glucosa 10 mM
sola o seguida de KC1 10 mM, segin ¢l experimento por realizar.

2.10. Medida del transporte de potasio y protones

La concentracion de potasio y protones se signié con un electrodo catidnico Beckman
(39047). Se adicionaron 200 pl de levaduras a 5 ml de amortiguador MES-TEA 1 mM,
pH 6.0. Se adiciono glucosa 10 mM sola o seguida de KCl 10 mM segan el
experimento.
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3. RESULTADOS

3.1. DISTRIBUCION CELULAR DE LA PIRANINA

La cuantificacion del pH citoplasmico y vacuolar en las levaduras requirié del
desarrollo de una técnica que favoreciera una clara distribucion de la piranina entre los
dos compartimentos de imterés. Mediante la electroporacién de la piranina en las
levaduras crecidas durante 24 h en YPD, ayunadas por 14 h, el colorante se distribuyo
solo en el 4rea citoplasmica. Esta distribucidn, como o muestra la Figura 6, permite
cuantificar el pH citoplismico sin que se detecie ninguna interferencia de la vacuola ya
que el indicador esta en el citoplasma y no en la vacuola.

Puesto que la fluorescencia de la piranina a las longitudes de onda utilizadas aumenta a
pH akalino y disminuye a pH Acido, se quiso comprobar si la ausencia de fluorescencia
en la vacuola se debia en realidad a la falta de piranina en este organelo o 2 un efecto
del pH 4cido vacuolar sobre la fluorescencia del colorante. La Figura 7 muestra la
imagen de levaduras tratadas en las mismas condiciones que las levaduras de Ia Figura 6
pero con la diferencia de haber sido alcalinizadas con hidréxide de amonio el cual se
distribuye a través de toda la levadura. A pesar del alto pH del medio, las vacuoias se
observan sin fluorescencia, lo cual permite conciuir que la piranina se encuentra
exclusivamente concentrada en el citoplasma de estas levaduras.

Un hallazgo importante de nuestro rabajo fue que inmediatamente después de
electroporada la piranina, aparece sélo en el citoplasma. Inclusive, si las células se
mantienen en hielo, el indicador mantiene esta localizacién. Sin embargo, si las células
se incuban con glucosa 10 mM o 2.5 mM, este indicador se internaliza en la vacuola
{Fig. 8), quedando el citoplasma practicamente exento del colorante. Dado lo anterior se
penso que en estas levaduras seria posible cuantificar el pH vacuolar sin la interferencia
de la fluorescencia del indicador presente en el citoplasma.

Inclusive, si las levaduras electroporadas en presencia de piranina se incuban durante 1
hora a 30 °C sin ningln sustrato, el resultado es una distribucién heterogénea de ia
piranina. Esto puede indicar que la internalizacién vacuolar de la piranina se debe a la
existencia de un proceso activo que depende de la presencia de sustratos endoégenos;
pero que ocurre lentamente, La Figura 9 muestra como en muchas Jevaduras la piranina
permanece en citoplasma pero también en parte de la poblacion se introduce a la
vacuola. Esta preparacion, desde luego no es util para cuantificar el pH de la vacuola sin
interferencia del citoplasma. Es entonces indispensable la incubacidn con glucosa para
lograr que Ia piranina se concentre en la vacuola en casi la totalidad de las células de la
levadura,

El proceso de entrada de Ia piranina a la vacuola durante su incubacién con glucosa
puede visualizarse mds claramente en la Figura 10, que es en realidad una seric de
fotografias del proceso de entrada de la piranina desde el citoplasma hasta la vacuola en
una levadura electroporada en presencia de pirarina e incubada 1 h con glucosa 10 mM.
La levadura de la primera fotografia contiene al colorante en el citoplasma y no ha
recibido I2 inyeccidon de glucosa. El espacio ovalado inferior y sin fluorescencia es la
vacuola exenta de piranina. Después de esta primera fotografia la levadura recibio la
inyeccién de ghicosa y a partir de ese momento se fotografia cada 6 min a lo largo de



Figura 6, Imagen de microscopia de fluorescencia de células de S. cerevisiae crecidas 24 h
en YPD, seguidas por 14 h de ayuno y electroporadas con piranina,

Figura 7. Imagen de microscopia de fluorescencia de células de S. cerevisige crecidas 24 h
¢n YPD, seguidas por 14 h de ayuno y electroporadas con piranina. La fotografia se llevé a
cabo en presencia de NH,OH 140 mM.




Figura 8. Imagen de microscopia de fluorescencia de células de . cerevisiae crecidas 24 h

en YPD, seguidas por 14 h de ayuno, electroporadas con piranina ¢ incubadas 1 h con
glucosa 10 mM.

Figura 9. Imagen de microscopia de fluorescencia de células de S. cerevisiae crecidas 24 h
en YPD, seguidas por 14 h de ayuno, electroporadas con piranina e incubadas 1 h sin
glucosa.




una hora de incubacion.

Durante el periodo de 6 a 18 min de incubacién la piranina s¢ encuentra distribuida en
toda 1a levadura; es a patiir de los 24 min que se empieza a visualizar el drea vacuolar
como un Svalo inferior brillante. A pariir de ese momento la piranina se concentra aimn
mas en la vacuola hasta dejar al citoplasma practicamente exento de fluorescencia.

Hasta el momento desconocemos la causa de la aparicién de un punto fluorescente en el
citoplasma ni tampoco sabemos si se trata de algin compartimento acido en la levadura,
pero puede considerarse comw una interferencia menor, dada su pequefia drea en
comparacién con la correspondiente a la vacuola.

Las levaduras electroporadas en presencia de piranina e incubadas con glucosa v KCl
también introducen la piranina a la vacuola, pero en este caso la vacuola presenta una
morfologia diferente a Ia de las vacuolas de levaduras incubadas solamente con glucosa.
La Figura 11 muestra que |a enorme mayoria de estas levaduras han concentrado a la
piranina en su vacuola pero ésta muestra una morfologia mas dispersa y vesiculada.

Con el fin de saber si la presencia de la piranina en la vacuola jugaba algin papel en
este cambio morfolégico vacuolar, se observaron al microscopio electrénico levaduras
tratadas bajo distintas condiciones de incubacién. La Figura 12 muestra una levadura
ayunada y no electroporada. Su vacuola es muy grande y con poca vesiculacién; sin
embargo, si estas levaduras se incuban con glucosa (Fig.13), 1a vacuola disminuye de
tamafio y comienza a vesicularse. El efecto es mas notable ain si la incubacion se
realiza con ghicosa y KC! (Fig. 14), en la cual se observan casi todas las células de
levadura con la vacuola profusamente vesiculada.

Dado que este ultimo experimento se realizd sin electroporar a las levaduras y en
ausencia de la piranina, se concluyd que el fenémeno de vesiculacion vacuolar es
independiente de la presencia de piranina y que éste depende completamente de las
condiciones de incubacion. Sin embargo, no se profundizé mds en el estudio de este
fenbmeno, ya que los objetivos de la presente investigacién se abocaron al estudio dei
pH vacuolar v a la respuesta del mismo a factores que modifican el pH interno de la
levadura.
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Figura 10, Serie de fotografias al microscopio de fluorescencia por epi-iluminacion que
muestra el proceso de entrada de a piranina a una sola célula de levadura, crecida 24 h en
YPD, seguida de 14 h de ayumo y electroporada con piranina. Después de tomada la
primera fotografia se afiade glucosa 10 mM al medio de incubacién,

Figura 11, Imagen de microscopia de fluorescencia de células de S. cerevisiae crecidas 24 h
en YPD, scguidas por 14 h de ayuno, electroporadas con piranina ¢ incubadas 1 h con
glucosa 10 mM y KC1 10 mM.



Figura 12. Foto al microscopio electrénico de una célula de levadura
crecida 24 h en YPD y ayunada 14 h, no electroporada.
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Figura 13. Foto al microscopio elecironico de una célula de levadura
crecida 24 h en YPD, ayunada 14 h, no electroporada e incubada 1 h
con glucosa 10 mM.
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Figura 14. Foto al microscopio electréonico de una célula de levadura
crecida 24 h en YPD y ayunada 14 h, no electroporada e incubada 1 h
con glucosa 10 mM y KCl 10 mM.
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3.2. LA FLUORESCENCIA DE LA PIRANINA
3.2.1. Curvas de concentracion contra fluorescencia

Con ¢l objeto de definir la confiabilidad de la cuantificacién del pH intemo de la
levadura a través de la fluorescencia de la piranina, fue necesario realizar algunas
pruebas sobre la linealidad de la fluorescencia asi como de las caracteristicas
espectroscépicas del colorante,

El valor de fluorescencia total es muy importante ya que a partir de éste se calculan los
otros valeres de fluorescencia que son necesarios para el cdlculo de pH. Por ello se
realizaron curvas de fluorescencia total vs microlitros de la suspension de levaduras con
piranina en el citoplasma (Fig.15) o en vacuola (Fig.16).

Ambas figuras muestran una linealidad razonable de la curva en el intervalo de 5 hasta
70 microlitros; se indica con una flecha el valor de fluorescencia total que se obtiene
con los 50 microlitros de la suspensidn celular que se utilizd en las mediciones
regulares.

Es interesante hacer notar que la fluorescencia total es mayor en las preparaciones de
levaduras que contienen a la piranina en el citoplasma (79,795 unidades); las
preparaciones de levaduras con piranina en vacuola presentaron un valor de
fluorescencia total inferior (21,512 unidades), probablemente porque la cenirifugacion
posterior a la incubacion de las levaduras elimind buena parte de la piranina que se
encontraba inicialments en el medio externo.

Ademas, las curvas de pH citopldsmico v vacuolar vs microlitros de suspension de
levaduras mostraron pricticamente ¢l mismo valor desde 5 hasta 70 microlitros de
levaduras en ambos casos (Figs. 17 y 18). Es importante hacer notar que el pH
citoplasmico es de 6.0 (Fig.17), mientras que el pH vacuolar es de 6.6 (Fig.18), ya que
las levaduras utilizadas para la medicién del pH vacuolar fueron centrifugadas después
de su incubacion con glucosa, fo cual provoca la alcalinizacion vacuolar. Lo anterior se
debe a que la centrifugacion y lavado de las levaduras provoca la eliminacién del CO:y
del HxCO; externo a 1a levadura, fenomeno que a su vez provoca la alcalinizacion del
citoplasma y de la vacuola como efecto de la salida del CO; interno de la levadura; la
explicacion de dicho mecanismo sera ampliado en ¢l apartado de Resultados (Fig. 26).
En el caso de 1a curva de pH citoplasmico se utilizaron levaduras ayunadas, a las cuales
no se ha afiadido glucosa y como se vera en resultados posteriores, las levaduras
ayunadas presentan un pH mds acido (6.0} que las levaduras a las que se les ha afiadido
glucosa (6.6).

El pH citoplasmico que se obtiene en el intervalo de 5 a 70 pl de levaduras
electroporadas es ¢l mismo en cada caso (Fig. 17) ¥ lo mismo sucede con el valor de
pH vacuolar (Fig. 18), es decir, la determinacion del pH citoplasmico y vacuolar se
realizé dentro de un intervalo lineal de fluorescencia.
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Fig. 15. Curva de fluorescencia total de piranina en citoplasma. Las
levaduras ayunadas, seglin el apartado 2.1, se electroporan segin se
describe en ¢l apartado 2.2 de Materiales y Métodos. Se toman aticuotas
de distinto volumen de la suspension de levaduras al 0.5 g/mi (5,10, 20,
30, 40, 50, 60 y 70 pl) y se adicionen a la celda del fluorometro, la cual
contiene 2 ml de amortignador MES-TEA 10 mM a pH 6.
Posteriormente se adiciona NH,OH 100 mM v se toma la lectura de
fluorescecia a las longitudes de onda de 460-520 nm de excitacién y
emisién respectivamente para cada una de las diluciones de levaduras
mencionadas y en las condiciones descritas en el apartado 2.6 de
Materiales y Métodos, La flecha indica el valor de fluorescencia
obtenido con 50 pl de la suspension de levaduras, volumen
conminmente utilizado para la elaboraciéon de los trazos de pH
citoplasmico y vacuolar.
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Fig, 16. Curva de fluorescencia total de piranina en vacuola. Las levaduras
ayunadas segin el apartado 2.1, se electroporan con piranina segin se describe
en el apartado 2.2 de Materiales y Méiodos. Posteriormente se incuban con
glucosa 2.5 mM segiin se describe en el apartado 2.3b. Se toman alicuotas de
distinte velumen (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 ul) de la suspension de
levaduras al 0.5 g/ml y se adicionan a la celda del fluorémetra, ta cual contiene
2 mi de amortigvador MES-TEA 10 mM pH 6. Posteriormente se adiciona
NH,CH 100 mM y se toma la lectura de fluorescencia segin se describe en al
apartado 2.6 de Materiales y Métodos. La flecha indica el valor de
fluorescencia obtenido con 50 ul de la suspensién de levaduras, volumen
comunmente utilizado para la elaboraci6n de los trazos de pH citopldsmico y
vacuolar.
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Fig. 17. Curva de pH citopldsmico vs volumen de fevaduras electroporadas
con piranina 100 mM. La técnica de preparacion de levaduras se realizé como
se describe en laFig. 15, con la diferencia de que en este caso se leva a cabo el
calculo final del pH citoplasmico, tal y como se describe en el apartado 2.6 de
Materiales y Métodos.
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Fig. 18. Curva de pH vacuolar vs volumen de levaduras incubadas | h con
glucosa 2.5 mM y lavadas. La técnica de preparacion de levaduras se realizd
tal y como se describe en la Fig. 16. Con la diferencia de que en este caso se
lleva a cabo el calculo final de pH vacuolar, como se decribe en el apartado 2.6
de Materiales y Métodos.
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3.2.2. Espectros de la piranina

También se obtuvieron los espectros de emision y excitacion en medio acido v alcalino
de la piranina libre o contenida en la vacuola o el citoplasma de las levaduras. La Figura
19 muestra los tres espectros de excitacién y emisién en medio 4cido de la piranina libre
o dentro del citoplasma y la vacuola.

Dos de los tres espectros de excitacion muestran un pico de fluorescencia maxima en
una longitud de onda de 406 nm (piranina en la vacuola o el citoplasma) mientras que el
de la piranina libre es de 404 nm. Estos resultados concuerdan con lo esperado (Fig. 3)
en el sentido de que la piranina presenta una longitud de maxima fluorescencia de
excitacién en medio Acido muy cercano al esperado segiin lo reportado en la bibliografia
(400 nm) (Slavik, 1994), Dada la cercania de los valores de longitud de onda de maxima
fluorescencia entre los tres espectros, éstos pueden considerarse practicamente iguales y
se concluye que la piranina se estd comportando practicamente de la misma manera en
estado libre o contenida en el citoplasma o lz vacuola. En el caso del espectro de
emision en medio icido, se observa que es idéntico en los tres casos y que presentan una
longitud de onda de maxima fluorescencia de 513 nm.

En el caso de los espectros de excitacidn en medio alcalino, la longitud de onda de
maxima excitacion de la fluorescencia para la piranina pura o dentro de la levadura es
exactamente el mismo en los tres casos (468 nm).

En los espectros de emision en medio alcalino (Fig. 20), se observa que los espectros
correspondientes a la piranina contenida en ¢l citoplasma o la vacuola presentan una
longitud de onda de méxima fluorescencia en 513 nm; este valor es muy cercano al de la
piranina libre cuya longitud de méxima fluorescencia es 511 nm. Esta minima
diferencia en los valores de longitud de onda cae dentro del error estadistico de la
determinacion, ya que el trazo del espectro se realizd cada 2 nm, por lo que dichos datos
se consideran practicamente iguales.

Los especitos de la piranina confirman que las propiedades fluorescentes de dicho
colorante son pricticamente iguales para ¢l caso en que la piranina se encuentre libre o
en el interior del citoplasma o de la vacuola de la levadura.
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Fig. 19. Espectro de excitacién y emisién en #cido de piranina libre, en
citoplasma y vacuola. La realizacién de los espectros de la piranina en forma
libre ¥ contenida en citoplasma o vacuola se lleva a cabo de la siguiente manera:
a) Piranina libre: Se wtiliza una solucidén de piranina al 2.5 pM. b) Piranina en
citoplasma; Se utilizan levaduras ayunadas y electroporadas de acuerdo a los
apartados 2.1 y 2.2 de Materiales y Métodos. ¢) Piranina en vacuola: Se utilizan
levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM tal ¥ como se describe en el apartado
2.4 b de Matertales y Métodos. La medicién de la fluorescencia se lleva a cabo en
el medio de incubacién descrito en el apartado 2.5b y en presencia de Acido
propidnico 265 mM. El espectro de excitacion se realiza en el intervalo de 300-
500 nm con una longitud de onda de emisién de 520 am. El espectro de emision
se realiza en un intervalo de 480-600 nm con una longitud de onda de excitacién
de 400 nm.
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Fig. 20. Espectro de excifacion y emision en dlcali de piramina libre, en
citoplasma y vacuola. La realizacion de los espectros de la piranina en forma
libre y contenida en citoplasma o vacuola se lleva a cabo de la siguiente manera:
a) Piranina libre: Se utiliza una solucion de piranina al 2.5 pM. b) Piranina en
citoplasma: Se utilizan levaduras ayunadas y electroporadas de acuerdo a los
apartados 2.1 y 2.2 de Materiales y Métodos. c) Piranina en vacuola: Se utilizan
levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM tal y como se describe en el apartado
2.4 b de Materiales y Métodos. La medicion de la fluorescencia se lleva a cabo en
¢l medio de incubacidén descrito en el apartado 2.5b y en presencia de hidroxido
de amonio 100 mM. El espectro de excitacidn se realiza en el intervalo de 300-
500 nm con una longitud de onda de emisién de 520 nm. El espectro de emision
se realiza en un intervalo de 430-600 nm con una longitud de onda de excitacion
de 460 nm.



