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RESUMEN 

Los objetivos de la presente investigación 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 adición de glucosa y KCI a la 
levadura y compararlo con la respuesta del pH citoplásmico. 

Se encontró que la piranina se concentra en la vacuola de la levadura si estas se 
electroporan con el colorante y después son incubadas 1 h con glucosa sola o con KCl. En 
cambio, la piranina se concentra únicamente en el citoplasma si las levaduras ayunadas son 
inmediatamente electroporadas o también si las levaduras primero son incubadas con 
glucosa y KCl o únicamente con glucosa y posteriormente son electroporadas. 

Con respecto al pH vacuolar se observó lo siguiente: 
1.- El pH vacuolar minimo que alcruJZall las levaduras si se incuban 1 h con glucosa 2.5 
mM es de 6.3 pero éste 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 
acidificación vacuolar. Por otra parte, también se propone que la acidificación vacuolar se 
incrementa en presencia del ion K+ gracias a la retención del CO2, producto del 
metabolismo de la glucosa, en el interior de la vacuola y que dicho fenómeno se acentúa 
gracias a la presencia del ion K+ en el interior de la misma. 

2.- El CO, juega un papel importante en el amortiguamiento del pH interno de la levadura 
S. cerevisiae. Se sugiere que la eliminación del C02 externo de la levadura provoca la 
alcalinización citoplásmica y vacuolar de la misma debido al desplazamiento del equilibrio 
interno del C02, según el Principio de LeChatelier. Sin embargo, puesto que es posible 
retomar al valor de pH vacuoJar inicial tras la adición de glucosa a las levaduras, se sugiere 
que el COz, producto del metabolismo de este sustrato. difunde nuevamente al ínterior de la 
vacuola, acidificándola. 

3.- Se observan claras evidencias del papel de la vacuola en la regulación del pH interno de 
la levadura: 
a) La primera se deduce del hecho de que el pH citoplásmico alcanza un pH de 6.6 en las 
levaduras ayunadas a las que se les adiciona glucosa, el pH vacuolar se acidifica solamente 
hasta un valor de 6.3 en las levaduras preincubadas con glucosa; es decir, el establecimiento 
de un pH citoplásmico óptimo pareciera tener prioridad por sobre el pH vacuolar. 

b) La segooda consiste en que la eliminación del C02 externo de la levadura, provoca una 
alcalinización citoplásmica 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 
citoplásmíco óptimo (6.53) mientras que la vacuola alcanza un pH mayor aún que el del 
citoplasma (6.7) y que no se revierte aún tras el pulso de glucosa a los 50 seg., lo que 
pareciera ser reflejo de un papel regulatoriD del pH vacuolar sobre el pH citoplásmico. 
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l. INTRODUCCIÓN 

Las levaduras han sido cultivadas por el hombre desde la antigüedad para la producción 
de alimentos y bebidas. Se han utilizado para esponjar el pan, para la producción de 
alcohol bebidas y recientemente para la manufactura de productos quúnicos, 
combustible y producción de proteina celular (Griffin, 1994). 

Theodor Schwann, en la prúnera mitad del siglo XIX, fue el prúnero en describir el 
papel esencial de las levaduras vivas en el proceso de la fermentación. Posteriormente, a 
partir de 1866 Pasteur estudió con más detalle dicho fenómeno. Desde esa fecha se ha 
producido un pequeño número 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 y que no sea 
tóxica la han convertido no sólo en comerciable sino también en fuente disponible de 
biomasa útil para la investigación de la fisiologia celular (Griffm, 1994). 

Gracias a la enonne similitud existente entre los mecanismos que operan entre las 
células de muchos organismos vivientes, la investigación en las levaduras ha tenido una 
enorme aplicación. En los pasados 15 años ha habido un notable incremento en el uso 
de las levaduras como modelo de organismos eucariotes para el estudio de los 
fenómenos celulares. Mucho se sabe gracias al conocimiento del genoma de esta 
levadura. También se conocen al detalle muchas de las principales vías metabólicas 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 composición 
y estructura de estos organismos (Griffm, 1994). 

1.1. EL TRANSPORTE DEL POTASIO EN LA LEVADURA 

Aunque el tema central de nuestro trabajo se refiere a los cambios del pH citoplásmico y 
vacuolar en la levadura, como se verá enseguida, el transporte del K+ es un fenómeno 
estrechamente ligado al movimiento de los protones, tanto en la membrana plasmática 
como en la vacuolar (Figs. 1 y 2). El transporte de cationes a través de la membrana 
plasmática, tanto monovalentes corno divalentes, responde a patrones de selectividad, 
los cuales resultan en diferentes velocidades de toma y acumulación (Armstrong y 
Rothstein, 1964; Nieuwenhuis el al., 1981; Roomans el al., 1979). El sistema de 
transporte para cationes monovalentes parece estar mediado por un uniportador que 
opera en una sola dirección (peña, 1975) y que parece estar duplicado en S. cerevisiae 
(Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984; Ramos el al., 1994). 



EXTERIOR + 
ATPasa 

H+ ...... ¡...--I 

K+ .......... -~ 
TOK 

K+ ............ 

- ATP 

TRK.l ~ K+ 

TRK2 ~ K+ 

ADP + Pi 

-----I~~H+ 

CITOPLASMA 

Figura 1. Mecanismos de transporte de protones y iones potasio a través de la 
membrana plasmática de la levadura (peña et al., 1972; Ko y Gaber, 1991; '" 
Ketchum et al., 1995; Ramírez et al., 1998). 