39

3.3. VALORES Y CAMBIOS DEL pH CITOPLASMICO Y VACUOLAR

3.3.1. pH vacuolar de levaduras incubadas con glucosa

De acuerdo con la hipdtesis del presente trabajo, la adicién de glucosa a las levaduras
provocaria la disminucion del pH vacuolar gracias a la actividad de la H-ATPasa vacuolar
enzima encargada de bombear protones al interior de la vacuola (Anraku et al., 1989). Sin
embargo, los resultados obtenidos muestran que la adicion de glucosa a las levaduras
incubadas 1 k con glucosa y NO lavadas provoca una minima respuesta del pH vacuolar
(0.09 unidades de pH) (Fig. 21).

La concentracion de glucesa utilizada durante la incubacién de dichas levaduras es muy
pequefia (2.5 mM), por lo que suponemos al final de la incubacién la concentracién de
glucosa es minima. S. cerevisige ¢s una levadura anaerobia facultativa por lo que es capaz
de metabolizar la glucosa a través de la fermentacion o la respiracion. La velocidad de
ambas vias metabdlicas es muy alta por lo que la glucosa utilizada en Ia incubacién debe
agotarse rapidamente (Gancedo y Serrano, 1989).

La baja respuesta del pH vacuolar tras la adicion de glucosa, mostré que ain cuando as
levaduras contienen una baja concentracién de este sustrato, la sola adicion de glucosa no es
suficiente para lograr la acidificacién vacuolar (Fig. 21). Ademds de lo anterior, ¢l pH
vacuolar inicial es més alto de lo que se esperaba (6.3) ya que la vacuola es un organelo que
se caracteriza por su acidez. En el caso de S. cerevisige se han reportado valores de pH
vacuolar de 6.05 y 6.2 (Abe y Hovikoshi, 1995; Preston ez al., 1989) (ver Tabla 4).

En vista de lo anterior se decidié cuantificar la acidez vacuolar en levaduras incubadas con
una mayor conceniracion de glucosa (10 y 20 mM) supomiendo que la acidificacién
vacuolar es un proceso mas lento que el del citoplasma y por lo tanto requiere de un mayor
tiempo de incubacién o de una mayor concentracion de glucosa. Sin embargo, se observé
que tanto el pH vacuolar como la respuesta del mismo a la adicion de glucosa 10 y 20 mM
{Fig. 22) es practicamente la misma en ambas preparaciones. Se concluyd que en este tipo
de preparaciones no es posible observar una respuesta significativa del pH vacuolar a la
incubacién o adicion de glucosa.

3.3.2. pH citoplismico de levaduras incubadas cen glucosa

Con el fin de conocer el comportamiento del pH citopldsmico en estas mismas levaduras
incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM, se disefi¢ el esquema presentado en la Fig. 5. Dicho
esquema consiste en incubar a las levaduras con glucosa y posteriormente electroporarlas
con piranina. Este tratamiento asegura que la piranina se concentre unicamente en el
citoptasma sin embargo, son levaduras incubadas de la misma forma que las levaduras en
las que se mide el pH vacuolar, por o que la respuesta del pH de ambas preparaciones es
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Fig. 21. pH vacuolar de levaduras incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM y no
lavadas. Las levaduras se preparan de acuerdo a los apartados 2.1, 2.2 y 2.4a de
Materiales y Métodos. La medicién de fluorescencia v el cdlculo de pH se llevan a
cabo de acuerdo a los apartados 2.5b y 2.6. Las adiciones de glucosa 10 mM y KCl
10 mM se llevan a cabo a los 390 y 600 seg. respectivamente.
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Fig. 22. pH vacuelar de levaduras incubadas 1 h con glucesa 2.5, 10 y 20 mM y
lavadas. Las levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM se preparan de acuerdo a los
apartados 2.1, 2.2 y 2.4b de Materiales y Métodos. L.a preparacion de las levaduras
incubadas con glucosa 10 y 20 mM varia finicamente en la concentracién de la
glucosa utilizada en la incubacidn. Posteriormente, se lleva a cabo la incubacién de
las levaduras en la celda del fluorémetro, Ja medicion de la fluorescencia y el cdlculo
de pH tal y como se describe en los apartados 2.5b y 2.6 de Materiales y Métodos.
Las adiciones de glucosa 10 mM se llevan a cabo a los 350 seg.; la adicién de KC1 10
mM se realiza a los 650, 700 o 750 seg. segiin muestra cada trazo.
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comparable.

Finalmente, las levaduras se someten a ur proceso de lavado con el fin de eliminar el
exceso de piranina; la estandarizacion del método incluye tres lavados con agua destilada.
Sin embargo, la investigacién tomd otro cauce al observar las consecuencias del lavado de
las levaduras sobre el pH interno de la misma y sobre su respuesta a la adicion de glucosa.

Una de las caracteristicas mas sobresalientes del trazo de la Fig, 23 es el proceso de
alcalinizacién citoplasmica. A diferencia de lo que se observa en las levaduras ayunadas
(Fig. 25) en las cuales ¢l incremento del pH citoplasmico se da en respuesta a la adicién de
glucosa, las levaduras incubadas con este mismo sustrato y lavadas muestran un proceso
inicial de alcalinizacion (Fig. 23); el pH inicial (6.22) se incrementa en 0.33 unidades en
los primeros 100 seg. de incubacidn.

En laFig. 24 se observa el incremento en el consumo de oxigeno que provoca la adicion de
glucosa a las levaduras ayunadas; este fenémeno coincide con el incremente del pH
citopldsmico de estas mismas levaduras (Fig. 25} el cual responde a la actividad de la H*-
ATPasa plasmatica (Calahorra et o!f., 1998). Las levaduras ayunadas consumieron, en 350
seg. de incubacion, 25% del oxigeno inicialmente disueito en el medio (Fig. 24); el pulso de
glucosa a estas mismas levaduras aumento claramente la tasa de consumo de oxigeno,
dejando menos del 10% de oxigeno en el medio a los 350 seg. de incubacién. En términos
de velocidad de consumo, las levaduras ayunadas consumieron 0.4 natomos O/mg. min. en
comparacion con las levaduras que recibieron glucosa cuyo consumo fue de 4 nitomos
0,/mg. min.

En el caso de las levaduras incubadas y lavadas (Fig. 23), al principio se considers que la
alcalinizacién inicial podria responder a la actividad de la H'-ATPasa plasmatica, sin
embargo, existen varias caracteristicas del trazo que muestran que la actividad de esta
enzima es muy baja por lo que dicha alcalinizacion citoplasmica debe responder,
mayoritariamente, a 1a participacién de otro fendmeno.

3.3.3. La H'-ATPasa plasmitica

La actividad de la H'-ATPasa plasmatica es fundamental para la vida de la levadura ya que
establece el potencial electroquimico indispensable para el transporte y acumulacion de
iones y metabolitos necesarios para el desarrollo y proliferacion de este microorganismo
(Pefia et al., 1969, 1972, Peiia, 1975). Se ha observado que la cantidad de esta enzima se
incrementa en levaduras en desarrollo y que constituye una de las proteinas de membrana
mds abundantes en la levadura ademds de que consume una alta proporcion del ATP de la
levadura (Gancedo y Serrano, 1989).

La H -ATPasa plasmatica es una bomba primaria cuya actividad depende directamente del
estado metabolico de la levadura ya que el transporte de protones desde el citoplasma de la
levadura al exterior de la misma, en contra de su gradiente de concentracién, se realiza
gracias a la utilizacion de la energia libre obtenida de la hidrélisis de! ATP en ADP y P




7.00
6.90
6.80
6.70
6.60
6.50

1CO

SIN SUSTRATOQ

H citoplasm
» o
W
o o

6.20
6.10
6.00 4 e S e AR } } e}
0 100 200 300 400 500 60C 70O 800 SO0 1000
Tiempo (seg)

Fig. 23. pH citoplismico de levaduras incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM y
lavadas. Las levaduras se preparan de acuerdo a los apartados 2.1 y 2.2. Las
condiciones de peincubacidn son las que corresponden al apartado 2.3b. Las
levaduras se preincuban con glucosa 2.5 mM, tal y como se describe en el
apartado 2.5a. Posteriormente se realiza el trazo de pH tal y como lo describe el
apartado 2.5b y finalmente se calcula el pH citoplasmico de acuerdo al apartado
2.6. Las adiciones de glucosa 10 mM y KCI 10 mM se realizan a los 350 y 650
seg. de incubacion respectivamente.
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Fig, 25, pH citoplismico de levaduras ayunadas. Las levaduras se preparan de
acuerdo a los apartados 2.1, 2.2 y 2.3a de Materiales y Métodos. Las levaduras se
incuban en la celda del fluorémetro y se lleva a cabo el cdlcuto de pH segin los
apartados 2.5b y 2.6. Las flechas muestran los momentos en que se adicicnan
glucosa 10 mM o KCi 10 mM a la celda del fluorémetro que corresponden 4 los
350 y 700 seg. de incubacidn respectivamente.
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{Mitchell, 1968; Pefia, 1975) (Fig. 26). Los protones que esta enzima transporta hacia el
exterior de la levadura provienen del CO; el cual, hidratado presenta un equilibrio 4cido-
base entre el acido carbénico y el bicarbonato y protén (Lépez et al., 1999) (Fig. 26).

Puesto que la sintesis del ATP se realiza a partir de Ia oxidacién de moiéculas carbonadas
como la glucosa a través de las vias del metabolismo energético como son la fermentacién y
la respiracion (Lehninger, 1985), la velocidad de sintesis de ATP afecta directamente la
actividad de la H'-ATPasa plasmética.

La glucosa también estimula la activacién de la H'-ATPasa plasmética. EI mecanismo de
activacién de la H'-ATPasa plasmatica se presenta gracias a la fosforilacion de esta enzima
tras §a adicién de glucosa a las levaduras ayunadas (Serrano, 1983; Chang y Slayman,
1991), La region C-terminal de la H'-ATPasa de la membrana plasmatica contiene sitios
probables de fosforilacién para cinasas dependientes de Ca**-calmodulina y/o protein-
cinasa C (Estrada et al., 1996). Su activacion consiste en la modificacion de algunos de sus
parametros cinéticos: la Km para ATP disminuye de 1.5-2 a 0.3-0.6 mM v la Vmax se
incrementa tres veces, ademss, el pH Optimo se modifica de 5.6 a 6-7; estas caracteristicas
la convierten en una enzima mds efectiva para llevar a cabo el bombeo de protones al
exterior de la levadura (Serrano, 1991).

Un dato muy importante lo constituye el pH inicial de las levaduras incubadas con glucosa
y lavadas (6.22) (Fig. 23), el cual es pricticamente el mismo que el pH inicial de las
levaduras ayunadas (6.18) (Fig. 25). Este dato esta de acuerde con la baja concentracion de
glucosa que debe existir en el medio y dado que tanto el metabolismo energético como la
actividad de la H'-ATPasa plasmatica son altamente dependientes de este sustrato, es
posible que a pesar de que la levadura puede utilizar fuentes de carbono alternas a la
glucosa come por gjemplo €l etanol, lo cierto es que la actividad de bombeo de protones a
través de la H'-ATPasa plasmética disminuye si la concentracion de glucosa en la levadura
es muy baja (Lopez et al., 1999). Esto provoca que el pH citopldsmico sea mas acido y el
ApH vy ef Ay (potencial de membrana) sean menores en las levaduras con baja
concentracion de glucosa en comparacion con el pH citoplasmico que alcanzan las
levaduras ayunadas tras el pulso de glucosa (Fig. 25).

La disminucion en la concentracién de glucosa en la levadura promueve la activacion de
vias como la gluconeogénesis y la respiracion (Gancedo y Serrano, 1989); la disminucién
en la concentracion de glucosa disminuye la velocidad del metabolismo (Fig. 26). La
produccion de CO, y HoCO; contintia pero existen varias razones por las cuales el bombeo
de protones a través de la H'-ATPasa plasmatica disminuye, a saber: la actividad de esta
enzima depende directamente de la provision de ATP el cual, si la concentracién de sustrato
como la glucosa es menor, también su metabolismo disminuye y por lo tanto la velocidad
de produccidn de ATP &s menor.

Tal y como se ha mencionado, la H'-ATPasa plasmatica depende de la glucosa no solo
gracias a la provision de ATP, sino ademas la glucosa estimula vias de transduccién de
sefiales que provocan la fosforilacion de esta enzima, incrementando su actividad (Serrano,
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1983; Thevelein, 1994). Estas vias de transduccién de sefiales son sensibles a la
concentracion de glucosa por lo que si ésta disminuye, también la activacion de las vias se
ve afectada, provocando ] retorno a [a actividad basal de Ia H'-ATPasa plasmética.

En estas condiciones metabélicas no solamente la producién de H,CQ; disminuird sino
también la capacidad de la H'-ATPasa plasmatica para bombear protones. Esto trae como
cosecuencia una disminucion en el grado de ionizacion del acido carbonico en bicarbonato
y protén lo que a su vez provoca una disminucion en la disponibilidad de protones para la
H'-ATPasa plasmética (Fig, 26} (Lopez et al., 1999).

Este proceso es el que se presenta en las levaduras ayunadas o en las que han sido
incubadas con baja concentracién de glucosa cuyo pH citopldsmico inicial es practicamente
¢l mismo en ambas preparaciones (622 y 6.18 respectivamente) (Figs. 23 v 25). Sin
embargo, a pesar de presentar el mismo pH citoplasmico, el estado metabolico de ambas
preparaciones no es exactamente el mismo ya que tanto la velocidad de consumo de
oxigeno y como def bombeo de protones es mayor en las levaduras incubadas con glucosa
que en las levaduras ayunadas {no se muestra). Es probable que en la preparacion de
levaduras incubadas con glucosa exista etanol que proviene precisamente de la
fermentacion de la glucosa lo cual mantiene mas activo el metabolismo (Gancedo y
Serrano, 1989; Lopez ef al., 1999), ademds de que la incubacién con glicosa le permite a
las levaduras retomar parte de los nutrientes del exterior que durante el ayuno se pierden lo
cual también favorece Ja activacion de su metabolismo.

En levaduras incubadas con glucosa y lavadas se observa que una vez que el proceso de
alcalinizacién alcanza el equilibrio (aproximadamente a los 200 seg), el pH citopldsmico
tiende a disminnir nuevamente hasta un valor de 6.3 al final del trazo (Fig. 23). Sin
embargo, si a estas levaduras se les afiade glucosa, el pH citopldsmico se mantiene en el
mismo valor que habian alcanzado antes de la adicion de este sustrato (6,52); la baja
actividad de la H'-ATPasa plasmética no es capaz de mantener el pH citopldsmico
constante por lo que éste tiende a disminuir desde los 350 seg. del trazo.

Si la alcalinizacion del citoplasma observado en estas levaduras fuera producto {inicamente
de la actividad de Ia H'-ATPasa plasmitica, dicha respuesta podria explicarse por el
desplazamiento del equilibrio de esta bomba kacia una mayor eliminacién de protones del
exterior de la levadura, Como cualquier equilibrio quimico, fa H'-ATPasa plasmética
desplaza el equilibrio hacia la direccién en el cual se esta eliminando algin componente del
mismo (Principio de LeChatelier; Ramette, 1983). Y si en este caso se observa una pérdida
de protones desde el interior del citoplasma, la explicacién radica en que inicialmente la
levadura ha sufrido una remocion de protones en su exterior.

Esto se explicaria por el lavado de las levaduras el cual elimina los compuestos del exterior
de [a misma enire los que se encuentran los protones bombeados por la levadura. Sin
embargo, el requisito indispensable para que la H'-ATPasa plasmatica pueda respender al
desplazamiento es la cantidad de ATP que la levadura sea capaz de otorgarle, pero en este
caso la capacidad metabélica de este organismo es muy bajo. De hecho, las levaduras
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ayunadas también son sometidas a un proceso de lavado exhaustivo al final de la
incubacién, y sin embargo, el pH citoplasmico de la misma no muestra una alcalinizacién
considerable al inicio del trazo de pH (Fig. 25). En todo caso, si este mecanismo fuera el
iinico responsable se esperaria que ¢l cambio final de pH fuera menor al observado y que
ademas se desarroliara a una velocidad més baja.

Por lo tanto, se considerdé que otro mecanismo alterno podria estar funcionando durante el
proceso de alcalinizacién citopldsmica el cual, necesariamente, tendria que estar
respondiendo a la eliminacién de la acidez externa de la levadura provocada por ¢l lavado
de las mismas,

3.3.4. El 4cido carbénico y el pH interno de la levadura

La difusion de CO; y del dcido carbénico al exterior de las fevaduras constituye un
importante mecanismo de acidificacion del entorno de este microorganismo (Conway y
Brady, 1950}, En levaduras cuyo metabolismo se encuentra muy activo, este sistema
funciona de manera paralela al bombeo de protones a través de la H'-ATPasa plasmatica
provocando una significativa acidificacién extema que puede afcanzar valores de pH de 3 o
4 (Lopez et al., 1999).