+ 

ADP+Pi 

CITOPLASMA 

VACUOLA 

H+ 
CATIONES DWALBNTES 

AllÚno4ei40s 

FIgura 2. Mecanismos de transporte de protones, cationes divalentes, aminoácidos 
y cationes monovalentes a trav~ de la membrana vacuoJar en la levadura (Licbko Y 
Okorokov, 1985; Anraku 1992 a y b; Nass y Rao, 1998). .. 
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1.1.1. La familia TRK de lo. transportadores del pota.io en la levadura 

Las levaduras mantienen una alta concentración de potasio intracelular (150 mM o más) 
gracias a diversos sistemas de transporte de potasio (Fig. 1). La energía para la 
acumulación de potasio es provista por el gradiente eléctroquímico mantenido a través 
de la membrana plasmática por la W·ATPasa Rodríguez-Navarro y Ramos (1984) 
detectaron un componente para el transporte de potasio de alta afInidad (Km~ 20 ¡1M) 
con una alta capacidad (Vrnax de 30 nmol mg· l min· l

) que presentaba una actividad 
máxima al crecer las levaduras en ausencia de potasio. Las mutaciones en el gene TRKI 
abolían este sistema de alta afInidad y resultaba en la incapacidad para crecer en un 
medio pobre en potasio (0.2 mM) (Ramos el al .• 1985). 

El gene TRKl ha sido clonado; codifica para una proteína con características 
topológicas de un transportador (Oaber el al .• 1988). La secuencia de Trklp muestra una 
significativa similitud con el transportador de potasio de alta afInidad (HKTl) 
recientemente aislado (Scltachtman y Scbroeder. 1994) de raíces de trigo (23% de 
identidad y 50% de similitud con una sobreposición de 550 aminoácidos). La proteína 
de las raíces de trigo funciona como un simportador K+ IR'. 

El grupo de Oaber utilizó la cepa mutante IrkI ~ para identificar genéticamente un 
segundo sistema de transporte de baja afInidad para el potasio (TRK2) (Ko el al .• 1993; 
Vidal el al., 1990). El producto del gene TRK2 es 55% idéntico al de Trkl p (Ko Y 
Oaber, 1991) y parece ser el responsable del transporte del potasio detectado en las 
células Irki ~ (Ramos el al., 1994). Se ha especulado que el componente residual de baja 
afmidad presentado por la cepa doble mutante Irkl ~ Irk2~ puede ser un antiportador 
K+!'lr, un simportador soluto-catión o Wl canal de potasio. De acuerdo con la última 
suposición, las células IrkI~ Irk2~ son hiperseosibles al compuesto 4-aminopiridina, un 
bloqueador de canales (André, 1995). 

1.1.2. Los canales para el potasio en S. cerevisiae 

En S. cerevisiae se ha descrito la presencia de un nuevo canal de potasio (TOKl) 
(Ketchum el 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 
relaciónconductancia-voltaje es sensible a la concentración de iones K+. 

1.1.3. Un 8fJtiportador K+/H+ en S. cerevisioe 

Se ha deII1Qstrado la existencia de un sistema de transporte K+,Ilf'" en S. cereVJSlOe 
(eamarasa el al., 1996; Rarnirez el al., 1996, Ramirez el al., 1998) (Fig. 1). La máxima 
velocidad se observa a pH 6.8. Este sistema de transporte reversible y no electrogénico 
presenta una alta selectividad para K+ entre los cationes monovalentes y una alta 
afInidad para la entrada del mismo ion. 
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1.2. LA V ACUOLA 

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

A pesar de que ellisosoma y la vacuola sean compartimentos ácidos y contengan una 
gran variedad de enzimas hidrolíticas, no es absolutamente cierto que la vacuola sea 
análoga al lisosoma de las células de los mamíferos. El mecanismo de degradación 
macromolecular es solamente una de las varias funciones de la vacuola ya que también 
está involucrada en otros procesos celulares entre los que se encuentra el 
almacenamiento de metabolitos, la homeostasis iónica y del pH citosólico (Schwencke, 
1991, Klionsky, 1990). En este sentido la vacuo la de hongos tiene gran similitud Con la 
vacuola de las células vegetales (Sanders el al., 1992). 

Las características de las vacuo las de las levaduras como compartimento digestivo 
vacuo-lisosomal quedaron demostradas en el trabajo de Matile (1978). El 
compartimento vacuolar se ba descrito como ácido (pH 5.5) Y contiene numerosas 
proteasas, nucleasas, glicosidasas y fosfatasas en un estado críptico. La vacuola también 
almacena aminoácidos básicos e iones ea2

+, los cuales son secuestrados del citosol por 
sistemas antiporte nH'/soluto (Anraku, 1992 a ,b). 

La vacuola también almacena polifosfato y en la correspondiente a Neurospora también 
se almacenan metabolitos básicos tales como la arginina. Los polifosfatos forman 
glóbulos que presentan una respuesta compleja a las variaciones de concentración de 
sustancias catiónicas por lo que se ha propuesto que éstos juegan algún papel importante 
en la acumulación de cationes en la vacuo la (Miller, 1989). 

1.2.1. La moñología de la va.uola. 

Wiemken y col. (1970) realizaron un interesante trabajo en el que demostraron mediante 
fotogratlas y análisis bioquímicos la relación que existe entre la vesiculación vacuolar y 
la división celular; observaron que durante la gemación de la levadura S. cerevisiae, la 
vaeuola se fragmenta y se hereda a la célula hija, por lo que una vez que la célula hija 
iguala en tamaño a la célula madre, la vesiculación vacuolar disminuye. 

En estudios más recientes se ha demostrado que la herencia de la vacuoIa está 
coordinada con el ciclo de división celular. El organelo de la célula madre forma una 
estructura tubo-vesicular denominada "estructura de segregación", la cual se elonga 
hacia la yema en emergencia y libera material vacuolar con el fm de dar formación a la 
vacuola en la célula hija; este paso es seguido por el ensamble de este material vacuo lar, 
proceso que involucra la fusión vacuolar y la mezcla del contenido del mismo organelo 
(Weisman and Wickner, 1988). 

Se ha encontrado que la actina funciona directamente en la herencia de la vacuola 
presumiblemente como "carril" que hace posible la liberación precisa de la vacuola 
hacia el sitio de emergencia de la gema y después de la célula madre hacia la gema (Hill 
el al., 1996). 



1.3. LAS H+-ATPASAS PLASMÁTICA y VACUOLAR 

La razón por la cual las levaduras acidifican el exterior se debe a que contienen una H+­
ATPasa en la membrana plasmática; además contienen otra en la membrana vacuo lar 
(Figs. 1 y 2). Ambas actúan como bombas primarias o sistemas quimiosmóticos 
(MitchelJ, 1968) y son importantes pues son las responsables de la acjdificación del 
medio externo y del compartimento vacuo lar respectivamente. Estas enzimas convierten 
la energía libre de la hidrólisis del A TP en la energía fisicoquímica del gradiente 
transmembranal de protones. Este gradiente estimula el movimiento de otras moléculas 
catalizado por sistemas de transporte activos secundarios. 

Por otra parte. la H+-ATPasade la membrana plasmática es del tipo "'P" el cual presenta 
un intermediario E-P covalente en su mecanismo de catálisis y está encargada de la 
generación de una diferencia de potencial electroquímico, negativo y alcalino en el 
interior de la célula (Peña el al., 1969, 1972; Peña, 1975). La H+-ATPasa de la 
membrana vacuo lar es del tipo "V" que presenta un mecanismo de catálisis sin 
intennediar!o E-P covaJente y 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 ácido 
(Anrakuelal .• 1989. 1992a,b). 

La Tabla 1 muestra algunas de las propiedades bioquímicas de las H+-ATPasas 
plasmática y vacuo lar y la Tabla 2 muestra el pH óptimo y la Km para A TP de las 
mismas. 

Tabla 1. Propiedades Bioquímicas lle las ff-ATPasas tipo P y V 

If'-ATPasa(P) If' -A TPasa(V) 
Localización membrana plasmática de hongos, membrana vacuolar (plantas y 

plantas y protozoarios levaduras), lisosomal (ani- males), 
cuerpos de Golgi, gránulos 

cromafinicos, vesículas sínápticas. 

Composición de Un solo polipéptido de 8-9 subunidades con un PM total de 
Subunidades 100KDa 500 KDa 

lnlJibidores Vanadato (HFM) Bafilomicina, DCCD* 

.. 
*DIClclohextlcarbodumlda. (Serrano. 1991) 
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Tabla l. pH óptimo y Km para ATP de las ll'-ATPasas 
vacuolar y de membrana plasmática 

Características Vacuo/ar Membrana Plasmática 
pH óptimo 7.0 5.5 - 6.5 

Km para ATP 0.1 0.8 
(mM) 

(Serrano, 1991) 

1.3.1. La H+-ATPasa plasmática 

La ATPasa de protones de la membrana plasmática (H+ -ATPasa) es una P-ATPasa que 
ha sido descrita en varios tipos de hongos: Neurospora crassa (Bowman y SJayman, 
1977; Searborough, 1977), Schizosaccharomvces pombe (Delhez el al., 1977), S. 
cerevisiae (Peña el al., 1972) Candida tropicali, Candida albicans (Hubbard el al., 
1986), Distyoslelium discoideum (MeDona1d y Weeks, 1984; Pogge-von Strandmann el 
al., 1984) y K(vveromyces lactis (Miranda el al., 1995). 

La H+-ATPasa plasmática, cuya existencia fue postulada por Peña y col. (1972) es un 
translocador primario de protones que utiliza directamente la energía del A TP para 
realizar su función. Su papel central ha sido demostrado en muchas plantas y levaduras 
(Golfeau y Slayman, 1981) Y se le ha implicado en el mantenimiento del pH intracelular 
(Serrano, 1984; Brandao et al., 1994) y en el transporte activo de nutrientes (Cockbum 
el a/., 1975; Dufour el al., 1980; Eddy, 1982; Gutknecht y Tosteson. 1973). 

Una característica importante de la H+ -ATPasa plasmática es su alta Km para el sustrato 
(Mg-ATP), un pH óptimo ácido (5-6.7) y 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 el al., 1985; Bowman y Slayman, 
1977). 

La H+ -ATPasa de la membrana plasmática de los hongos y levaduras posee una porción 
hidrofóbica insertada en la membrana plasmática y una gran porción hidrofilica 
citoplásmica (Nakamoto y Slayman, 1989). En N. erassa y S. cerevisiae el polipéptido 
atraviesa la membrana plasmática ocho o diez veces, con pocos residuos expuestos en la 
superficie externa. La mayor parte de la cadena polipeptídica se encuentra en el cítosol 
y contiene varios fragmentos importantes: el extremo amino terminal (formado por 115 
residuos) y dos asas, una de 130 aminoácidos y otra de 300 residuos (Ghislain el al., 
1987). Se piensa que el asa de 300 residuos está involucrada en la unión e hidrólisis del 
ATP. Este segmento corresponde a la región mas conservada entre las P-ATPasas. 