El CO; se hidrata a HyCO; (Pefia, 1975; Goffeau y Slayman, 1981) y éste se ioniza para
formar bicarbonato y protén (ecuacién 2). Y gracias a su alta concentracién dentro de la
levadura, el 4cido carbdnico constituye la fuente principal de protones en el citoplasma cuya
distribucién y transporte al exterior de la levadura por medio de la H'-ATPasa plasmatica,
juega un papel fundamental en el establecimiento del pH inteno de la levadura (Fig. 26).
Ademas de lo anterior, tanto el CO; como et H,CO;5 son moléculas sin carga capaces de
difundir libremente a través de las membranas biologicas (Henry, 1996},

HaCO; & HCOs + HY Ecuacién 2

El CO; es producto de reacciones de descarboxilacion cemo la que sufre el piruvato para
convertirse en acetaldehido durante la fermentacién alcohélica de la levadura y puesto que
S cerevisige es una levadura fermentativa (Gancedo y Serrano, 1989) este microorganismo
es capaz de producir altas concentraciones de CO». Se han reportado concentraciones de
CO, hasta de 200 mM (Lopez et al., 1999) cuya produccién sobrepasa con mucho a la de
otros 4dcidos organicos provenientes también del metabolismo energético de la levadura. El
acido succinico también difunde al extenor de la levadura pero alcanza una concentracion
menor que la del CO,; seguramente porque es producto de la respiracién, la cual en las
levaduras fermentativas no es muy activa (Gancedo y Serrano, 1989).

Puyesto que en las levaduras incubadas con glucosa y lavadas la actividad de la H'-ATPasa
plasmatica debe ser muy baja debido a la baja concentracién de glucesa, consideramos al
CO; como el responsable del proceso inicial de alcalinizacion citopldsmica de estas
levaduras (Fig. 23). Suponemos que es la pérdida del CO; ¥ el HyCO; internos los que, tras
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el lavado de las levaduras, difunden hacia el exterior de las mismas en respuesta a la
diferencia de concentracion gue ha provocado el lavado de las mismas.

3.3.5. El equilibrio del CO; y el lavado de las levaduras

Lopez et al (1999) ha descrito la importancia del equilibrio del CO; en la regulacién del pH
de la levadura.

El CO, constituye la fuente de protones primordial para este microorganismo; su
concentracion en el citoplasma es fundamental para el establecimiento del pH de este
compartimento. La concentracidén final de protones en el citoplasma depende en gran
medida de la velocidad de su produccion y de su distibucidn entre el citoplasma y el
exterior de la levadura. En el primer punto, le actividad metabdlica juega un papel
primordial, mientras que la H'-ATPasa plasmética funciona en la distribucién de los
protones entre el interior y el exterior de 1a levadura,

El grado de ionizacién del 4cido carbémico depende de la actividad de la H'-ATPasa
plasmatica la cual establece el pH citopldsmico y por lo tanto modifica el equilibrio acido-
base de dicho acido. El bicarbonato se acumula en el interior de la levadura, mientras que
los protones se distribuyen entre el citoplasma y el exterior de la levadura gracias a la
actividad de la H -ATPasa plasmética, la cual establece finalmente el pH citoplasmico, el
ApH y el Ay a través de la membrana plasmdtica de la levadura (Pefia, 1975). El
mantenimiento de ia concentracién de protones necesaria para cubrir dichas funciones
depende directamente de la capacidad metabélica de la levadura y del aporte de dcido
carbbnico, asi como de una actividad dptima de ta H-ATPasa plasmatica.

La disponibilidad de protones libres respresenta un aspecto fundamental para el
funcionamiento de la H'-ATPasa plasmatica, la cual es finalmente establecido por el pH
citoplasmico. Entre mas cerca se encuentre el pH citoplasmice de su dptimo valor {6.6-6.8)
(Calahorra ef al., 1998) mayor disponibilidad de protones habra para la H'-ATPasa
plasmatica. A su vez, el pH 6ptimo del citoplasma se alcanza si la H'-ATPasa plasmatica
esti activa, lo cual depende directamente de la naturaleza del sustrato presente en la
levadura. En €l caso de la glucosa se sabe que produce mayor concentracion de ATP y CO,
que ¢l etanol (Lopez er al., 1999), ademds de que la glucosa estimula la actividad de esta
enzima {Thevelein, 1994).

Existe ademas un factor adicional que favorece la actividad de la H'-ATPasa plasmatica y
es el hecho de que la levadura sea capaz de neutralizar las cargas negativas provenicntes de
la retencién del bicarbonato. Es decir, una vez que los protones son bombeados al exterior
de la levadura, el ion bicarbonato se acumula y entre mayor capacidad tenga la levadura
para poder contener su retencién, mas favorecida estara la actividad de la H'-ATPasa
plasmatica. En este punto el ion potasio juega un papel fundamental debido a su capacidad
de retencion del bicarbonato, mds adelante se abundard mds al respecto (Conway y Brady,
1950; Lopez er ai., 1999) (Fig. 26).
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La mutua relacion que existe entre ¢l sistema del CQ; y la H-ATPasa plasmatica es clara
debido a Ia relacién de ambos con el metabolismo celular y a su vez porque la actividad de
la bomba es capaz de alterar el equilibric 4cido-base del CO,. En una levadura
completamente activa, tanto la difusién del CO; como el bombeo de protones se encuentran
funcionando normalmente y la levadura serd capaz de establecer el ApH, el Ay y el pH
citopldsmico 6ptimos. El problema de la regulacion del pH en la levadura surge en el
momento en que la conceniracién de glucosa disminuye y la levadura necesita recurrir a la
utilizacién de sustratos alternos y la degradacion sus propias reservas. Sin embargo, de
cualquier forma la disminucién en la concentracién de glucosa provoeca el decremento de Ia
velocidad del metabolismo ensrgético (Gancedo y Serrano, 1991). En una levadura menos
activa se observa una menor produccion de 4cido carbdnico asi como una disminucién en el
bombeo de protones con la consecuente disminucion del pH interno de la levadura. A
menor pH interno, la ionizacién del &cido carbonico disminuye provecando a su vez un
decremento en la concentracién de protones libres, este hecho dificulta la actividad de la
H'-ATPasa plasmatica.

La cuestion fundamental gira atrededor de aquellos protones que no son bombeados al
exterior de la levadura sino que permanecen en el interior de la misma vy que en gran
medida son los responsables del pH citoplasmico. El mantenimiento de la concentracién de
protones adecuada dentro de la levadura depende de su produccidn y de su distribucion
entre el interior y ¢l exterior de la levadura. Si ahora pensamos en la disminucién de la
concentracién de susirato y en el decremento del pH citoplasmico y ademas en una
alteracion en el equilibrio del CO; debido a su eliminacién del medio externo, como sucede
en el caso de las levaduras lavadas (Fig. 23), [as consecuencias son el incremento del pH
citoplasmico de la levadura.

Dado que la difusion del CO; o del 4cido carbonico provocan los mismos efectos sobre el
pH interno de la levadura, de aqui en adelante éstos se mencionan de manera indistinta. En
esie caso, la eliminacion del 4cido carbdnico del exterior provoca la difusién del mismo
desde el interior de la levadura. Si el metabolismo de la levadura estd activo, la
recuperacion del dcido carbbnico se realizard sin problema gracias a la difusién del acido
catbdnico proveniente directamente del metabolismo energético. Sin embargo, si la
produccion de acido carbonico ha decaido por una disminucién en la conceniracién de
sustrato, el restablecimienio de] equilibrio del CO; requerird de la difusion del édcido
carbinico que se encuentra en ¢l citoplasma y que forma parte del mantenimiento del pH
citoplasmico en la levadura.

La difusion del 4cido carbdnico interno provoca a su vez la remocién de bicarbonato y
protén, ya que, de acuerdo al principio de LeChatelier (Ramette, 1983}, la pérdida de
cualquiera de los componentes del equilibrio quimico tiende a desplazar la direccionalidad
del mismo hacia la produccién del componente que ha sido removido. En este caso, la
eliminacion de 4cido carbdnico externo tiende a desplazar su equilibrio 4cido-base hacia
una mayor formacion de dicho 4cido a partir de bicarbonato y protén provocando
finalmente el incremento del pH citoplésmico (Fig. 26).
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Por otra parte, de acuerdo a la Ley de Fick (Beme y Levy, 1988) la magnitud v la velocidad
de difusién de un metabolito al exterior de la levadura dependerd directamente de la
magnitud del gradiente de concentracién existente entre el interior y el exterior de la
levadura, por lo tanto, entre mayor sea la diferencia de concentracién del acido carbénico
entre el exterior y el interior de la levadura, la velocidad de difusién y la magnitud del
cambio de pH ser4 también mayor (Fig. 26).

Esta es la razén por la cual el citoplasma se alcaliniza en las levaduras incubadas con
glucosa 2.5 mM y lavadas. El CO, difunde eliminando protones involucrado en el
mantenimienio del pH intermno de la levadura (Fig. 23).

3.3.6. El ion potasio y el pH citoplasmico

A pesar de que la actividad de 1a H'-ATPasa plasmética es baja es las levaduras incubadas
con glucosa y lavadas, estas levaduras son capaces de transportar K” a su interior. Esto se
observa por el incremento del pH citoplasmico que provoca la adicién de KCl a los 350 seg.
de incubacion (Fig. 27).

El K' es un catién que se transporta a través de los uniportadores Trk1 o Trk2 (Gaber ef al.,
1988) y cuyas caracteristicas ya han sido descritas en el apartado 1.1.1. La caracteristica
miés sobresaliente del transporte del K* al intetior de la levadura es que, debido a la carga
positiva del mismo, su entrada a la levadura provoca la despolarizacién de la membrana
plasmatica (Pefia er al., 1975). La H'-ATPasa plasmética es la enzima encargada dei
establecimiento del potencial eleciroquimico en la membrana plasmatica de la levadura
(Pefia et al., 1969, 1972; Pefia, 1975). Esta enzima es sensible a la alteracidn en el potencial
de membrana provocada por Ia entrada del K* (Seto-Young ef al., 1991). Su respuesta a
dicha despolarizacién de la membrana es la estimulacion de su actividad que se refleja en el
incremento del pH citopldsmico provocado por un mayor bombeo de protones al exterior de
la levadura (Fig. 27). Es decir, la magnitud del cambio de pH citoplasmico tras la adicion de
KCl es proporcional a la magnitud del Ay en la membrana plasmatica el cual se da gracias
a la actividad de la H'-ATPasa plasmatica.

En la Fig. 27 se observa que de cuatquier forma la magnitud en el ApH tras la adicion de
KCl es menor si esta adicién se realiza antes de la adicion de glucosa en comparacién con el
trazo cuyas adiciones se realizan en sentido inverso: el ApH provocade por el KC1 posterior
a la adicion de glucosa (0.22) es practicamente dos veces mayor que en el caso inverso (0.1)
(Fig. 27).

Puesio que la alcalinizacién citopldsmica inicial respende a la salida de CO, y 4cido
carbonico de las levaduras, el exterior sufre una acidificacién el cual promueve el
incremento del Ay a través de la membrana plasmética promoviendo la entrada del ion
potasio (Pefia, 1975). El mismo efecto se ha observado en las levaduras incubadas en
amortiguador a pH 4, en las cuales [a entrada del ion potasio es mayor que en ias levaduras
incubadas en amortiguador a pH 6 (Pefia, 1975).
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Fig. 27, pH citoplasmico de levaduras incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM y
lavadas, Las levaduras se preparan de acuerdo a los apartados 2.1 y 2.2. Las
condiciones de preincubacién son las que comesponden al apartado 2.3b. Las
levaduras se preincuban con glucosa 2.5 mM, tal y come se describe en el
apartado 2.5a. Posteriormente se realiza el trazo de pH tal y como lo describe el
apartado 2.5b y finalmente se calcula el pH citoplasmico de acuerdo al apartado
2.6. En un trazo las adiciones de glucosa 10 mM y KCl 10 mM se realizan a los
350 y 650 seg. de incubacién respectivamente; en el otro trazo las adiciones se
realizan en el orden inverso.
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3.3.7. pH vacuolar en levaduras incubadas con glucosa y lavadas

En vista de los cambios del pH citoplasmico v de su comportamiento frente a la adicion de
sustrato en las levaduras incubadas y lavadas, se decidié llevar a cabo la medicion del pH
vacuolar en levaduras preparadas de la misma forma con el fin de comparar el
comportamiento del pH vacuolar y citoplasmico en este organismo.

La Fig. 28 muestra que, efectivamente, el pH vacuolar también sufre alteraciones después
del lavado de las levaduras, El lavado de las levaduras provoca cambios tanto en el valor de
pH como en su comportamiento durante el trazo que, al compararse con el de las levaduras
NO lavadas (Fig. 21), muestran diferencias significativas A pesar de que el pH inicial de las
levaduras incubadas y lavadas es de 6.22, después de 100 seg. el pH es de 6.58, en
comparacion con el pH inicial de las levaduras incubadas y NO lavadas que es mas 4cido
(6.3) y que se mantiene dentro de un pequefio intervalo de variacion.

Tal y como se ha explicado, las Ievaduras con bajo metabolismo no son capaces de reguiar
su pH interno. El lavado de las levaduras remueve el 4cido carbénico del exterior a lo cual
el pH citoplasmico responde con una alcalinizacidn. La misma respuesta se observa con el
pH vacuolar. Puesto que el equilibrio del CO; en la levadura se extiende desde el exterior
de la misma hasta el citoplasma y la vacuola (Fig. 26), 1a alteracién de su equilibrio exterior
provoca la difusién del dcido carbonico desde la vacuola.

Se observa que en las levaduras incubadas con ghucosa el traze de pH comienza con una
pequeiia disminucién la cual a los 100 seg. es superada por una fase de alcalinizacién.
Puesto que la H'-ATPasa vacuolar es la encargada de bombear protones al interior de la
vacuola (Anraku et al., 1989), es posible que el pequeiio pico de acidificacién inicial se
deba a la actividad de esta enzima. Es posible que dadas fas propiedades amortiguadoras del
CO2 ¥ a que en las levaduras incubadas con glucosa y lavadas la produccion de este
metabolito debe ser muy baja al final de dicha incubacion, la capacidad amortiguadora de la
vacuola disminuya favoreciendo Ia acidificacion del interior de esic organelo gracias a los
protones bombeados a través de la H'-ATPasa vacuolar. Este puede ser uno de los motivos
por el que Unicamente bajo estas condiciones, ¥ en ausencia de ion potasio (ver seccion
3.3.8), es posible observar la acidificacion vacuolar. Otro hecho que puede ser importante
en el fenémeno de acidificacién vacuolar es la estimulacion de la H'-ATPasa gracias al bajo
ApH existente entre la vacuola y el citoplasma (Fig. 28). Como en cualquier equilibrio
quimico, la eliminacion de los productos tiende a desplazar el equilibrio hacia una mayor
produccion de los mismos (Principio de Lechatelier; Ramette, 1983), por lo que si el pH
vacuolar es mayor al pH citopldsmico, la H'-ATPasa vacuolar tenderd a bombear mis
protones hacia el interior de la vacuola provocando la acidificacidn de la misma.

La acidificacion inicial es seguida por un proceso de alcalinizacién el cual cambia de
manera significativa el pH vacuolar de estas levaduras (Fig. 28) lo que muestra el
importante papel del CO; en la regulacién del pH de este organelo. A continuacién se
describe ¢l proceso que suponemos provoca el fendmeno de alcalinizacion vacuolar tras el
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Fig. 28. pH vacuolar y citoplismico de levaduras incubadas 1 h con glucesa 2.5
mM y lavadas. Para la medicion del pH vacuolar las levaduras se preparan de
acuerdo a los apartados 2.1, 2.2 y 2.4b de Materiales y Métodos. Para la medicién del
pH citopldsmico, las levaduras se preparan segin los apartados 2.1, 2.2 y 2.3b.
Posteriormente, se lleva a cabo la incubacion de las Jevaduras en la celda del
fluorometro, la medicion de la fluorescencia y el calculo de pH tal y como se
describe en los apartados 2.5b y 2.6 de Materiales y Métodos. Las adiciones de
glucosa 10 mM se llevan a cabo a los 350 seg. en ambos trazos; fa adicién de KCi 10
mM se realizz a los 650 y 700 seg. para levaduras con piranina en vacuola o
citoplasma respectivamente,
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lavado de las levaduras y las consecuencias que provoca sobre el pH interno de las
levaduras incubadas y lavadas (Fig. 27) y su contraste con el pH de las levaduras incubadas
v NO lavadas (Fig. 21).

El proceso de lavado remueve el 4cido carbdnico del exterior de la levadura provocando el
desplazamiento de su equilibrio 4cido-base y por lo tanto el incremento del pH (ver seccién
3.3.5). Puesto que en estas levaduras la concentracion de glucosa debe ser muy baja, el
metabolismo energético no es capaz de recuperar el CO, eliminade del citoplasma por lo
que el 4cido carbénico también tiende a desplazarse desde el interior de la vacuola (Fig.
26).

La baia capacidad metabélica de las levaduras incubadas con glucosa y lavadas (Fig. 23) se
refleja en el heche de que su pH vacuolar es mayor (6.57 a los 100 seg) que el de las
levaduras incubadas con glucesa y NO lavadas ( 6.3) (Fig. 21). En cada proceso de lavado
la levadura pierde parte de su CO;z interno el cual el metabolismo energético de la levadura
es incapaz de recuperar, por lo tanto el pH vacuolar se incrementa. Ademas de esto, la
cantidad de CO; total en la levadura es vez menor (Lépez ef al., 1999) por lo que su
capacidad amortiguadora disminuye y por lo tanto cualquier alteracion en la concentracion
del CO, externo de la levadura provoca cambios en su pH interno; es por ello que el pH
vacuolar se incrementa atin frente a la dilucién de las levaduras en un nuevo amortiguador.

La Fig. 29 muestra que a pesar de que la adicién de glucosa a las levaduras se realice antes
del inicio de la fase de alcalinizacién (50 seg.), este proceso no se revierte. La tnica
diferencia que se observa en las levaduras a las que se les afiade la glucosa a los 50 seg., es
que la magnitud de la alcalinizacion es menor (ApH= 0.15) con respecto al cambio que se
observa en las levaduras en las que dicha adicidn se realiza al final del proceso de
alcalinizacién (ApH= 0.3). El gradiente de CO: es tal que €l metabolismo de la glucosa en
estas levaduras no es capaz de revertirlo sino que solamente recupera parte del CO; el cual,
de cualquier forma, difunde al medio externo provocando el incremento del pH vacuolar.