La topología transmembranal predicha para esta enzima es muy similar a la de la 
Na + /K+ -ATPasa y la Ca2+ -ATPasa; sin embargo, la mayor homología existente entre las 
distintas ATPasas está confinada al dominio catalítico central citoplásmico (Serrano y 

Portillo, 1990). 

El gene que coditica a la H+-ATPasade S. cerel'isiae es el PMA1; es esencial para el 
crecimiento y se observa un alto grado de similitud en la secuencia de aminoácidos 
entre las distintas ATPasas de muchos hongos (Serrano et al., 1986; Monk el al., 1991; 
Hager el al., 1986; Addison, 1986; Miranda el al., 1995). 
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1.3.2. La H+·ATPasa-vacuolar 

Los estudios bioquímicos de las V-ATPasas se iniciaron con membranas vacuo lares de 
hongos y plantas, así como con vesículas cubiertas de clatrina y otros componentes del 
sistema endomembranoso (Sze, 1985; Mellman, 1986; Nelson, 1988, Forgac, 1989; 
Stone el al., 1989). Sin embargo, más tarde se descubrieron las V-A TPasas en las 
vesículas y en la membrana plasmática del epitelio renal (Gluck, 1992; Gluck el al.. 
1992). Esta bomba protónica ha sido descubierta como un residente permanente de la 
membrana plasmática de células fagociticas (Grinstein, el al" 1992) y de piel de sapo 
(Harvey, 1992). 

Se ha purificado la H+-ATPasa vacuolar de S. cerevisiae (Lichko y Okorokov, 1985; 
Uehida el al., 1988a; Kane el al., 1989), N. crassa (Bowman y Bowman, 1988) y 
plantas superiores (Bennet et al., 1988). Las ATPasas de los sistemas vacuo-lisosomales 
están altamente conservadas estructural y funcionalmente en su composición de 
subunidades, especificidad de sustrato y sensibilidad a varios inhibidores (AI-Awqati, 
1986; Schaneider, 1987; Anraku el al., 1992a; Sze el al., 1992). Esta enzima se presenta 
como un complejo multimérico que comprende al menos 9 suhunidades en las células 
animales, vegetales y fúngicas (Bowman el al., 1985; Mandara y Taiz, 1985). Cada una 
de las subunidades de diferentes fuentes muestra un alto grado de homología (50-80%) 
en la secuencia primaria de aminoácidos (Anraku el al., 1992 a, b; Stevens, 1992). 
Debido a estas similitudes en estructura y función, se clasifican como H+-ATPasas tipo 
V, las cuales son distintas de las de otras clases de ATPasas de protones, como las de 
tipo FoF¡ de las mitocondrias, bacterias y c1oroplastos, o las de tipo P en la membrana 
plasmática y retículo endoplásmico. 

Las V-ATPasas son complejos muItiméricos con un dominio citoplásmico VI y otro 
dominio Vo unido a membrana, de forma análoga a los dominios F¡ y Fo de las F­
A TPasas (Nelson, 1992 a; Gluck el al., 1992). El ATP eitoplásmico es hídrolizado en el 
dominio VI, forzando a los protones desde el citoplasma a través del dominio Vo que 
Cruza la membrana. El largo dominio hidrofilico VI protruye como una partícula hacia 
el citoplasma tanto de la membrana plasmática como de la vacuola. 

La porción Vo de la V-A TPasa de levaduras contiene polipéptidos de 100, 36, 17 Y 16 
Kd Y en el sector VI se encuentran polipéptidos de 69, 60, 54, 42, 32 Y 27 Kd (Kane y 
Stevens, 1992). 

La Tabla 3 muestra el porcentaje de actividad de las distintas H+ -A TPasas frente 
algunos de los inhibidores utilizados con más frecuencia. 
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Tabla 3. Efecto de i"hibidores sobre la actividad de las IF·ATPasas vacuo/ar, 
mitocondr;al y de membrana plasmática 

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD 
INHffilDOR VACUOLAR MlTOCONDRIA MEMBRANA PUSMATlCA 

Ninguno 100 100 100 
Vanadato 98 101 II 

Diciclohexllcarbodiimlda 21 27 98 

Oligomicina 65 18 l5 
Azida 102 23 90 

Cloruro de cobre 18 103 DESCONOCIDO 

(Schwencke, 1991) 

1.4, MÉTODOS UTILIZADOS PARA LA MEDICIÓN DE pH 
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Existen diversas técnicas para llevar a cabo la medición del pH interno. El más 
comúnmente utilizado consiste en la medición de la distribución de bases débiles 
permeantes que se acumulan en compartimentos ácidos. En organelos aislados la 
acumulación puede medirse espectro fotométricamente o fluorométricamente con 
colorantes indicadores o con el uso de compuestos marcados radiactivamente. 
Recientemente, se han desarrollado elegantes técnicas inmunocitoquímicas para la 
identificación morfológica de compartimentos ácidos en células. También se puede 
emplear la resonancia magnética nuclear de 31 p {Kotyk y Slavik, 1989). 

1.4.1. Uso de la fluorescencia para la medición de pH 

El uso de las técnicas de fluorescencia se ha extendido tanto en las áreas de la biología 
como de la medicina, debido básicamente a su alta sensibilidad y al avance de las 
técnicas de fluorometría, que han abierto nuevos horizontes en la investigación 
biológica (Kotyk y Slavik, 1989). 