La Fig. 22 muestra que si las levaduras se incuban con una mayor concentracion de glucosa
(10 o 20 mM) y posteriormente son lavadas, la magnitud de la alcalinizacion inicial es
menor (ApH= 0.05 aprox.) que en las levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM (ApH= 0.2).
A pesar de que en las tres preparaciones de levaduras el pH vacuolar inicial es muy similar
(6.6-6.75) las levaduras que fueron incubadas con una mayor concentracion de glucosa
presentan una mayor capacidad de recuperacién del mismo frente a pequefias diluciones; es
posible que estas hltimas contengan una mayor cantidad de CO, interno el cual les otorga
una mayor capacidad amortiguadora y por lo tanto, después del proceso de lavado, son
capaces de recuperar mas rdpidamente el equilibrio del COs.

Experimentos realizados en nuestro laboratorio mostraron que el pH vacuolar de levaduras
crecidas en YPD y sin ayunar es menor que el pH vacuolar de las levaduras ayunadas ¢
incubadas con glucosa. Las levaduras crecidas durante 15 h y 24 h en YPD y sin ayunar
presentan un pH vacuolar de 5.9 y 6.1 respectivamente (no se muestran). Por 1o tanto, se
deduce que durante el ayuno la vacuola se alcaliniza debido a la falta de glucosa, tanto por
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Fig. 29. pH vacuolar de levaduras incubadas 1 h con glucesa 2.5 mM y lavadas.
Las levaduras se preparan segiin los apartades 2.1, 2.2 y 2.4b. Se incuban para la
medicion de fluorescencia y caiculo de pH de acuerdo a los apartados 2.5b y 2.6. La
adicion de glucosa 10 mM y KCl 10 mM se realiza a los 50 y 450 seg.
respectivamente,
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la disminucién en la produccién de ATP -lo cual disminuye la actividad de la H'-ATPasa
vacuolar- como por la disminucién en el contenido de #cide carbénico de la levadura.
Debido a la baja concentracién de glucosa utilizada durante la incubacién, el estado
metabolico de las levaduras es muy bajo; la vacuola pierde su capacidad amortiguadora y
por lo tanto se alcaliniza tras el lavado y dilucién de las levaduras.

A pesar de que tanto el pH vacuolar como el citoplasmice se incrementan tras el lavado de
las levaduras, el efecto es mayor sobre el pH vacuolar; el pH que alcanza este organelo a los
250 seg. (6.70) se encuentra muy alejado del que se ha observado en la vacuola de S
cerevisiae (6.05 y 6.2; Abe y Hovikoshi, 1978; Preston. et al., 1989). Desde un principio el
pH citoplésmico es menor al pH vacuolar pero la maxima diferencia se observa a los 250
seg. de incubacidn a los cuales el pH es de 6.53 y 6.7 para el citoplasma y la vacuola
respectivamente; posteriormenie, hasta antes de la adicién det KCl, ¢l pH en ambos
compartimentos s el mismo (6.59) (Fig. 25).

La vacuola es considerada como un organelo de almacenamiento y de regulacién iénica por
lo que es posible que también almacene CO,, sobretodo por la alta concentracién de CO,
presente en el interior de la levadura (Lopez er al., 1999); por lo tanto, es posible que la
salida del CO; vacuolar ayude a mantener el pH citopldsmico de la levadura.

Tras el proceso de alcalinizacién y una vez alcanzado el equilibrio del CO; (aprox. 350
seg.), tanto el pH citoplasmico (Fig. 23) como ¢l vacuolar tienden a disminuir anwevamente
hasta alcanzar su pH inicial. Ef bajo metabolismo en la levadura provoca la acumulacién de
acido en su interior, sin embargo, ¢l citoplasma presenta un grado de acidificacién mayor
que 1a vacuola.

Estos experimentos mostraron que tanto la actividad de la H'-ATPasa vacuolar como el
CO, estan involucrados en la regulacidon del pH vacuolar. Lo interesante es que en la
vacuela la respuesta a la adicién de glucosa es muy pequeiia en las levaduras incubadas con
glucosa y NO lavadas (ApH= 0.09) (Fig. 21) en comparacién con la respuesia de las
levaduras incubadas con glucosa y lavadas (ApH= 0.15) (Fig. 28). Puesto que la tnica
diferencia entre estas dos preparaciones de levaduras es el lavado, consideramos que las
consecuencias de dicho tratamiento sobre ¢l pH y el contenido de acido carbdnico vacuolar
pueden ser los responsables de la respuesta diferencial del pH vacuolar en ambas
preparaciones de levaduras.

Es posible que dadas las propiedades amortiguadoras det CO, y la alta concentracion en que
parece existir en el interior de la vacuola, esta molécula sea la responsable del retardo en la
respuesta del pH vacuolar tras la adicion de glucosa a la levadura. El efecto amortiguador
del CO, es mds significativo en las levaduras cuyo contenido en CO> ¢s mayor, por ejemplo
en las levaduras incubadas con glucosa v NO lavadas (Fig. 21). En las levaduras NO
lavadas la actividad metabélica es muy baja y por lo tanto la concentracién de CO, debe ser
baja también (Lopez er al., 1999) pero al no haber sido sometidas al proceso de lavado, el
sistema del CO; se encuentra en equilibrio entre el exterior y el interior de la levadura, En
coniraste con lo anterior, el lavado de las levaduras y por lo tanto la salida de CO,, provoca
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tres fendomenos importantes: el incremento del pH vacuolar, la disminucion en la
concentracion del CO; vacuolar y la disminucién en la capacidad amortiguadora de la
vacuola. Estos tres fendmenos pueden explicar el comportamiento del pH vacuolar tras la
adicion de glucosa a las levaduras incubadas con glucosa y lavadas (Fig. 28).

Puesto que el metabolismo de la glucosa en las levaduras produce tanto ATP como CO3, se
espera que la adicion de este sustrato estimule tanto la actividad de la H'-ATPasa vacuolar
como la difesién del CQ; al interior de la vacuola. Sin embargo, en el caso de fa H'-
ATPasa vacuolar también es importante considerar que al momento en que se realiza la
adicién de glucosa (350 seg), ¢l pH vacuolar es mayor que el citoplasmico lo cual favorece
el desplazamiento del equilibrio de la H'-ATPasa vacuolar hacia ur mayor bombeo de
protones al interior de la vacuola (Principio de Lechatelier; Ramette, 1983). Aunado a lo
anterior, la baja capacidad amortiguadora de la vacuola, provocada por la pérdida de CQ,,
hace posible que la actividad de la H'-ATPasa vacuolar sea mayor y por lo tanto su
participacion sea importante durante el proceso de acidificacién vacuolar tras el pulso de
glucosa. Sin embargo, también es muy importante el hecho de que, al existir un déficit de
CO; en el interior de la vacnola, éste difunda a} interior de la vacuola y restablezca su
equilibrio.

Por lo tanto, durante el proceso de acidificacién vacuolar participan tanto el equilibric del
CO; como la actividad de la H'-ATPasa vacuolar; a pesar de que no conocemos el grado en
el que cada uno de estos factores participa cn la acidificacion vacuolar, es posible que la
difusién del CO; sea el componente mayoritariamente responsable de dicho fendmeno; mas
aun si se observa que en las levaduras cuyo sistema de CO, se encuentra en equilibrio (Fig.
21). La respuesta del pH vacuolar a la adicion de glucosa es muy pequeiia; a pesar de que en
las levaduras NO lavadas no se ha provocado un incremento del gradiente de difusion de
€0y, la respuesta del pH vacuolar a la adicién de glucosa no es significativa (ApH= 0.09) lo
cual se interpreta como una baja actividad de la H'-ATPasa vacuolar.

Por lo tanto, se concluye que la adicion de glucosa a la levadura revierte los efectos que el
ayuno y e} lavado de las mismas provoca sobre el pH vacuolar de este organismo y que el
CO, juega un papel preponderante en la regulacién del pH de este organelo.

3.3.8. pH vacuolar de levaduras incubadas con glucesa y KCly lavadas

La Fig. 30 muestra que ¢l pH vacuolar inicial en las levaduras incubadas con glucasa y KCl
y lavadas es menor (6.10) que el correspondiente a las levaduras iacubadas dnicamente con
glucosa (6.22 v se incrementa rgpidamente) (Fig. 30). Ademas en las primeras, tanto ¢f pico
de acidificacién inicial como el proceso de alcalinizacion presentan cambios mas
pronunciados que en las levaduras incubadas anicamente con glucosa.

Se sabe que la produccién de CO, es mayor en las levaduras incubadas con glucosa y KCl
(Lopez et al., 1999) por lo que probablemente la capacidad amortiguadora de la vacuola en
estas levaduras sea mayor que en las levaduras incubadas Gnicamente con glucosa. Sin
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Fig. 30. pH vacuolar de levaduras incubadas I h con glucosa 2.5 mM con o sin
KCl 2.5mM y lavadas. Las levaduras se preparan segun los puntos 2.1 y 2.2,
posteriormente se incuban tal y como se describe en los apartados 2.4b y 2.4c para
las levaduras tncubadas con glucosa sola o con KCl respectivamente. La incubacién
en la celda del fluordmetro v el calculo de pH se realiza tal y como se describe en los
apartados 2.5b y 2.6. Las adiciones de glucosa 10 mM y KCl 10 mM se realizan a los
350 y 700 seg. respectivamente.
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embargo, se observa que el pico de acidificacién inicial en la vacuola de estas levaduras es
mayor (ApH= 0.2) que en las que fueron incubadas inicamente con glucosa (ApH= 0.07)
(Fig. 30). En este caso, la capacidad amortiguadora de la vacuola parece ser superada
gracias a la presencia del ion potasio en el medio de incubacién.

Se ha reportado que el ion potasio presenta la cualidad de retener al ion bicarbenato en el
intetior de 1a levadura (Conway y Brady, 1950; Lopez et al., 1999). Este hecho presenta
consecuencias muy importantes no solo sobre el pH vacuolar y citoplasmico, sino sobre el
proceso general de regulacién del pH intemmo de la levadura. Tal y como se explicari a
continuacion, las notables diferencias que existen entre el comportamiento del pH vacuolar
de las levaduras incubadas con glucosa y KCl en comparacién con el de las levaduras
incubadas tinicamente con glucosa, responden finalmente a la relacidn del ion potasio con
¢l ion bicarbonato.

Tal y como se ha explicado, el proceso de lavado elimina el CO; interno de la levadura
provocando ademéis el desplazamiento del equilibrio del CO» hacia la remocion de los
protones citoplasmicos y vacuelares, dando por resuitado el incremento det pH de ambos
compartimentos. Ademds de lo anterior, también se ha expuesto acerca de la importancia
del estado metabdlico de la levadura en el sentido de que las levaduras con un estado
energético mds activado deben ser capaces de regular su pH interno y de recuperar el CO;
perdido al exterior evitando la alcalinizacién del citoplasma y la vacuola.

En el caso de las levaduras incubadas con glucosa y KCl se observa que a pesar del lavado
y de las consecuencias que éste tiene sobre el equilibrio del CO,, el pH vacuolar de estas
levaduras es més acido que el de las levaduras incubadas inicamente con glucosa (Fig. 30);
este fenémeno encuetitra su explicacién en la capacidad del ion potasio para retener
bicarbonato. Las consecuencias de dicha propiedad no solamente se reflejan en la mayor
capacidad de almacenamiento de 4cido carbonico en el interior de las levaduras, sino en que
ademas, la presencia de este catién estimula 1a actividad de Jas H'-ATPasas plasmética y
vacuolar asi como el metabolismo energético de la levadura.

En vista de que el Acido carbdnico es la fuente principal de protones en la levadura (Lopez
et al., 1999) el bombeo de los mismos a través de la H'-ATPasa plasmatica favorece la
acumultacion de bicarbonato en el citoplasma de la levadura (Fig. 26). Sin embargo, la
acumuiacién de bicarbonato se incrementa en presencia de contraiones que newtralicen su
carga negativa, El ion potasio es el catién que lleva a cabo dicha funcién de neutralizacién
de las cargas del bicarbonato (Conway y Brady, 1950; Lopez et al., 1999) lo cual, ademis,
favorece ¢l bombeo de protones a través de la H'-ATPasa plasmatica. Al igual que en ¢l
caso de la H'-ATPasa plasmatica, la H'-ATPasa vacuolar bombea [os protones provenientes
del equilibrio acido-base del 4cido carbdnico (Fig. 26), por lo que la actividad de la bomba
vacuolar también debe provocar la acumulacidn de bicarbonato en ¢l citoplasma; a su vez,
los iones potasio deben favorecer fa actividad de la bomba vacuolar, dando lugar 2 un
incremento en el bombeo de protones al interior de la vacuola.

Tanto la H*-ATPasa plasmética come la H'-ATPasa-vacuolar son bombas primarias que
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dependen directamente de! aporte de ATP celular; por otra parte, si la presencia de ones
potasio favorece la actividad de estas enzimas, la presencia de este cation estimulara la
actividad metabdlica. En general, el metabolismo energético de la célula se regula en
funcién del requerimiento de ATP {Lehninger, 1985); conforme la célula necesita ATP para
lievar a cabo funciones anabélicas, de transporte, etc., es decir, de funciones celulares que
requieren de un aporte directo de ATP, la velocidad de sintesis de esta molécula se
incrementa, Este mismo mecanismo se presenta en la levadura; tomando en cuenta
tunicamente la actividad de la H'-ATPasa plasmatica, ésta es una enzima que utiliza un gran
porcentaje del ATP celular (Serrano, 1991), por lo que si su actividad se encuentra
estimulada, deberd provocar consecuencias significativas sobre la actividad metabélica de
[a levadura.

Lo anterior puede explicar en parte el efecto estimulatorio el ion potasio sobre el
metabolismo de la levadura. Ademas del efecto que la entrada del ion potasio a la levadura
provoca sobre el metabolismo de este organisme debido a la estimulacion de la actividad de
ia H*-ATPasa plasmatica (Pefia er al., 1975; Seto-Youg y Perlin, 1991), se sabe que el
estado metabolico de este organismo sigue activado atin después de gue este cation se haya
internalizado (Ramirez er al., 1996).

Por lo tanto, el pH vacuolar mas acido de las levaduras incubadas con glucosa y KCl se
debe, en parte, a que la actividad de la H'-ATPasa vacuolar se encuentra favorecida en
presencia de iones potasio. Sin embargo, hay otro factor importante por considerar y es el
papel del CO; en la acidificacion vacuolar.

A pesar de que el lavado de las levaduras provoca la salida de 4cido carbénico del interior
de las mismas dando lugar al incremento del pH citopldsmico y vacuolar, la presencia de
iones potasio y su relacion con el bicarbonato, debe favorecer la retencion de acido
carbonico po solamente en el citoplasma sino también en el interior de la vacuola
favoreciendo la acidificacion de este organelo.

El CO; v el 4cido carbénico, productos del metabolismo energético, difunden libremente al
interior de la vacuola a favor de su gradiente de difusién. Puesto que se ha observado que
después del ayuno el pH vacuolar es mayor al pH citoplésmico, el grado de disociacion del
acido carbonico tenderd a ser mayor en el interior de la vacuola; en estas condiciones el
bicarbonato, producto de la ionizacién del Acido carbonico y el cual no se transporta a
través de la membrana de la levadura, puede ser almacenado en ¢l interior de este organelo.
Puesto que la acumulacién del scido carbonico se incrementa en levaduras incubadas con
KCl (Lépez et al, 1999) se espera que el ion potasio favorezca la retencién de 4cido
carbonico en ¢l interior de la vacuola y por o tanto la acidificagion de este organelo.

El fenémeno descrito explica la razén por la que el pH vacuolar de las levaduras incubadas
con glucosa y KC1 es menor al de las levaduras incubadas inicamente con ghucosa (Fig.
30). Es decir, la acidificacion vacuolar involucra bisicamente la participacién de dos
fenémenos: el bombeo de protones a través de la H'-ATPasa vacuolar y [a acumuiacion de
Acido carbonico en la vacuola.
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Por lo tanto, si bien el lavado de las levaduras incubadas con glucosa y KCl provoca la
remocion del acido carbbnico extemo y el desplazamiento del dcido carbonico interno de la
levadura, ¢l pH vacuolar de estas levaduras se mantiene mds icido que el de las levaduras
incubadas Gnicamenie con glucosa. Dado que la acidificacion vacuolar obedece a la
participacion de dos fendmenos, ambos deben estar involucrados en la capacidad de estas
levaduras en mantener la vacuola mas 4cida.

Por una parte, la capacidad amortiguadora de la vacuola de las levaduras incubadas con
glucosa y KCl es mayor y por lo tanto, a pesar del desplazamiento del equilibrio del CG,
vacuolar, estas levaduras son capaces de retener en mayor grado el CO; interno. Por otra
parte, la presencia del ion potasio en la vacuola debe favorecer el bombeo de protones al
interior de [a vacuola. Ademds, el ion potasio en el citoplasma mantendrd mds acelerado el
metabolismo energético gracias a su capacidad de retencion del bicarbonato lo cual
proveerd de una mayor cantidad de ATP -que mantiene la actividad de la H™-ATPasa
vacuolar- asi como de CO; que difunde al interior de la vacuola. Ambos mecanismos
resutan en una mayor acidificacién vacuolar en las levaduras incubadas en presencia de
iones potasio.

Tal y como se ha explicado anteriormente, suponemos que la fase inicial de acidificacion
responde a la actividad de la la H'-ATPasa vacuolar la cual en estas levaduras debe estar
mas activada gracias a la presencia de iones potasio y por lo tanto ¢l grado de acidificacion
que provoca €s mayor que en las levaduras incubadas sin K, ademds de que puesto que de
cualquier forma la vacuola ha perdido CO», 1a capacidad amortiguadora de este organelo ha
disminuide lo cual también favorece la acidificacion de su interior (Fig. 30). Sin embargo,
de cualquier forma la actividad de la H'-ATPasa vacuolar no es mayor que el proceso de
difusién del CO; debido a la baja concentracion de glucosa lo cual no favorece la actividad
de la bomba de protones vacuolares, por lo tanto, la acidificacién vacuolar es superada
rapidamente por la alcalinizacion llevando ¢l pH vacuolar de 5.9 a 6.4 (Fig. 30).

La Fig. 36 muestra que la magnitud de la acidificacion inicial en las levaduras incubadas
con glucosa y KCl y lavadas depende del pH del amortignador utilizado en la incubacién de
las levaduras. El pH citoplasmico de la levadura se modifica de acuerdo al grado de acidez
del amortiguador utilizado en la incubacidn de las mismas. A pH 4 ¢l pH citopldsmico es
menor por lo que a este pH la concentracion de protones en el citoplasma es mayor; este
hecho estimula el equilibrio de la H'-ATPasa vacuolar provocando que el bombeo de
protones al interior de la vacuola se incremente con respecto al observado a pH 6 (ApH=0.3
y 0.14 respectivamente) (Fig. 36). Lo contrario se observa a pH §; a este pH externo ¢l
citoplasma se alcaliniza provocando que la acidificacién vacuolar sea menor (ApH=0.03}).

De acuerdo a la Ley de Fick (Beme y Levy, 1988) fa magnitud y la velocidad de difusion de
una molécula presentan una relacion directamente proporcional al gradiente de difusion de
dicha molécula, es decir, a la diferencia de concentracién de la misma a través de ambos
compartimentos. Si las levaduras incubadas con glucosa y KCl producen una mayor
cantidad de CO; {Lopez et al., 1999) la remocion del CO; externo debe provocar un mayor
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gradiente de difusion de dicha molécula provocando a su vez que la magnitud y la
velocidad de difusién del 4cido carbdnico sean mayores que en el caso de las levaduras
incubadas inicamente con glucosa (Fig. 30).

A su vez, la magnitud de la alcalinizacion de estas ievaduras se modifica de acuerdo ai pH
del amortiguador externo (Fig. 36). A mayor gradiente de difusién del acido carbénico entre
el interior y el exterior de la levadura, mayor serd el grado de alcalinizacion vacuolar en la
levadura. Ei gradiente de difusién del dcide carbénico se incrementa a pH 8 (ApH= 0.53)
debido a que la concentracién de dcido carbonico externo disminuye ya que a pH 8 el grado
de ionizacion de este acido se incrementa, En contraste con lo anterior, a pH 4 externo, el
gradiente de difusion del dcido carbbnico alcanza mas rapidamente su equilibrio (ApH=
0.31) en comparacion con ei de las levaduras incubadas a pH 6 (ApH= 0.4); a pH 4 ¢l grado
de ionizacion del 4cido carbonico es mucho menor resultando en una répida acumulacién
de dcido carbdnico en e} exterior de la levadura,

La adicién de glucosa a las levaduras provoca ¢l retorno del pH vacuolar a un valor muy
cercano al pH inicial, en contraste con lo que se observa en las levaduras que no reciben
ninguna adicion de glucosa y cuyo pH vacuolar sélo retorna levemente (Fig. 31). La
respuesta de la vacuola a la adicion de la glucosa puede deberse a la suma de dos
equilibrios; la actividad de la H'-ATPasa plasmatica y la difusion del CO; a la vacuola, La
adicion de glucosa a las levaduras provoca un incremento en el consumo de oxigeno (Fig,
32) asi como de la concentracién de protones en el exterior de la levadura (Fig. 33), la cual
es mayor que en las levaduras ayunadas (Fig. 34).

En las levaduras preincubadas con glucosa y KCI la respiracion fue mayor que en las
levaduras ayunadas, dejando menos del 10% de oxigeno a los 300 seg. de incubacion (Fig.
32); el pulso de glucosa incrementd la tasa de consume de oxigeno permitiendo que
quedara menos del 10% del oxigeno inicial a los 100 seg. de incubacion. Las levaduras
preincubadas con glucosa y KCl y que no recibieron ningiin sustrato durante el trazo,
conswmieron 4 nitomos Oo/mg. min., es decir, mostraron una velocidad idéntica a la de las
levaduras ayunadas que recibieron glucosa durante el trazo (Fig. 24). Sin embargo, las
levaduras preincubadas con giucosa v KCl y que recibieron glucosa durante la realizacion
del trazo, incrementaron su consumo de oxigeno hasta 12 nitomos Oy/mg. min. (Fig. 32).

La adicion de glucosa predujo un incremento en el bombeo de protones tanto en las
levaduras preincubadas con glucosa como con glicosa y KCl (Fig. 33). Las primeras
alcanzaron una produccién de 2.1 mM de protones en el medio externo a los 1004 seg. de
incubacidn, mientras que las segundas produjeron hasta 2.5 mM de protones en el mismo
lapso de tiempo.

Como era de esperarse, las levaduras preincubadas con glucosa 2.5 mM y KCl 2.5 mM
bombearon mas protones que las levaduras ayunadas (Fig. 34); las primeras provocaron una
concentracion de protones externa de 1.8 mM a los 600 seg. de incubacion, en contraste ¢on
las levaduras ayunadas cuya produccién de protones fue de 1 mM en el mismo lapso de
tiempo.
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Fig. 31. pH vacuolar de levaduras incubadas 1 h con glucesa 2.5 mM y KC12.5
mM y lavadas. Las levaduras se preparan segiin los apartados 2.1, 2.2 y 2.4¢. Se
incuban para la medicién de fluorescencia y célculo de pH de acuerdo a los apartados
2.5y 2.6. La adicion de glucosa 10 mM y KCI 10 mM se realiza a los 350 seg. y 650
seg. respectivamente.
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Fig. 32. Consumo de oxigeno en células de 24 h en YPD y 14 h de ayuno,
incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM y KC1 2.5 mM. Trazo sin sustrate y efecto de
glucosa. Las levaduras se preparan como se describe en el apartado 2.1 de Materiales
y Métodos. A continuacion se incuban con glucosa 2.5 mM y KCI 2.5 mM segin el
apartado 2.5 a. Se centrifugan tres veces a 12,000 rpm 10 seg. y se mide el consumo
de oxigeno segin al apartado 2.9. La flecha indica 1a adicién de glucosa 10 mM.
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Fig. 33. Bombeo de protones en células de 24 h en YPD y 14 h de ayuno,
incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM sela o con KC1 2.5 mM. Efecio de pulso
de glucosa. Las levaduras se preparan como se describe en la Fig. 32. La flecha
indica la adicién de glucosa 10 mM. El bombeo de protones se realiza como se

describe en el apartado 2.10 de Materiales y Métodos.
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Fig. 34. Bombee de protones en células de 24 h en YPD y 14 h de ayune.
Trazo en células ayunadas ¥ en células incubadas 1 k con glucesa 2.5 mM
y KC1 2.5 mM. Las levaduras incubadas con glucosa y KCI se preparan de la
misma forma que se describe en Ja Fig. 32. Por su parte, las levaduras ayunadas
se preparan como se describe en la Fig. 24. El bombeo de protones se realiza
como se describe en el apartado 2.10 de Materiales y Métodos.
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Tanto en las levaduras incubadas con glucosa y KCl como en las incubadas \inicamente con
glucosa, los dos mecanismos involucrados en la acidificacion vacuolar (difusion del CO; y
actividad de la H'-ATPasa vacuolar), se favorecen tras el metabolismo de la glucosa.

En el caso del CO», el grado de difusién dependerd de la magnitud del gradiente, el cual es
mayor en las levaduras incubadas con glucosa y KCl, por lo gue en éstas tanto Ja velocidad
como la magnitud de la difusién del CO; serd mayor que en el caso de las levaduras
incubadas Unicamente con glucosa.

Por otra parte, en el caso de las levaduras incubadas con glucosa ¥ KCl, el ApH existente
entre el citoplasma y la vacuola es mayor que en el caso de las levaduras incubadas
unicamente con glucosa. La Fig. 35 muestra que el pH citoplasmico de estas levaduras antes
del pulso de glucosa es de 6.56 mientras que el pH vacuolar es de 6.39. Por lo tanto, la
activacion de la H'-ATPasa vacuolar en estas levaduras no sera provocada por un bajo ApH
entre ¢l citoplasma y la vacuola, sino por el incremento en la produccion de ATP v por fa
presencia de iones potasio ¢l cual, tal y como ya se ha explicado, también deben estimular
la actividad de esta enzima. El resultado final es una significativa acidificacién vacuolar
tras la adicion de glucosa a estas levaduras.

Al igual que con [os otros equilibrios, la acidificacién de a vacuola tras el pulso de glucosa
se modifica con un amortiguador externo a pH 4 y 8 (Fig. 36). Puesto que a pH 4 la difusién
del CO; vacuolar es menor que en las levaduras incubadas a pH 6, también el grado de
difusion del COs producido por el metabolismo de la glucosa es menor; sin embargo, ¢l pH
final de 1a vacuola es menor en las levaduras incubadas a pH 4 (5.73) que en las incubadas a
pH 6 (5.86). A pesar de que ¢l grado de alcalinizacion vacuolar es mayor en las levaduras
incubadas a pH 8, la magnitud de la acidificacion provocada por la adicién de glucosa a las
levaduras es menor (0.29) que en las levaduras incubadas a pH 4 y 6; esto es debido 2 que a
pH 8 el pH citopldsmico se incrementa de tal forma que altera ¢l equilibrio de la H'-ATPasa
vacuolar retardando el bombeo de protones al interior de la vacuola, ademas, la cantidad de
CO; y 4cido carbonico citopldsmico debe disminuir debido a que su equilibrio 4dcido-base
se encuenira desplazado hacia la formacion de bicarbonato y protén por lo que la difusion
de écido carbonico hacia la vacuola es menor.

3.3.9. pH citopldsmico de levaduras incubadas con glucesa y KCly lavadas

En ef caso del pH citoplasmico de las levaduras incubadas con glucosa y K(C1 (Fig. 35),
también se observa una fase de alcalinizacion inicial, pero en este caso tanto la magnitud
como la duracién de dicho proceso es mayor que en las levaduras incubadas unicamente
con glucosa (Fig. 23).

Con respecto a 1a magnitud de dicho proceso, éste también tiene relacién con la magnitud
del gradiente de difusion del CO; provocada en estas levaduras, el cual es mayor si la
concentracion de CO; interna es mayor y el CO; externo es removido durante el lavado,
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Fig. 35. pH citoplasmico de levaduras incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM y
KC12.5 mM y lavadas. Las levaduras se preparan de acuerdo a los apartados 2,1
¥ 2.2, Las condiciones de peincubacion son las que corresponden al apartado
2.3c. Las levaduras se preincuban con glucosa 2.5 mM y KCl 2.5 mM, tal y como
se describe en el apartado 2.5a. Posteriormente se realiza el trazo de pH tal ¥
como lo describe al apartado 2.5b y finaimente se calcula el pH citopldsmico de
acuerdo al apartado 2.6. Las adiciones de glucosa 10 mM y KCI 10 mM se
realizan a los 350 y 650 seg. de incubacion respectivamente,
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Fig, 36. pH vacuolar de levaduras incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM y KCl
2.5mM y lavadas y resuspendidas en amortiguadores a pH 4, 6 y 8. Las levaduras
se preparan segin los puntos 2.1 y 2.2, posteriormente se incuban tal y como se
describe en los apartados 2.4¢. La incubacidn en la celda del fluordmetro y el calculo
de pH se realiza tal y como se describe en los apartados 2.5b y 2.6. Las adiciones de
glucosa 10 mM y KCI 10 mM se realizan a los 350 y 700 seg. respectivamente.
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Con respecto a la velocidad de difusion, se observa claramente un fenémeno de
retardamiento en [a alcalinizacion citoplasmica ya que, en este caso, se esperarfa gue dada
la mayor magnitud del gradiente de concentracién del dcido carbénico la velocidad de su
difusidén fuera mayor.

Existen dos posibles razones involucradas en el retardamiento de la difusion de! acido
carbonico al exterior de la levadura. La primera es la capacidad del ion potasio para retener
al ion bicarbonato en el interior de la levadura; a su vez, este proceso favorece la retencion
del 4cido carbonico lo cual retarda la alcalinizacién citopldsmica. La segunda razén se
refiere al probable papel del CO; vacuolar en la regulacion del pH citopldsmico de la
levadura. Al igual que en las levaduras incubadas dnicamente con glucosa (Fig. 23), el
citoplasma se alcaliniza inicialmente pero el pH final es practicamente el mismo gue el las
levaduras ayunadas después del pulso de glucosa (Fig. 25); es decir, a pesar de que el
citoplasma pierde CO», aparentemente existe un mecanismo que evita la alcalinizacién
excesiva de este compartimento y el cual ayuda a mantener el pH citoplasmico dentro de un
valor 6ptimo. En este sentido es probable que el CO; que difunde desde la vacuola ayude a
reestablecer el CO; citoplasmico que ha difundido al exterior de la levadura, resultando en
el mantenimiento del pH citoplasmico en un nivel 6ptimo.

3.3.10. Respuesia del pH citoplismico a fa adicién de KCl

El ion potasio entra a la levadura gracias a la diferencia de potencial en la membrana
plasmatica (A}, esta diferencia de potencial es producido por €l bombeo de protones a
través de la H'-ATPasa plasmética (Pefia ef al., 1969, 1972; Pefia, 1975). También se sabe
que la acidificacion del medio externo de [a levadura provoca el incremento de dicho
potencial de membrana favoreciendo la entrada del ion potasio a la levadura; es por ello que
en las levaduras incubadas en un amortiguador a pH 4 la entrada de K* es mayor que en las
levaduras incubadas a pH 6 (Pefia, 1975).

En las levaduras ayunadas la baja concentracion de glucosa provoca no solamente que la
actividad de la H'-ATPasa plasmatica sea muy baja sino que el metabolismo en general se
se encuentre deprimido (Figs. 24 v 25); por lo tanto el Ay es muy bajo en estas levaduras
por lo que la entrada del ion potasio es posible Gnicamente después de a adicién de glucosa
a estas levaduras (Fig. 25). Tal y como se ha mencionado, la entrada del ion potasio a la
fevadura provoca la despolarizacién de la membrana plasmaética (Seto-Young y Perlin,
1991) a lo cual la H'-ATPasa plasmatica responde con un incremento en su actividad lo
cual tesulta en la alcalinizacién del citoplasma. En las levaduras ayunadas el ApH
provocado por la adicién de KCl es de 0.18 (Fig 25).

Este mismo fenémeno se observa en las levaduras incubadas con glucosa y KCI o
unicamente con glucosa en las cuales el pulso de KCl posterior a la adicion de glucosa
provoca el incremento del pH citoplasmico (Figs. 23 y 35). El ApH provocado por fa
adicion de KCl es de 0.23 y 0.26 en las levaduras incubadas con glucosa y KCl o
unicamenie con glucosa, respectivamente.
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Tal y como se ha explicado en otro apartado, debido a la baja concentracion de glucosa
utilizada durante la incubacién de estas levaduras, la actividad de la H'-ATPasa plasmatica
es tmuy baja; de hecho, una vez rebasado el periodo inicial de alcalinizacién, el pH
citoplasmico tiende a acidificarse nuevamente (Fig. 23), lo que es prueba de que a pesar de
el consumo de oxigeno en estas levaduras es mayor que en las levaduras ayunadas (no se
muestra), si el pH citoplismico es 4cido, la actividad de la H'-ATPasa plasmatica se
encuentra deprimida y por lo tanto, el Ay debe ser también muy bajo.

Sin embargo, estas levaduras son capaces de transportar al ion potasio a su interior afin sin
un pulso anterior de glucosa. La Fig. 27 muestra que la adicion de KCl a estas levaduras
provoca el incremento del pH citoplasmico. Esta respuesta se observa unicamente si el KCI
se aflade a los 350 seg. de incubacion ¥ no en momentos posteriores (no se muestra). La
fase inicial de alcalinizacién alcanza su equilibrio entre los 100 y 350 seg. de incubacién
por lo que existe una relacién directa entre la entrada del ion potasio a la levadura y la
difusién del CO; al exterior de la misma. Por lo anterior, es probable que la entrada del ion
potasio esté favorecida gracias a la acidificacién del medio externo provocado por la
difusién de CO; y 4cido carbonico del interior de 1a levadura.

La Fig. 25 muestra el incremento dei pH citoplasmico de las levaduras ayunadas tras la
adicion de KCl posterior a la adicion de glucosa, el cual responde a la estimulacién de la
actividad de la H'-ATPasa plasmatica debido a la despolarizacién de la membrana
plasmatica producida por la entrada del ion potasio a la levadura (Seto-Young y Perlin,
1991),

Esta misma respuesta se observa en las levaduras incubadas con glucosa y KCl o
unicamente con glucosa (Figs. 23, 27 y 35) en las cuales el pH citopldsmico se incrementa
tras la adicion de KCI. Sin embargo, la Fig. 27 muestra que atin antes de Ia adicion de
glucosa, las levaduras incubadas inicamente con glucosa, son capaces de internalizar al ion
potasio. Es posible que en estas levaduras el Ay sea producto no solamente de la actividad
de 1a H'-ATPasa plasmatica sino, sobretodo, del 4cido carbénico que difunde al exterior de
la levadura el cual al acidificar el exterior de la levadura también es capaz de incrementar
el Ay. Esta es un prucba mas de la baja la actividad de la H™-ATPasa plasmidtica v de la
difusion del CO; al exterior de las levaduras incubadas con glucosa y lavadas las cuales, sin
glucosa, no son capaces de mantener constante el pH citoplasmico pero si de internalizar al
ion potasio atin sin ningtin pulso anterior de glucosa.