Mediante la fluorescencia se pueden estudiar las células in vilro e in vivo. Las 
mediciones no son destructivas y prácticamente no invasivas, pues se utilizan muy bajas 
concentraciones de indicadores no tóxicos. Esto es posible gracias a la alta sensibilidad 
de las técnicas fluorescentes, las cuales pueden trabajar con concentraciones de 
colorante tan pequeñas como 10- 12 y 10. 11 M, mientras que la espectrofotometría de 
absorción requiere 10.8 M Y la espectroscopía de resonancia paramagnética del electrón 
(EPR) requiere al menos 10's M (Kotyk y Slavik, 1989). 

Las imágenes de fluorescencia pueden proveer una gran cantidad de ¡nfonnación como 
el mapeo in vivo del pH ó del Ca2

+ intracelular. A su vez, la integración de las técnicas 
de fluorescencia con sistemas de video ha hecho posible obtener más información a 
través de fotografías impresas, imágenes en video o digitales (Kotyk y Slavik, 1989). 



11 

La fluorescencia presenta ventajas sobre la espectrometría de absorción debido a que 
tiene mayor sensibilidad y provee dos espectros, el de emisión y el de excitación, en 
fugar de uno solo, que son útiles como criterio para la identificación de los compuestos. 
En ciertos casos, debido a que algunos factores modifican el rendimiento cuántico de la 
fluorescencia, la cuantificación por fluorometría requiere de estandarización (Slavik, 
1994). 

1.4.2. La piranina como indic.dor de pH 

La piranina (8-hidroxi-I,3,6-pirenotrisulfonato) (Figura 3) es una molécula fluorescente 
derivada del pireno, altamente cargada e impermeante a través de las membranas 
biológicas. Ha sido utilizada COmo indicador del pH intravesicular en vesículas 
unilamelares para intervalos de pH entre 6 y 8.5 (pKa = 7.2) (Clement y 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 atraído hacia las cargas positivas. 

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

Ambas formas de la piranina presentan la misma forma del espectro de emisión de la 
fluorescencia, con un máximo a 510 run. En cambio, el espectro de excitación es 
dependiente del pH con un máximo de fluorescencia a 400 nm (atribuido a la forma 
trianiónica) y a 450 nm (atribuido a la forma tetraiónica) en el intervalo de pH de 4 a 10 
(Fig. 3) (Slavik, 1994). 

La observación de que la piranina se introduce a la vacuola fue realizada por Calahorra 
el al., (1998) durante los experimentos encaminados a la utilización de este colorante 
como indicador fluorescente del pH citoplásmico en S. cerevisiae. Esta importante 
observación, aunada al interés de conocer más acerca de los mecanismos subyacentes a 
la regulación del pH interno de la levadura, llevó al diseilo del presente trabajo. 

1.4.3. La cuantificación del pH vacuolar 

El estudio del pH vacuolar es de gran interés, ya que se supone que la vacuola puede 
tener un papel importante en la regulación del pH interno de la célula. Se ban realizado 
estndios en los cuales la inhibición de la actividad de la W·ATPasa vacuo lar o 
lisosornal provoca cambios notables en el pH citoplásmico, como en el caso de los 
hepatocitos (Wadsworth y van Rossum, 1994). La cuantificación del pH vacuolar se ha 
llevado a cabo mediante la utilización de diversas técnicas (Tabla 4), y en general se 
sabe que el pH vacuolar es menor al pH citoplásmico pero que, a su vez, el pH vacuolar 
es mayor al pH lisosomal. 
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Tabla 4. Técnicas utilizadas para la medición del pH vacuolar y /i .. osomal 

TECNICA ORGANISMO pH VACUOLAR REFERENCIA 
N-NMR N. crassa 6.1 Legertofl era!.. 1983 

6-CFDA S. cerevisiae 6.2 Preston el al., 1989 

6-CFDA S. cerevisiae 6.05 Abe y HOVlkoshl, 1995 

pll L1S0S0MAl 

lsotiocianato de Ratón (macrófagos) 4.7 Ohkuma y PonJe. 1978 

fluoresceína 
. P-NMR Catharantus roseus 5.5 Mathieu el al., 19!N 

1.5, INTERÉS PARTICULAR DE ESTE TRABAJO 

Estamos interesados en comparar la respuesta del pH vacuo lar y citoplásmico a la 
adición de glucosa y KCI. investigaciones anteriores (Peña el al., ¡ 995: Calahorra et al.. 
1998) han demostrado que la piranina es sensible a los cambios que presenta el pH 
citoplásmico tras la adición de glucosa y Kt", gracias a lo cual ha sido posible llevar a 
cabo estudios acerca del transporte de iones monovalentes a través de la membrana 
plasmática de S. cerevisiae. 

Por otra parte, se sabe que la vacuoJa es un compartimento ácido gracias a Ja activjdad 
de la H'-ATPasa vacuolar (Bowman el al., 1992; Anraku el al., 1992 a y b). Si la 
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 reJación que existe entre 
estos dos compartimentos y su respectivo movimiento de protones. Falta aún mucho por 
conocer, sobre todo con respecto a la regulación concertada que se espera exista entre el 
pH citoplásrnico, el pH vacuo lar y el metabolismo cdular. 

1.5.1. Antecedentes inmediatos 

Se sabe que la H+-ATPasa plasmática es capaz de bombear los protones del interior de 
la levadura al exterior, mismos que pueden producirse por el metabolismo energético; es 
decir, la glucólisis y la respiración (Sanders y Slayman, 1982: Goffeau y Slayman, 
1981). También se sabe que la membrana vacuo lar contiene una H+ -A TPasa encargada 
de bombear protones al interior de este otganelo y producir el pH ácido que la 
caracteriza (Anraku et al., 1989) (Fig. 2). 

Por otra parte, se sabe que la membrana de la vacuola contiene antiportadores acoplados 
a protón que llevan a cabo el transporte de aminoácidos e iones de calcío (Klionsky el 

al., 1990) (Fig. 2), La vacuola es un organelo de almacenamiento de iones potasio 
(Okorokov el al., 1980). El tonoplasto de las vacuolas vegetales presenta un 
intercambiador Na +/H+ (Mathieu el al., 1989) y recientemente se clonó y secuenció un 
gen responsable de un intercambio R'katión mono valen te, cuya localización fue 
propuesta en compartimentos prevacuolares (Nass y Rao, 1998) y en la mitocondria de 
S. cerevisiae (Numata el af., 1998). 
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1.5.2. Hipótesis 

Se espera que la adición de la glucosa a la levadura provoque la disminución del pH 
vacuo lar gracias a la entrada de los protones que, producidos por el metabolismo de 
dicho sustrato, son bombeados al interior de la vacuola a través de la H+-ATPasa 
vacuo lar. 

Por otra parte, se espera que la adición de K'- a las levaduras provoque la alcalinización 
de la vacuola, debido a la entrada de dicho ion a este organelo a través de un probable 
antiportador acoplado con protón presente en la membrana vacuo lar. 

1.5.3. Objetivos 

1.5.3.1 Objetivo general 

Medir el pH vacuolar y el citoplásmico y sus cambios en S. cerevisiae ante la adición de 
glucosa y K+ a la levadura. 

1.5.3.2. Objetivos particulares 

Definir las condiciones bajo las cuales la piranina se concentra en el citoplasma o en la 
vacuola con el fin de llevar a cabo la medición del pH citoplásmico 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. cerevisiae a la adición de glucosa y KCI y 
compararlo con la respuesta del pH citoplásmico en las mismas condiciones. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Cepa y condiciones de cultivo 

Las células se obtuvieron de una colonia aislada de la levadura comercial (La Azteca, 
SAl y se cultivaron en 500 mI de medio YPD (glucosa 2%, extracto de levadura 1%, 
bactopeptona 1 %). Las levaduras se crecieron durante 24 h a 30De. Se colectaron por 
centrjfugación y se lavaron con agua destilada también por centrifu§3ción. Se 
resuspendieron en 250 mI 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 relación de 0.5 g de levaduras por mI y se almacenaron 
en hielo hasta ser utilizadas el mismo día. Las células fueron utilizadas inclusive 24 h 
después de esta última resuspeosión sin que se observaran cambios en los resultados. 

2.2. Electroporación 

La electroporación se nevó a cabo como se reportó previamente por Peña el al. (1995), 
Se utilizó un electroporador BioRad Gene Pulser. Se colocó la suspensión de levaduras 
(0.7 mi) y 20 ¡.1I de piranina 100 mM en una celda de e!ectroporación de 3 mm de 
espacio entre las placas de aluminio. Se sometieron a un pulso de 1500V, 25 ~F Y 200 
n con una duración de aproximadamente 3 mS. Las células se transfirieron a un tubo 
Eppendorf de 1.5 mi y se centrifugaron y lavaron tres veces con agua destilada en una 
Microfuga Beckman por 10 seg. Finalmente, las levaduras se resuspendieron en la 
relación original de 0.5 g por mI de agua, se mantuvieron en hielo y se utilizaron para 
los experimentos correspondientes. 

2.3. Tratamiento de las levaduras previo a la medida del pH citoplásmico 

El pH citoplásmico se midió en levaduras sometidas a los siguientes tratamientos: 
a) Ayunadas (Fig. 4). 
b) Levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM y lavadas (Fig. 5). 
e) Levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM y KCI 2.5 mM y lavadas (Fig. 5). 

En el caso de Jas levaduras ayunadas (inciso a), la. piranina se introdujo por 
eJectroporación inmediatamente después de terminado el período de ayuno tal y como 
se describe en el punto 2.2 y se muestra en la Fíg. 4. Fínalmente, se resuspendieron las 
levaduras y se midió la fluorescencia (apartados 2.5b y 2.6). 

En el caso de las levaduras mencionadas en los incisos b y e, las células ayunadas se 
incubaron en las condiciones descritas en el apartado 2.5a. Posterionnente, las levaduras 
se colectaron por centrifugación COn el fin de eliminar del medio de incubación e\ o los 
sUstratos restantes (Fig. 5). 



Células de 24 h en YPD 

Ayuno de 14 h 

Electroporación -
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Incubación con sustratos 
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Figura 4. Técnica llevada a cabo para internalizar a la piranina al interior del 
citoplasma (inmediatamente después de concIuído el ayuno), o al interior de la 
vacuo la. La lectura de pH interno se realiza sin previo lavado de las levaduras. 
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En todos los casos, dicha centrifugación se realizó en una micro fuga Beckman y 
consistió en tres series de centrifugación a 12,000 rpm durante 10 seg cada una, 
seguidas de la eliminación del sobrenadante y la adición de agua destilada para 
resuspender las levaduras. A este secuencia de centrifugación-resuspensión de las 
levaduras se le denomina "lavado", En el caso de las levaduras de los incisos b y e, se 
prosigue con la técnica según los apartados 2.2, 2.5b Y 2.6. 