Por otra parte, la Fig. 37 muestra el transporte del ion potasio en las levaduras incubadas
con glucosa vy KCl y su comparacién con el de las levaduras ayunadas. El ion potasio es
expulsado de la levadura en respuesta a la dilucién de las mismas (Ketchum ef ai., 1995),
sin embargo, las levaduras ayunadas eliminan una cantidad menor de este ion debido a que
durante ¢! ayuno han eliminado una gran cantidad del mismo pero muestran aun la
capacidad de retomar aproximadamente la mitad del ion potasio eliminade inicialmente. En
el caso de las levaduras incubadas con glucosa y KCl, el ion potasio es transportado en
mayor cantidad hacia el exterior de la levadura y después de un corto proceso de entrada, el
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Fig. 37. Transporte de potasio en células ayunadas y en células incubadas 1 h
con glucosa 2.5 mM y KCl 2.5 mM. Trazo sin sustrato. Las levaduras incubadas
con glucosa y KC! se preparan de la misma forma que se describe en la Fig. 32. Por
su parte, las levaduras ayunadas se preparan como se describe en la Fig. 24. El
transporte de potasio se realiza como se describe en el apartado 2.10 de Materiales y

4



75

ion potasio es eliminado nuevamente al exterior de la levadura.

Tanto la entrada del ion potasic come su almacenamiento en el interior de la levadura,
requiere de la existencia del potencial a través de la membrana plasmatica. En las levaduras
con baja concentracidn de glucosa o en las que han sido sometidas a un prolongado periodo
de ayuno, la actividad de la H'-ATPasa plasmética disminuve considerablements
provocando con ello una disminucidn en el ApH y el Ay resultando en una pérdida del ion
potasio. Aunado a lo anterior, una levadura con bajo metabolismo energético, produce
menos COz 1o cual, aunado a la baja actividad de la H'-ATPasa plasmatica, resulta en una
disminuciéon de la retencién de bicarbonato en su interior. Dada la relacién entre el
bicarbonato y ¢l ion potasio, Ia pérdida de uno de estos iones provoca a su vez la remocion
del otro, provocando que el almacén de iones potasio y bicarbonato sea muy pequeiia en la
[evadura ayunada.

Durante el ayuno prolongado el Ay disminuye no solamente porque la actividad de la H'-
ATPasa plasmitica se abate significativamente, sino porque, al encontrarse disminuido el
metabolismo energético de la levadura, la cantidad de CO; que produce la levadura
disminuye (Lopez ez al., 1999). Si bien, el bombeo de protones a través de la H'-ATPasa
plasmatica establece el Ay, la retencion del bicarbonato que resulta de dicha actividad
enzimatica, ayuda a maniener ¢l mismo potencial de membrana y favorece el
almacenamiento de jones potasio en el interior de la levadura (Lopez er al., 1999). Y puesto
que la entrada y retencidn del ion petasio dependen det Ay y de la presencia de bicarbunato
en el interior de ia levadura, la disminucién de ambos factores provoca la pérdida de este
cation hacia el exterior de la levadura.

El fenémeno anterior se presenta en las levaduras ayunadas por lo gue la concentracion de
potasio interno en las levaduras ayunadas es mucho menor que en las levaduras incubadas
con glucosa y KCI (Fig. 37). La dilucion de las levaduras provoca la salida de iones potasio
al exterior de las mismas a través de un canal iénico que ha sido descrito por Ketchum ef af
- (1995). Puesto gue la salida inicial del ion potasio se da en respuesta a [a dilucién de las
levaduras, entre mayor sea el contenido inicial de iones potasio en la levadura, mayor serd
la cantidad de iones potasio que respondan a la dilucion de las mismas. El contenido de
iones potasio en las levaduras ayunadas es menor con respecto al contenido de las levaduras
incubadas con glucosa y KCl; la dilucién de las levaduras ayunadas provoca que el ion
potasio alcance una concentracion de 7 uM en el exterior de la levadura, mientras que la
dilucién de las levaduras incubadas con glucosa y KCl provoca la salida de iones potasio
hasta una concentracién externa de 20 pM (Fig. 37).

Postetiormente, las tevaduras incubadas con glucosa y KC| muestran cierta capacidad para
recuperar el potasio del exterior logrando reincorporar a los 400 seg. de irncubacion la mitad
del potasio eliminado inicialmente. Sin embrago, finalmente el ion potasio es eliminado de
la levadura en mayor cantidad hasta una concentracion de 27 uM en el exterior de las
levaduras. Los primeros 400 seg. de incubacién del este trazo (Fig. 37) coincide con el
incremento del pH citoplasmico tras la adicion de KCI a estas levaduras (no se muestra) por
lo que seguramente durante este lapso de tiempo la acidez externa provocada por la difusion
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del CO, interno de la levadura sea la responsable del incremento en €l Ay a través de la
membrana plasmatica y haga posible 1a entrada del ion potasio a la levadura. Sin embargo,
el bajo estado metabdlico de estas levaduras provoca que, una vez alcanzado el equilibrio
del CO; entre el exterior y el exterior de la levadura, el citoplasma se acidifique
nuevamente (Fig. 35} lo que provoca la dismimucién del Ay a través de la membrana
plasmatica con la consecuente pérdida del ion potasio del interior de la levadura. Es por ello
que a partir de los 400 seg. de incubacidn, las levaduras incubadas con glucosa y KCl
tienden a ¢liminar nuevamente al ion potasio y esta vez la concentracion final es de 27 uM,
s decir, la levadura elimina una mayor cantidad de ion potasio debido a que el Ay
disminuye paulatinamente. La adicién de glucosa a estas levaduras tiende a incrementar el
Ay (Calhorra ef al., 1998) y por lo tanto ¢l ion potasio es ripidamente reincorporado al
interior de la levadura disminuyendo la concentracién externa de potasio de 13 pM a 2.5
UM en un lapso de 50 seg. aproximadamente (Fig. 38). La entrada de! ion potasio a estas
levaduras también se observa en la Fig. 35 en la cual Ia adicién de KCl, posterior a la
adicién de glucosa, provoca el incremento del pH citoplasmico.

Las levaduras ayunadas presentan la capacidad de reincorporar nuevamente dos terceras
partes del potasio eliminado inicialmente (Fig. 37) y a pesar de que el Ay a través de la
membrana plasméatica es muy bajo, es probable que estas levaduras no eliminen mas
potasio al exterior debido a la baja concentracidén interna de dicho catién.

3.3.11. Respuesta del pH vacuolar a la adicién de KCl1

Se ha descrito la existencia de un antiportador K'/H" en la membrana de compartimentos
prevacuolares de 5. cerevisiae (Nass y Rao, 1998); por lo tanto, si la entrada del ion potasio
a la vacuola se lleva a cabo a través de este antiportador, debe provoear la salida de
protones de este organelo y por lo tanto el incremento del pH del mismo. Por otra parte,
nuestros resultados muestran que en fodos los casos en los que la adicion de KCl se realiza
después de la adicion de glucosa, el pH vacuolar se incrementa; esta observacion concuerda
con la respuesta que se espera del transporte del ion potasio a través del antiportador K*/H*
{Nass v Rao, 1998). La magnitud de la respuesta del pH vacuolar a la adicion de KCl
depende en primer lugar de la capacidad de la levadura para transportar K a través de la
membrana plasmatica y posteriormente de la capacidad de la membrana vacuolar para hacer
lo mismo.

En jas levaduras incubadas y NO lavadas (Fig. 39), ¢l bajo metabolismo proveca una
disminucidn en el Ay a través de la membrana plasmitica por lo que el ion potasio no es
capaz de internalizarse a estas levaduras; por lo tanto, en estas levaduras el ion potasio es
capaz de enirar a la vacuola dinicamente después de la adicién de glucosa. Al comparar la
respuesta del pH vacuolar entre el trazo sin sustrato (Fig. 21) y en el que primeramente se
adiciona KCI (Fig. 39), se observa que ¢l KC! no provoca ningiin cambio significative en el
pH vacuolar de las levaduras. Sin embargo, si antes de 1a adicién de KCl se afiade glucosa a
las levaduras, el pH vacuolar se incrementa en 0.17 unidades (Fig. 39); de hecho, la adiciéon
de glucosa posterior al KCl no provoca la disminucién del pH que se observa en el trazo
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Fig. 38. Transporte de potasio en células incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM y
KC1 2.5 mM. Trazo sin susirato y con adicién de glucosa seguido por KCL Las
levaduras se preparan como s¢ describe en la Fig. 32. La flecha indica la adicion de
glucosa 10 mM y KCI 10 mM. El transporte de potasio se realiza como se describe

en el apartado 2.10 de Materiales y Métodos.
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Fig. 39. pH vacuolar de levaduras incubadas 1 h con glucesa 2.5 mM y no
lavadas. Las levaduras se preparan de acuerdo a los apartados 2.1, 2.2 y 2.4a de
Materiales y Métodos. La medicion de fluorescencia, el calculo de pH se lleva a cabo
de acuerdo a los apartados 2.5b y 2.6. En un trazo las adiciones de glucosa 10 mM y
KCl 10 mM se llevan a cabo a los 350 y 600 seg. respectivamente; en el otro trazo se
adiciona KCl y después glucosa a [os 350 y 640 seg. respectivamente.
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inverso, esto es debido a que la respuesta final del pH vacuolar es la suma de lo que la
adicién de glucosa y KCl provocan conjuntamente sobre ¢l pH vacuolar (Fig. 39).

La Fig. 30 muestra que la magnitud de la respuesta del pH vacuolar a la adicién de KCl es
mayor en las levaduras incubadas con glucosa y KCI (ApH= 0.35) que en las levaduras
incubadas {inicamente con glucosa (ApH= 0.2). Es probable que la entrada del ion potasio a
las levaduras incubadas con glucosa y KCl se encuentre mas favorecido gracias a que en
estas levaduras la difusion del CO; es mayor gue en las levaduras incubadas tinicamente
con glucosa; la acidificacion del entorno las levaduras provoca el incremento del Ay a
través de la membrana plasmética favoreciendo la entrada del ton potasio a la levadura, Lo
anterior, aunado al hecho de que el pH vacuolar es menor al pH citoplasmico (Fig. 35)
provoca que la direccionalidad del gradiente de protones favorezca la entrada del ion
potasio que de cualquier forma lo mds probable es que se internalice a la vacuola a favor de
si gradiente de concentracién, lo cual provoca finalmente el incremento del pH vacuolar en
estas levaduras.

La Fig. 36 muestra que en las levaduras incubadas con glucosa y KCl y lavadas la magnitud
de la respuesta del pH vacuolar a la adicién de KCl es mayor en las levaduras incubadas en
un amortiguador a pH 4 y 6 que a pH 8. A pesar de que el pH vacuolar antes de la adicién
de KCl es similar entre las levaduras incubadas a pH 4 y 6 (5.8 y 5.9 respectivamente), el
ApH provocado por el KCl en las levaduras incubadas a pH 4 es mayor (0.38) que en las
levaduras a pH 6 (0.34). En este caso, la acidificacion del medio externo de las levaduras es
el factor primordial que provoca que el Ay a través de la membrana plasmatica sea mayor y
por lo tanto la entrada del ion potasio a la vacuola sea mayor, es decir, la acidificacion del
medio externo con un amortiguador a pH 4 favorece la entrada de K a la levadura (Pefia,
1975). Tanto en las levaduras incubadas a pH 4 como a pH 6, el pH vacuolar es menor al
pH citoplasmico pot lo que la direccionalidad del gradiente de protones desde la vacuola al
citoplasma constituye un factor adicional que favorece la entrada de K™ a la vacuola.

En el caso de las levaduras incubadas a pH 8 (Fig. 36), la alcalinidad del medio externo de
las levaduras disminuye el Aw a través de la membrana plasmatica lo cual provoca que la
entrada del ion potasio a la levadura sea menor; este hecho, aunado a que el ApH existente
entre ¢l citoplasma y la vacuola es menor que en los otros dos casos (pH 4 ¥ 6), provoca que
la entrada de dicho cation a la vacuola sea menor ¥ por lo tanto el ApH vacuolar tras el
pulso de KCl sea de solo 0.18 unidades.

Con respecto a las levaduras incubadas (nicamente con glucosa (Fig. 30), la entrada def ion
potasio a las levaduras debe ser menor que en las incubadas con glucosa y KCI va que en
las primeras la difusion del CO; al exterior de las levaduras es menor. Esto provoca que el
Aw a iravés de Ja membrana plasmatica sea menor y por lo tanto la entrada del jon potasio
estd menos favorecida. Por otra parte, puesto que la direccionalidad del gradiente de
protones existente entre el citoplasma y la vacuola es contraria a la que favorece la entrada
del ion potasic a la vacuola, provoca que la intemalizacién de dicho cation a la vacuola
responda tnicamente al gradiente de concentracion de dicho catién. Por lo tanto, la

respuesta del pH vacuolar a la adicidn de KCl es menor ﬁﬁ §\m incubadas
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unicamente con glucosa.

A su vez, las Jevaduras incubadas con glucesa y lavadas el ion potasio puede internalizarse
a la levadura atin antes de la adicion de la giucosa (Fig. 27). Tal ¥ como se describid en el
apartado anterior (ver seccidn 3.3.10) las levaduras incubadas con glucosa y lavadas son
capaces de captar ¢l potasio externo aln sin la adicién de glucosa debido a que el Ay
existente a través de la membrana plasmitica se incrementa gracias a la acidificacion
externa que provoca la difusion del COQ; interno de la levadura (Fig. 27). Par lo tanto, en
estas levaduras el ion potasio se encuentra disponible en el citoplasma para ser
internalizado a la vacuola (Fig. 40).

De acuerdo al mecanismo de transporte del ion potasio a través del antiportador K'/H', el
transporte del iom potasio al interior de la vacuola en comtra de su gradiente de
concentracion debe estar acoplado a la salida de protones desde la vacuola al citoplasma.
Sin embargo, la Fig. 28 muestra que a los 350 seg. del trazo el pH vacuolar es
aproximadamente 0.17 unidades mayor que el pH citoplasmico; este ApH entre ambos
compartimentos debe provocar un gradiente de protones desde el citoplasma hacia la
vacuola, es decir, en sentido inverso al requerido para el transporte del ion potasio en contra
de su gradiente de concentracidn,

En dichas condiciones, 1a entrada dei jon potasio a la vacuola debe responder al gradiente
de concentracion del propio catitn; es decir, a la mayor concentracion del ion potasio en el
citoplasma que en la vacuola. De esta forma, a pesar de que el pH vacuolar sea mayor que
el pH citoplasmico, la entrada del ion potasio a través del antiportador K'/H" provocara el
desplazamiento de protones al exterior de este organelo resultando en el incremento del pH
vacuolar.

Las levaduras con bajo metabolismo tienden a eliminar jones potasio al exterior (Figs. 37 y
38) provocando que la concentracidn final de dicho catién sea muy baja. Por lo tanto, si a
estas levaduras se les afiade KCl, se producira un gradiente de concentracién de este catién
favoreciendo su internalizacidn a la vacuola. Es por ello que en las levaduras incubadas con
glucosa y lavadas el ion potasio se internaliza a la vacuola adn sin la adicion anterior de
glucosa (Fig. 40). Una vez que el gradiente de concentracion del ion potasio alcanza el
equilibrio, la adicion de glucosa favorece un mayor almacenamiento del mismo debido
probablemente a que tras la adicion de glucosa la levadura internaliza una mayor cantidad
de iones potasio (Fig. 38); la respuesta final del pH vacuolar tras la adicién de glucosa
posterior al KCl, representa la suma de los cambios que cada uno de los sustratos afiadidos
a la levadura provoca, de manera individual, sobre el pH vacuolar.
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Fig. 40, pH vacuolar de levaduras incebadas 1 b con glucosa 2.5 mM y lavadas.
Las levaduras se preparan de acuerdo a los apartados 2.1, 2.2 y 2.4b de Materiales ¥
Métodos. Posteriormente, se lleva a cabo la incubacién de las levaduras en la ceida
del fluordémetro, la medicion de la fluorescencia v el calculo de pH tal y como se
describe en los apartados 2.5b y 2.6 de Materiales y Métodos. Las adiciones de KCI
10 mM y glucosa 10 mM se llevan a cabo a los 350 y 650 seg. respectivamente,
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4. DISCUSION

4.1. DISTRIBUCION CELULAR DE LA PIRANINA Y VALIDACION DE LA
TECNICA

En el presente trabajo se utilizé una técnica fluorescente para la medicién del pH interno en
la tevadura S. cerevisiae. Como se demostrd a lo [argo de la primera parte de los resultados,
las fotografias realizadas en el microscopio de fluorescencia (Figs. 6-9 y 11) aportaron una
gran cantidad de informacién acerca de la localizacion intracelular del colorante, asf como
del proceso de entrada de la piranina a la vacuola (Fig.10). Por su parte, las fotografias al
microscopio electrénico aportaron mas informacion acerca de la morfologia vacuolar (Figs.
12-14).

La técnica de la piranina presenta numercsas ventajas en relacidn con otras técnicas y
colorantes utilizados en la cuantificacién det pH intracelular; dentro de las mas importantes
se encuentran las siguientes:

4.1.1. Introduccién del colorante a la levadura.

La piranina es un colorante de baja permeabilidad, pero es posible introducirlo a la levadura
por medio de Ia electroporacién. La piranina es un colorante que permite cuantificar el pH
intracelular de la levadura y seguirlo en el tiempo, ya que la téenica es de respuesta rapida y
sensible.