2.4. La medida del pH vacuolar. 

El pH vacuolar se midió en levaduras tratadas como se describe a continuación: 
a) Levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM y no lavadas (Fig. 4). 
b) Levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM y lavadas (Fig. 5). 
e) Levaduras incubadas con glucosa y KC12.5 mM y lavadas (Fig.5). 

Tal y como se mencionó anteriormente, la entrada de la piranina a la vacuo la requiere 
de la incubación de las levaduras electroporadas en presencia de glucosa sola o con 
KCl, por lo que la preparación de las levaduras inicia con la electroporación 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 la incubación sin llevar a 
cabo ningún procedimiento de lavado (Fig. 4). 

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

Unicamente en un caso se realiza la incubación 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 única diferencia que se incrementa la 
concentración de glucosa. 

2.5. Medio de incubación de las levaduras 

a) Incubación de las levaduras previa a la medición del pH 

Se utilizaron 50 ¡¡l de la suspensión de levaduras al 0.5glml con amortiguador MES 
(Acido 2-[N-morfolino]-etanosulfónieo) !O mM ajustado a pH 6.0 Con trietanolamina 
(TEA) en presencia de glucosa 2.5, !O o 20 mM Con o sin KCl 2.5 mM, según el 
experimento correspondiente, a un volumen final de 2.0 mI. El tiempo de incubación 
fue de 1 ha 30 oC y en agitación continua. 

b) Incubación de levaduras en la celda de) tluorómetro durante la obtención de los 
trazos de pH 

Se incubaron 50 ¡¡l de levaduras al 0.5 glml en 2 mI de MES-TEA 10 mM a pH 6 o pH 
8 o ácido tartárico 10 mM a pH 4, según el experimento correspondiente, a 30 oC y COn 

agitador magnético. Se adicionó glucosa 10 mM y KCl lO mM según se muestra en 
cada trazo de pH, siendo el tiempo de duración de los mismos de 950-1000 seg. 
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Figura 5. Proceso de preparación de levaduras con piranina en vacuola o en citoplasma 
y sometidas a incubación y lavado. 
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2.6. Medida de la fluoresceDcia y cálculo del pH interno. 

Los valores de fluorescencia que se obtienen directamente de la incubación de las 
levaduras corresponden a la forma básica de la piranina para lo cual los cambios de 
fluorescencia de la piranina se siguieron a una longitud de onda de 460 run de 
excitación y de 520 run de emisión con Wlll rendija de 4 run (para ambas longitudes de 
onda) en un es~trofluorometro DMX·looo equipado con Wlll cámara con temperatura 
regulada a 30 e y un agitador magnético. conectado a un sistema de adquisición de 
datos (SLM Instruments; Urbana, !L, USA). 

La aplicación de la ecuación de Henderson·Hasselbalch (ecuación 1) requiere del 
cálculo previo de los valores de fluorescencia correspondientes a las formas protonada o 
ácida y de la forma disociada o básica de la piranina. El valor de fluoresceneía de la 
forma básica es la que se obtiene directamente del fluorÓmelro con el uso de las 
longitudes de onda de 460 run de excitación y 520 run de emisión. 

pH = pKa + log base/ácido .. """" .. """" .. " .. ecuación I 

Por su parte, el cálculo de la fluorescencia de la fonna ácida se basa en el siguiente 
razonamiento: 
A) La fluorescencia de la forma ácida será la fluorescencia resultante de sustraer a la 
fluorescencia interna el valor de fluorescencia de la forma básic~ tanto en el caso de 
que la piranina se encuentre localizada en el citoplasma o en la vacuola. 
B) La fluorescencia interna se calcula a partir de la fluorescencia total restando la 
fluorescencia externa. 

Por 10 tanto, para el cálculo de la fluorescencia de la forma ácida se necesitan los 
valores de fluorescencia siguientes: 
a) Fluorescencia total 
b) Fluorescencia externa 
c) Fluorescencia interna 
d) Fluorescencia de la forma básica 

La fonna de obtener los valores de fluorescencia arriba citados es la siguiente: 

a) Fluorescencia total 

Consiste en medir en primer lugar la fluorescencia de ta forma básica de la piranina 
existente tanto en el interior como en el exterior de la levadura; esto se logra tras la 
adición del NH.OH el cual alcaliniza tanto el exterior como el interior de la levadura. 

La medición se lleva a cabo en una preparación de levaduras como la mencionada en el 
apartado 2.5b, a la que se adiciona NH.OH a una concentración fmal de 100 mM (Hofer 
el al., 1996; Calahorra el al., 1998). 

Sin embargo, es necesario restar a este valor de fluorescencia total una pequefia cantidad 
de fluorescencia basal que presenta la forma ácida de la piranina aún a la longitud de 
onda de excitación de la forma básica de la piranina (460 nm). 



20 

Para detectar dicho valor de fluorescencia de la 10rma ácida de la piranina se adiciona 
ácido propiónico al 265 mM final a una suspensión de levaduras preparadas tal y como 
se describe en el apartado 2.5b. En este caso. el ácido propiónico acidifica tanto el 
interior de la levadura como el exterior de la misma. 

Finalmente, se le denomina fluorescencia total a la diferencia entre ambas 
fluorescencias observadas con NlLOH y ácido propiónico. 

b) Flaoreseencia externa 

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

El primer valor de fluorescencia que se obtiene es la que presenta la forma básica de la 
piranina en el exterior de la levadura. Para esto se utiliza el amortiguador MES-TEA a 
una concentración final de \O mM a pH 8. La medición consiste en la adición de 50 ¡LI 
de levaduras a 2 mi del mencionado amortiguador. El primer valor de fluorescencia 
obtenido después de la adición de \as levaduras a dicho amortiguador corresponde al de 
la forma básica de la piranina en el exterior de la levadura, ya que dicho compuesto es 
incapaz de atravesar la membrana plasmática. 