Existen ofros colorantes que se introducen 2 las levaduras tras una sencilla incubacion de
unas cuantas horas (Haworth y Fliegel, 1993), sin embargo, éstos mismos tienden a
perderse hacia el exterior de la [evadura con Ia misma facilidad con la que se introdujeron,

En el caso de §. cerevisige, la salida de la piranina del interior de la misma, se hace
evidente hasta 24 h después de realizada la electroporacion (ver seceion 4.1.3).

4.1.2. Metabolisme y transporte celular.

Los resultados muestran que, ni la técnica de introduccidn de la piranina a la levadura, ni su
presencia en el interior de la misma, altera el metabolismo de este microorganismo. Las
levaduras electroporadas en presencia de piranina presentan una respiracion normal y una
respuesta a la glucosa y al ion potasio que se ajustan aceptablemente a los mecanismos
moleculares conocidos; la levadura no presenta ninguna clase de disturbio metabélico ni
alteracién en su capacidad de transporte, por lo que en este sentido, la técnica de la piranina
¢s aceptable (Pefia ef al., 1995).
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4.1.3. Permanencia del colorante en el interior de la levadura.

La cantidad de piranina total, interna y externa de la levadura, se mantiene précticamente
constante hasta 8 h después de realizada la electroporacion, siendo la tnica condicién para
esto, que las levaduras se mantengan a 4 °C durante todo este tiempo.

Sin embargo, 24 h después de realizada la electroporacion, se hace evidente la salida de la
piranina, aiin en las levaduras que han sido refrigeradas (Pefia ef al., 1995).

4.1.4, Distribucion intracelular de la piranina,

La piranina presenta la peculiaridad de concentrarse diferencialmente, ya sea en el
citoplasma o en la vacuola de la levadura; la localizacién intracelular de este colorante
depende dei tratamiento al que se sometan las levaduras electroporadas.

En nuestro trabajo, llevamos a cabo la cuantificacion del pH citoplasmico en levaduras
electroporadas inmediatamente después del periodo de ayuno (Fig. 4) o en levaduras
electroporadas posteriormente a la preincubacion con glucosa sola o con KCl (Fig. 5).

Por otra parte, se cuantificé el pH vacuolar en levaduras electroporadas e incubadas con
glucosa sola o con KCl (Fig. 4). La cuantificacion del pH vacuolar puede llevarse a cabo
inmediatamente después de terminado el periodo de preincubacion (Fig. 4) o en levaduras
que han sido sometidas a un lavado posterior al misme (Fig. 5).

La piranina es una molécuia cargada negativamente y por lo mismo no es capaz de atravesar
directamente la membrana vacuolar (Clement y Gould, 1981; Kano y Fendler, 1978); sin
embargo, nuestros resultados muestran que la piranina es capaz de concentrarse en el
interior de la vacuola en las levaduras electroporadas e incubadas con glucosa sola o con
KCL

El hecho de que la entrada de la piranina a la vacuola sea un fendmeno dependiente de la
presencia de susirato (glucosa con o sin KCI), sugiere que la piranina se introduce al
interior de dicho organelo gracias a un transporte activo. Puesto que la piranina presenta
carga negativa, es probable que este colorante sea atraido al interior de la vacuola gracias al
ambiente acido y positivo que existe en el interior de la misma. La incubacién de las
levaduras electroporadas con glucosa sola o con KCl, provoca una disminucion en el pH
vacuolar (Fig. 26). Es muy probable que en presencia de dichos sustratos la actividad de la
H'-ATPasa vacuolar sea estimulada v por lo tanto imponga el potencial electroguimico a
través de la membrana vacuolar, 4cido y positivo en el interior de la vacuola (Anraku et al.,
1992 a). Es posible que 1a entrada de la piranina a la vacuola responda a dicha diferencia de
potencial y tal vez se introduzca a dicho organelo a través de un acarreador inespecifico.
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4.1.5. Concentracion de la piranina.

Segin 1a curva patrén de piranina y los datos de Pefia ef af, (1995), la concentracién de
piranina utilizada es de 15 pM aproximadamente, en una alicuota de 50 pl de levaduras
electroporadas; a estas levaduras se les elimina el ¢xceso de piranina con varios lavados
posteriores a la electroporacién y finalmente se diluyen en una relacién igual a la inicial de
0.5 g/mi. Kotyk y Slavik (1989) recomiendan el uso de colorantes en un intervalo de
concentracion entre 10 uM y 1 mM, por lo que la concentracion de 15 pM, presente en la
alicuota de 50 pl, se encuentra dentro del intervalo recomendado.

5i 1a concentracién de piranina es muy baja, se corre el riesgo de gque el colorante se una a
ciertas moléculas intracelulares. Lo anterior se ha observado que sucede con algunos
colorantes que son introducidos a las células bajo estudioc a una concentracién muy baja, lo
que provoca que finalmente el colorante se pierda en el interior de la misma al unirse a
algunas proteinas (Kotyk y Slavik, 1989); por lo anterior, la concentracion del colorante
utilizado debe encontrarse en un intervalo tal que su pérdida por unién a otras moléculas no
sea significativo; si en cambio, la concentracion utilizada es muy alta, es posible que el
indicador cambie el pH intracelular o afectar el metabolismo de la levadura (Kotyk y
Slavik, 1989},

4.1.6. La forma fluorescente.

La piranina es una molécula que mantiene su fluorescencia en el interior de la levadura y
que presenta un espectro de fluorescencia tal que permite distinguir su forma ionizada de la
protonada, sin interferencias importantes.

Con otros colorantes fluorescentes utilizados en la medicién del pH intracelular, se torna
necesaria la aplicacion de enzimas intracetulares que liberen al grupo fluorescente. Tal es el
cas0 del diacetato de 6-carboxi-fluoresceina (6-CFDA); en este caso, la molécula
fluorescente (fluoresceina) se encuenira como grupo acilo (Haworth and Fliegel, 1993). Por
lo tanto, el uso de este tipo de moléculas conjugadas requiere la actividad de la enzima
cotrespondiente capaz de convertir en su forma libre a la molécula fluorescente en el
interior de la célula; sin embargo, como es de esperarse, algunas veces este hecho
representa una importante limitacion al uso de dichas moléculas para la medicién del ph
interno de la levadura.

Por otra parte, una caracteristica relevante de la técnica de la piranina, es el hecho de que el
linico seguimiento que se realiza es el de la fluorescencia de la forma bésica del colorante y
que el calculo final del pH intracelular no requiere de ia construccion de una curva patron
sino unicamente de la aplicacion de los calculos ya descritos en Materiales y Métodos.

Con respecto a lo anterior, Kotyk y Slavik (1989) mencionan que el seguimiento de una
sola forma del equilibrio 4cido-base para el célculo del pH interno, es vilido siempre y
cuando la cantidad de colorante total se mantenga constante a lo largo de toda la medicion
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del mismo. En este caso, es posible aplicar el criterio anterior ya que se observan dos
fenémenos importantes: a) el valor de fluorescencia total es el mismo a lo largo de cada
trazo de pH y, b) los valores de fluorescencia total son practicamente los mismos entre los
distintos trazos de pH. Es decir, en este caso, es posible aplicar el criterio que Kotyk y
Slavik (1989) mencionan ya que la cantidad total de colorante se mantiene constante en
cada una de las mediciones y entre cada una de ellas, por lo tanto, es posible llevar a cabo
unicamente el seguimiento de la forma bésica de la piranina.

4.1.7. Intensidad de la fluerescencia.

Otra cuestion fundamental observada durante el establecimiento de la técnica de [a piranina,
fue la aparente ausencia de fenémenos de quenching de la fluorescencia, tanto para la forma
4cida y basica de la piranina, en su estado libre o en el interior de la levadura. Lo anterior se
deduce del hecho de que la magnitud de la fluorescencia de emisién es igual a la de
excitacion en cada uno de los espectros; es decir, en este aspecto no es evidente la
existencia de ningin fenémeno capaz de provocar una respuesta diferencial entre la
fluorescencia de excitacidn y la fluorescencia de emisién.

4.1.8. Espectros de la piranina en estado libre y en ¢l interior de la levadura.

Es importante que las caracteristicas espectroscopicas de la piranina sean las mismas, tanto
en su estado libre como en el interior del citoplasma o de la vacuola ya que ésto hace
posible aplicar la misma técnica de deteccion, asi como de cuantificacién del pH en ambos
compartimentos,

La forma libre de la piranina o la interna en la levadura, presentan las mismas longitudes de
onda de méxima emision y excitacién para la base y el Acido, ademds de que la forma
general de los espectros es practicamente igual.

4.1.9. Curvas de piranina total y de pH citoplismico y vacuolar.

Finalmente, las curvas de piranina tetal vs volumen de levaduras electroporadas son
lineales, es decir, siguen un patrén de proporcionalidad directa con respecto a la
concentracidn de piranina presente en la celda del fluorometro. Esto quiere decir al menos
dos cosas: a) que la magnitud de la fluorescencia no sobrepasa la capacidad de deteccién
del aparato y, b) que no existe ningin fendémeno de apagamiento que disminuya la
intensidad de la fluorescencia, y este es aplicable en el intervalo de concen tracién de
piranina estudiada (10 a 70 pl de suspensién de levaduras). Por lo anterior se tiene la
certeza de que los valores de fluorescencia obtenidos durante los trazos de pH, no estdn
subestimados.

El mismo fendmeno se observd en las curvas de pH vacuolar y citoplasmico, las cuales
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también mostraron un valor constante en el intervalo de 10 a 70 pl de la suspensién de
levaduras, y ¢llo significa que en todo este intervalo los valores de fluorescencia utilizados
para el cilculo de pH son proporcionales al incremento en la concentracion de piranina,

Todas las caracteristicas de la piranina anteriormente descritas hacen de esta técnica una
forma confiable de medir el pH intracelular.

4.2. EL pH CITOPLASMICO Y VACUOLAR EN LA LEVADURA

El objetivo inicial de 1a presente investigacion fue conocer la respuesta del pH vacuolar a fa
adicion de glucosa. La hipétesis plantea la suposicion de que el pH vacuolar disminuye tras
la adicién de glucosa. El metabolismo de la glucosa produce ATP el cual incrementa la
actividad tanto de la H'-ATPasa plasmatica como de la H-ATPasa vacuolar favoreciendo
el bombeo de protones al exterior de la levadura y al interior glucosa respectivamente, Por
lo tanto se sugirié que el solo bombeo de protones a través de la H'-ATPasa vacuolar
provocaria la acidificacién de la vacuola.

Sin embargo, gracias al modelo empleado de levaduras incubadas con glucosa y
posteriormente lavadas, fue posible observar la importancia del equilibrio del CO; y del
estado energético en la regulacion del pH interno de la levadura.

En principio el establecimiento de la técnica de incubacion de las levaduras con glucosa y
su posterior lavado tuvo como origen la necesidad de comparar el comportamiento del pH
citoplasmico con el vacuolar. Puesto que la introduccion de la piranina a la vacuola de las
levaduras requiere de una incubacion previa con glucosa, fue necesario llevar a cabo el
mismo procedimiento para la medicion del pH citoplasmtico, con la tnica diferencia que la
electroporacion se realiza después de la incubacion. Por este motivo es necesario lavar las
levaduras para eliminar el exceso de piranina.

Se observé que el lavado de las levaduras altera profundamente ¢l pH interno de las mismas
debido a su bajo estado energético. Durante la incubacidn con glucosa, las levaduras
almacenan CO; ¢l cual tiende a eliminarse al exterior en respuesta al gradiente de difusion
provocada por la remocidén del icido carbonico del exterior. Por lo tante, en vista de los
cambios profundos del pH citoplasmico después del lavado de las levaduras, también se
llevé a cabo la medicion del pH vacuolar en levaduras tratadas de la misma forma,

Lépez et al (1999) presenta un modelo que muestra la relacion entre los equilibrios del CO,
y la H"-ATPasa plasmética con el pH citoplasmico. Tras el estudio ¢ interpretacion de los
resultados obtenidos en este trabajo, fue posible extender diche modelo hacia la membrana
vacuolar y el interior de este organelo (Fig. 26). Ademds, la observacién de que el ion
potasio favorece la acidificacion de la vacuola complementt dicho modelo acerca del papel
de este catién en la regulacién del pH de la levadura.
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Dicho modelo muestra la intima relacion que existe enire la glucosa, el metabolismo
energético y el CO: con la actividad de las H'-ATPasas plasmética y vacuolar de la
levadura asi como el efecto del ion potasio sobre dichos equilibrios.

4,2.1. Modelo de la regulacion del pH citoplismico y vacuolar

Las caracteristicas de la glucosa tales como su abundancia y estabilidad, ha tenido una
enorme repercusion sobre el desarrollo de las vias metabélicas de los organismos, ya que
¢stos han establecido como vias principales de obtencién de energfa, la utilizacién de este
sustrato (Lehninger, 1985},

La glucosa es la fuente de carbono por excelencia de la levadura. Este sustrato es
fundamental para el &ptimo funcionamiento del metabolisme energético de este
microorganismo ya que ademas de ser ripidamente metabolizado a través de la
fermentacion (Gancedo y Serrano, 1989) la glucosa juega un papel primordial en la
regulacién de las vias metabélicas la levadura y en la activacidn de vias de transduccion de
sefiales (Thevelein, 1994).

El metabolismo de los microorganismos depende en gran manera de la presencia y
concentracién de sustratos tales como la glucosa (Thevelein, 1994). Tal v como se
menciond, la glucosa activa vias metabélicas de importancia crucial para la levadura ya que
su concentracion es capaz de regular el cambio de fermentativo a
respiratorio/gluconeogénico lo que significa la capacidad de la levadura para utilizar otras
fuenies de carbono diferentes a la glucosa (Gancedo y Serrano, 1989).

La via de transduccion de sefiales que activa la glucosa estimula la actividad de protein
cinasas (Thevelein, 1994) y estas son las que aparentemente fosforilan a la H-ATPasa
plasmética (Serrano, 1983; Chang y Slayman, 1991; Brandao et al., 1994; Estrada et al,,
1996). La fosforilacién de la H'-ATPasa plasmatica estimula su actividad (Serrano, 1991)
provocando un mayor bombeo de protones al exterior de la levadura. Por lo tanto, la
actividad de esta enzima depende de manera doble de la presencia de glucosa ya que no
solamente es fosforilada a través de las vias activadas con glucosa, sino que también
depende del ATP que el metabolismo de la glucosa produce.

Por lo anterior, se deduce que la H'-ATPasa plasmatica representa un blanco clave en la
regulacién del metabolismo de la levadura ya que los productos de su actividad, tales como
el pH citoplasmico y el ApH y el Ay, tienen consecuencias muy impeortantes en la actividad
de la levadura.

La levadura también contiene vias metabdlicas que son activadas a través del pH
intracelular de la levadura entre las cuales se encuentran algunas relacionadas con la
proliferacion celular (Thevelein, 1994). Y puesto que el pH citoplasmico de las levaduras
cambia notablemente tras la adicién de glucosa, es posible que dichos cambios estén
relacionados precisamente con la activacidén de los mecanismos involucrados con la
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proliferacion celular; mas ain si los cambios de pH citopldsmico responden a la actividad
de la H'-ATPasa plasmdtica, enzima cuya funcién depende directamente del estado
energético de la levadura.

Por otra parte, los resultados muestran la importancia del equilibrio del CO; en el interior
de la tevadura. El CO; representa no solamente la fuente primordial de protones.en la
levadura, sino el sistema amortiguador del pH intemmo por excelencia. Ademas, el 4cido
carbbnico es la fuente de bicarbonato el cual es de vital importancia para la levadura ya que
éste favorece el mantenimiento del Ay a través de la membrana plasmatica (Lopez ef al.,
1999).

Sin embargo, la produccion de CQ; depende directamente del metabolismo energético de la
levadura y por lo tanto de la naturaleza y concentracion del sustrato al cual tenga acceso la
levadura (Lopez et al., 1999).

4.2.2, pH citoplismico

Cualquier disminucién en la capacidad de la levadura para mantener activa a la H'-ATPasa
plasmitica tal como la disminucidn en la concentracién de glucosa, provocard no solamente
una disminucién en €l bombeo de protones al exterior de la levadura, sino una disminucion
del ApHl y el Ay. Esto provoca una disminucion en la capcidad de transporte de nutrientes a
su interior ¥ por lo tanto un retardamiento en la capacidad de desarrollo y proliferacion de la
levadura. Ademas, si la concentracién de glucosa disminuye, la concentracién de CO;
producide y en la capacidad de amortiguadora de la levadura también viene a menos.

Por lo tanto, una levadura ayunada presentard una disminucién en su ApH y Ay pero
ademas tendera a perder CO; interno. Este es un fenémeno que la levadura debe evitar ya
que una cuestién fundamental es que mantenga en concordancia el pH citoplasmico con el
ApH y Aw. El primero puede representar una sefial importante de activacién de vias
metabélicas y de proliferacion celular, mientras que los otros dos, capacitan a la membrana
plasmatica de la levadura para transportar nutrientes a su interior lo que a su vez activa su
metabolismo y desarrollo.

Por lo tanto, tanto el incremento del pH citopldsmico como el establecimiento del ApH y
Ay en la membrana plasmatica, deben responder al mismo hecho: la presencia de glucosa
en el medio o de alguna otra fuente de cabono que sca capaz de otorgar suficiente ATP a la
H*-ATPasa plasmatica y estimular su actividad.

Si la levadura pierde su capacidad de regular coordinadamente el pH citoplasmico y el del
ApH y Ay en la membrana plasmatica, la regulacion entre la entrada de nutrientes a su
inferior v la activacion de las vias metabélicas estaran desfasadas y este hecho podria
provocar la muerte de la levadura.

En este punto el ion potasio juega un papel fundamental en la regulacion del pH interno de
la levadura, ya que no solamente favorece el mantenimiento del Ay gracias a su capacidad
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de retencidn del bicarbonato, sino que también favorece el bombeo de protones a través de
las H'-ATPasas plasmaética y vacuolar.

Por lo tanto, el mantenimiento del pH citoplasmico, el ApH y el Ay en la membrana
plasmatica dependen directamente de la presencia de glucosa y KCi en el medio; es decir, la
regulacién del pH interno de la levadura depende directamente del estado energético y de la
preseficia de iones potasio en este organismo.

Los cambios del pH citopldsmico pueden ser ripidamente establecidos en las levaduras
ayunadas gracias a la actividad de la H'-ATPasa plasmatica y a que ésta es activada por
glucosa; ademds, la capacidad amortiguadora del citoplasma de tas levaduras aynnadas debe
ser menor dada la baja en la producci6n de 4cido carbonico. Ademds, la actividad de la H'-
ATPasa plasmatica se favorece con la acidificacion citoplasmica de las levaduras ayunadas
debido & que la concentracion de protones en el citoplasma debe desplazar su equilibrio.

En este punto es importante considerar el papel del K*. El mantenimiento del Ay a través
de la membrana plasmatica de la levadura depende de la capacidad de la levadura para
bombear protones al exterior de la misma y de retener bicarbonato en su interior. Sin
embargo, una levadura ayunada no solamente disminuye la produccion de CQ; sino que
ademds disminuye la actividad de la H'-ATPasa plasmatica por lo que el Ay disminuye en
estas Jevaduras. Esto provoca que el ion poiasio se elimine ya que su almacén, al igual que
su enfrada a la levadura, depende del Ay existente a través de la membrana plasmética
(Peiia et al., 1975; Lopez et al., 1999). Por lo tanto, una levadura ayunada tendera a perder
K". Sin embargo, en este punto surgen varias preguntas importantes:

;Jusga algan papel importante el antiportador K*/H™ presente en la membrana plasmética
en ta regulacion del pH interno de la levadura? (Ramirez et al., 1996, 1998). ;Por qué a
pesar de que una levadura ayunada preduce menos cantidad de CO; presenta un citoplasma
acido?. ;Por qué en cambio, la vacuola de las levaduras ayunadas presentan un pH
alcalino?.

Puesio que el metabolismo de la levadura se reguta también a través del pH citopldsmico,
su acidificacién puede representar una sefial importante de disminucion en la capacidad
energética de la levadura; y precisamente la pérdida del ion potasio al exterior de la
levadura ¢s reflejo de la disminucion en la actividad de la H'-ATPasa plasmdtica, la cual
depende de la presencia y metabolismo de la glucosa. Por lo tanto, es posible que esta
sefializacion se lleve a cabo a través del antiportador K*/H" presente en la membrana
plasmdtica (Ramirez et al., 1996, 1998) el cual acidificaria el citoplasma de manera
coordinada a la pérdida de iones potasio. Posiblemente a través de la actividad de este
antiportador, la levadura coordina la disminucién en la actividad de la H'-ATPasa
plasmatica con Ja acidificacion citopldsmica.

Se sabe que [os mecanismos que son regulados a través del pH interno de la levadura son
los involucrados en la estimulacién o apagamiento de ia fermentacién y de Ia




90

respiracion/gluconeogénesis (Thevelein, 1994). Por lo tanto, el cambio de pH intemo en la
levadura es capaz de regular la sintesis de novo de la glucosa o la wtilizacién de otras
fuentes de carbono diferentes a la glucosa. Por ejemplo el etanol, que es producto de la
{ermentacion, es metabolizado a través de la respiracion en la levadura (Gancedo y Serrano,
1989).

4.2.3. pH vacuolar

Los resultados obtenidos con el pH vacuolar, musestran que la acidificacion vacuolar
depende tanto del bombeo de protones a través de la H'-ATPasa vacuolar como de la
concentracion de acido carbonico en el interior de la vacuola. Ambos mecanismos son
activados por el ion potasio y de hecho en su ausencia, la acidificacion de la vacuola es
mucho menor que en presencia de este cation.

Los resultados también muestran que el CO; no solamente es fuente de protones para la
vacuola sino que ademas juega un papel de amortiguador del pH vacuolar muy importante,
Por su parte, la actividad de la H'-ATPasa vacuolar también es fundamental no solamente
en la acidificacién vacuolar sino en el establecimiento del ApH y Ay en la membrana
vacuolar (Anraku ef al., 1989).

Los resultados muestran que el proceso de acidificacién vacuolar es mas lento que la
alcalinizacién del citoplasma. Esto puede responder al hecho de que en el caso de la
acidificaciéon vacuolar estin involucrados los dos mecanismos: la actividad de la H'-
ATPasa vacuolar y la concentracion de COa.

La capacidad de retencién del bicarbonato en presencia de iones potasio es especialmente
importante en el caso de la acidificacién vacuolar, ya que estimula no solamente la
actividad de la H'-ATPasa vacuolar sino también la capacidad de concentracién de CO; en
¢l interior de la vacuola. La alta dependencia de estos mecanismos de la presencia de iones
potasio debe responder al hecho de que la acidificacion vacuolar reguiere de la
concentracion de una gran cantidad de protones y de CO; por lo que ambos mecanismos
requieren de iones potasio que los estimule. Lo anterior, aunado al hecho de que ia
capacidad amortiguadora de la vacuola debe ser mayor conforme se incrementa la
concentracion de CO; en su interior, da lugar a que la acidificacion vacuolar requiera del
bombeo de una gran cantidad de protones y/o de la concentracién de mas acido carbdnico
en la vacuola.

En el caso de la H-ATPasa vacuolar su actividad debe favorecerse en presencia de iones
potasio ya este catién favorece la retencién de bicarbonato tras el bombeo de protones a
través de la bomba vacuolar. En el caso del COs, su almacenamiento en el interior de la
vacuola también debe incrementarse con la presencia de iones potasio ya que al retener
bicarbonato disminuye la capacidad del Acido carbonico de difundir nuevamente hacia el
citoplasma. Por lo tanto, en ef caso de la acidificacién vacuolar, el ion potasio actiia no
solamente desde et interior de este organelo, sino también desde el citoplasma.
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Algunos investigadores proponen que tanto los polifosfatos como los aminoacidos basicos
almacenados en el interior de la vacuola juegan un papel primordial en el procese de
acidificacién vacuolar {Okorokov er al.,1980; Klionsky et al.,1990}. Esto debido al hecho
de que estas moléculas son capaces de protonarse y por lo tanto de retener protones en la
vacuola. Y puesto que la vacuola es capaz de almacenar polifosfatos y aminodcidos bésicos
en gran cantidad, es posible que el almacén de protones bombeados por la H'-ATPasa
vacuolar y los que ta difusién del dcido carbonico introduce a la vacuola, sean captados en
gran parte por estas moléculas, favoreciendo el almacén de protones y la acidificacion
vacuolar. De hecho se sabe que la actividad in vitro de la H'-ATPasa vacuolar se favorece
en presencia de iones clorwo (Wada y Anraku, 1994) debido a que dichos aniones
disminuyen el Ay a través de la membrana vacuolar; este mismo papel podrian estar
jugando in vive, los polifosfatos que se almacenan en gran cantidad en la vacuola.

Un aspecto muy importante es la entrada del ion potasio a la vacuola. El hecho de que el ion
potasio se introduzca a la vacuola a través de un antiportador K'/H" (Nass y Rao, 1998)
presenta la ventaja de que alin cuando no exista un ApH entre el citoplasma y la vacuola, el
ion potasio es capaz de internalizarse a la vacuola gracias a su gradiente de concentracign
entre el citoplasma y la vacuola.

Por jo tanto, si en un principio no existe un suficiente Ay a través de la membrana vacuolar
tal que haga posible la entrada de este cation a la vacuola, éste de cualquier forma se
introduce gracias a su gradiente de concentracién lo cual, a su vez, favorece la retencion de
acido carbonico en el interior de la vacuola.

La vacuola es un organelo de almacehamiento de iones, proenzimas, aminodcidos entre
otros metabolitos (Roomans et al., 1979; Okorokov et al.,, 1980; Klionsky et al., 1990). El
transporte de muchos de ellos se lleva a cabo a través de antiportadores acoplados con
protén por lo que su almacenamiento depende en gran medida del ApH a través de la
membrana vacuolar (Klionsky er al., 1990) y por lo tanto, dei grado de acidez de la vacuola.
A su vez, la activacidn de proenzimas como la carboxipeptidasa A, la cual es una proteasa
cuya activacién y salida de la vacuola, depende del pH vacuolar (Klionsky et af., 1990).

Puesto que la acidificacién vacuolar es un mecanismo lento y que depende de un estado
metabolico muy activo, es razonable pensar que la velocidad de acidificacién vacuolar se
encuentre coordinada con el transporte de metabolitos a su interior asi como con la
activacién de ciertas proteasas, mas adn si se considera que el requerimiento de jones y de
ciertas actividades enzimaticas se presentan siempre bajo ciertas condiciones metabdlicas
las cuales cambian radicalmente entre una levadura ayunada y otra que contiene una alta
concentracién de sustratos.

Por lo tanto, la velocidad de los cambios del pH citopldsmico y vacuolar deben responder a
la funcion de cada uno de ellos en el metabolismo celular. En el caso del pH citoplasmico
de las levaduras ayunadas se observan cambios muy ripidos en presencia de glucosa lo cnal
pareceria tener una funcién regulatoria sobre las vias metabolicas que degradan glucosa.
Ademds, dada la importancia fundamental del metabolismo energético y de la dependencia
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de muchas otras funciones celulares del aporte de ATP, se explicaria la prioridad en el
cambio metabdlico de la levadura de un estado respiratorio/gluconeogénico a otro
fermentativo.

En comparacion con ia importancia que presenta la regulacién del metabolismo energético
en la levadura, el almacenamiento de iones y la activacion de proenzimas constituyen
mecanismos de regulacion mds finas y que responden a su vez al estado metabdélico de la
levadura. Eso explicaria en parte la lenta acidificacién vacuolar en comparacién con la
respuesta del pH citoplasmico a la adicién de la glucosa.

El mecanismo de regulacién del pH interno en la levadura funciona de manera
independiente de la actividad de la anhidrasa carbénica ya que, a pesar de que ésta es una
enzima ubicua (Henry, 1996), hasta ¢l momento su actividad no ha sido reportada en
hongos {Lopez et al., 1999).

La anhidrasa carbonica es la enzima encargada de ocatalizar ¢l equilibrio de
hidratacion/deshidratacion del ion bicarbonato (ver ecuacion 2). La anhidrasa carbénica se
caracteriza por su actividad extraordinariamente alta; de hecho, esta enzima es la que posee
la actividad molar mas elevada de cualquiera de las enzimas conocidas hasta Ia fecha. La
anhidrasa carbdnica cataliza la conversién de 36 millones de moléculas de sustrato/min. x
molécula de enzima (Lehninger, 1985).

La levadura se distingue por no contener ningln transportador de bicarbonato en sus
membranas a diferencia de lo que s¢ observa por ejemplo en las células animales (Guyton,
1987; Bemne y Levy, 1988) por lo tanto, tras el bombeo de protones a través de las H'-
ATPasas plasmatica y vacuolar, el bicarbonato se retiene en el interior de la levadura. Esto
se debe a que el bicarbonato es una molécula con carga y por lo tanto no es capaz de
difundir libremente a través de las membranas biologicas. Sin embargo, a la levadura le
favorece la retencion de bicarbonato ya que éste ayuda al mantenimiento del Ay a través de
la membrana plasmaiica (Lopez et al., 1999) pero la produccion y almacenamiento de este
anidn dependen de otros factores.

La presencia de glucosa es fundamental en este aspecto ya que no solamente incrementa la
produccién de CO; sino que favorece el bombeo de protones por parte de la H'-ATPasa
plasmitica ¢l cual, a su vez, da lugar al almacenamiento de bicarbonato ¥ al incremento del
pH citopldsmico; éste altimo favorece también la ionizacidn del acido carbonico en
bicarbonato y proton (Lopez ef al., 1999).

La regulacién de todos los factores relacionados en el mecanismo de regulacién del pH
interno de la levadura responden finalmente al estado energético de la misma y como tales
también son utilizados como sefiales metabdlicas (es el caso del pH citoplédsmico;
Thevelein, 1994). La cantidad de acido carbénico, bicarbonato y protén son regulados
precisamente por el metabolismo energético v la actividad de la H'-ATPasa plasmatica.

Dentro de este panorama, la actividad de [a anhidrasa carbénica alteraria definitivamente el
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mecanismo de regulacion del pH interne de 1a levadura ya que la produccién de acido
carbdnico, bicarbonato y protén no estaria en funcién de la capacidad metabélica de la
levadura y por lo tanto el pH interno no podria llevar a cabo sus funciones de serial
regulatoria en la levadura. Por lo anterior, se concluye que la anhidrasa carbonica es una
enzima que la levadura no requiere dado el papel del pH interno como seifal metabélica del
estado nutricional de este organismo.
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S5.CONCLUSIONES

1.- La glucosa juega vn papel fundamenial en el mecanismo de regulacién del pH interno de
la levadura; el metabolismo de la glucosa produce el CO; necesario para amortiguar el pH
de este microorganismo ademéas de que el CO; es la fuente primordial de protones para las
H'-ATPasas plasmética y vacuolar.

2.- El mantenimiento del equilibrio del CO; y de la H'-ATPasa plasmatica en la levadura
requiere de un metabolismo energético alto que mantenga una alta produccion de CO, y
una 6ptima actividad de la H'-ATPasa plasmética; lo anterior resulta en la regulacion del
pH citoplismico y en el mantenimiento del ApH y el Ay a través de la membrana
plasméatica. Ademas, un metabolismo energético alto favorece la produccion del CO; el cual
amortigua el pH interno de 1a levadura.

3.~ El proceso de acidificacién vacuolar depende tanto de la actividad de la H'-ATPasa
vacuolar como de la difusidén del 4cido carbonico al interior de este organelo, ambos
mecanismos son dependientes del ion potasic por lo que la presencia de este cation es
indispensable para que ia acidificacién vacuolar sea significativa.

4.- Bl CO; jusga un papel fundamental tanto en la acidificacién vacuolar como en el
amortiguamiento de! pH de la misma. Aparentemente esta molécula se encuentra en alta
concentracion en el interior de la vacuola lo cual también le otorga la funcion de regular el
pH citoplasmico sobretodo en aquellas condiciones en las que la levadura es incapaz de
retener al CO; citoplasmico, por ejemplo en las levaduras incubadas con glucosa con o sin
KCl y lavadas.

5.- El ion potasio juega un papel primordial en la regulacién del pH interno de la levadura
ya que su capacidad de retener al ion bicarbonato favorece tanto la actividad de las H'-
ATPasa plasmética y vacuolar como la acumulacién de CO; en la vacuola; esto a su vez,
estimula el metabolismo energético de la levadura.
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6PERSPECTIVAS

Dada la importancia del ion potasio en la regulacion del pH interno de la levadura, un
aspecto interesante por continuar seria ¢l estudio del transporte de dicho cation al interior de
Ja vacuola.

Tal ¥ como se observa en e] presente trabajo, la interpretacion def comportamiento del pH
vacuolar requirieron de la elaboracién de los trazos correspondientes al pH citopldsmico ya
que, en primer lugar, es necesario saber si el ion potasio se esta introduciendo a la levadura
para a cotinuacion averiguar la respuesta de la vacuola a la adicién de dicho cation.

Por lo tanto, el estudio del transporte del ion potasio a la vacuola reguiere del
establecimiento de una técnica que permita la medicion directa de dicho transporte 2 través
de la membrana vacuolar ¥ que evite la necesidad de conocer lo que sucede primero a través
de la membrana plasmatica.

En nuestro laboratorio se han realizado estudios acerca de algunos compuestos que son
capaces de permeabilizar Ia membrana plasmatica y que por lo tanto hacen posible la
medicién del transporte a través de a membrana vacuolar. Tal es el caso del DEAE-dextran
{dietilaminoetil-dextran)y del CTAB (bromuro de cetil-trimetil-amonio) los cuales {levan a
cabo dicha funcién.

Con el establecimiento de la técpica de levaduras permeabilizadas seria posible la
aplicacion de la técnica de la pizamna para la medicion directa de la entrada del ion potasio
a la vacuola, Puesto que la permeabilizacién de la levadura eliminaria la capacidad
metabélica de la misma, seria necesario la aplicacion directa de ATP a las levaduras para la
medicion de la actividad de Ja H'-ATPasa vacuolar asi como de la utilizacidn de
inhibidores de esta enzima tales como el ion nitrato y el ion cuproso para conocer los
efectos de éstos sobre la acidificacion vacuolar. Esto representaria un avance importante ya
que dichos inhibidores son incapaces de atravesar la membrana plasmatica por lo que en la
levadura completa su uso es méis complicado.

Ademas de lo anterior, seria posible llevar a cabo estudios cinéticos del transportador de
potasio en la vacuola con el uso de distintas concentraciones de K* asi como de su
selectividad frente a otros cationes monovalentes como el Na*, Rb™ y Cs™.

La elaboracién de mis trazos de pH vacuolar de levaduras incubadas con varias
concentraciones de glucosa y de KCl daria mas informacidén acerca del proceso de
acidificacion vacuolar en la levadura. Asi como la respuesta del pH vacuolar a la adicion de
glucosa y KC durante ¢ trazo de pH también aportaria mas informacion acerca de las
caracteristicas de Ia entrada del ion potasio a la vacuola.

En general, se requiere llevar a cabo la caracterizacién bioguimica y cinética del transporte
del ion potasio a la vacuola de la levadura.
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