Al valor de fluorescencia anterior es necesario restarle el correspondiente a la 
fluorescencia de la fortna ácida de la piranina la cual presenta una pequeña excitación a 
la longitud de onda utilizada. Para llevar a caho dicha medición se utiliza un 
amortiguador de ácido tartárico a una concentración de \O mM y pH 4. Este compuesto 
tampoco atraviesa la membrana plasmática por lo que la fluorescencia observada 
corresponde a la de la fortna ácida de la piraDÍna en el exterior. La medición se realiza 
adicionando SO ¡¡I de levaduras a 2 mi del mencionado amortiguador tal y como se 
describe en el apartado 2.Sb y se toma el primer valor de fluorescencia obtenido en el 
fluorómetro. 

Sin embargo. se requiere de la aplicación de un valor de corrección para el cálculo de la 
fluorescencia externa lo cual debe llevarse a cabo por las razones que a continuación se 
explican: 

Como se explicó anteriormente, es necesario restar al valor de fluorescencia total, 
obtenida con la adición de NlLOH (pH cercano a 14), el correspondiente a la furma 
básica de la piranína 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 el valor de fluorescencia externa, 
obtenido a un pH menor al utilizado en el cálculo de la fluorescencia total. es que la 
relación ácidoibase de la piranina es diferente en cada caso, por lo que no es posible 
llevar a cabo dicha resta de valores. Puesto que el pKa de la piranína es de 7.2, al valor 
de pH del NILOH prácticamente la totalidad de la piranina se encuentra en su forma 
básica. mientras que a pH 8 la relación ácido/base es de 6.31; esto significa que existe 
un 13.67% de la forma ácida y un 86.33% de la forma alcalina (de acuerdo con la 
ecuación de Henderson-Hasselbach (ec. 1). Dado lo anterior. es necesario convertir el 
porcentaje de la forma básica de 86.33% existente a pH 8 al 100% Y esto se logra 
multiplicando el primer valor por un factor de 1.16. Después de dicho cálculo ya es 
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posible restar ambos valores de fluorescencia y obtener el valor de fluorescencia 
externa. 

Finalmente, con los valores de fluorescencia de las formas ácidas y básicas de la 
piranina y con el valor de pKa de la piranína en la levadura (7.2 según Kano y Fendler, 
1978), es posible aplicar a continnación la ecuación de Henderson-Hasselbach (ec. 1). 
El valor de pH resultante corresponderá al del compartimento en el que se encuentre la 
piranína en la preparación de levaduras utilizada en cada caso. 

2.7. Observaciones al microscopio 

Las futografias de fluorescencia de las levaduras se obtuvieron con un DÚcroscopio 
Nikon Diapho~ con luz UV y a lOOX con un objetivo de irunersión en glicerol o a 40X 
con un objetivo normal. 

Las observaciones de la fluorescencia y de los cambios morfológicos de una simple 
célula se llevaron a cabo de la siguiente forma: las células electroporadas y no 
incubadas se fijaron a un portaobjetos cubierto con polilisina (Cell-Track, Becton 
Dickinson, Bedford, MAl, para lo cual las células en el portaobjetos se incubaron 
durante 20 min. El portaobjetos con las células unidas a él se colocó en una cámara de 
perfusión nena con amortiguador (lO mM MES-TEA) a pH 6. A continuación se 
continuó la perfusión, pero esta vez con amortiguador conteniendo glucosa 10 mM. 
Para la epi-ilunñnación se utilizó una lámpara de mercurio que iluminaba directamente 
las células a través de un filtro de excitación de 485-505 nm (XF23, Omega Optical. 
Brattleboro, VT). Las imágenes de fluorescencia se obtuvieron con una cámara digital 
CCD (MCD-IOOO, SpectraSource Inst., CA), unida a un DÚcroscopio. Se utilizó un 
disparador electrónico (Uniblitz, Vincent Associates, Rochester, NYl para iluminar a las 
células solamente durante el tiempo requerido para la colección de imagen (0.2-2 seg) y 
evitar el fotob1anqueamiento. La exposición de la cámara, la operación del disparador y 
la digitilización de la imagen se controlaron mediante un software SpectraSources 
HPC-I y de una computadora PC/ AT 486/66 MHz, la cual almacena las imágenes en 
discos ópticos reusables para análisis posteriores con la ayuda de un software de 
procesamiento de imagen (Imagen-Pro Plus). 

2.8. Micrmeopi. eleetróni •• 

Para la obtención de las fotografias al microscopio electrónico. se obtuvieron secciones 
celulares de la siguiente forma: las células se fijaron en medio de Karnowski (1965): 
glutaraldehido 2%, formaldehído 2% en amortiguador de cacodilato 0.05 M, pH 7.2. 
200 ~l de la mezcla de levaduras suspendidas en amortiguador MES-TEA conteniendo 
50 mg de levaduras se mezclaron con 2 mi de amortiguador de fijación y se 
mantuvieron inmóviles durante 4-5 dias. Posteriormente, ias células se centrifugaron y 
lavaron una vez con el mismo amortiguador pero sin los compuestos de fijación. La 
post·fijacíón se llevó a cabo con tetróxido 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 colocándolas en cápsulas de gelatina con LR Whito Rosin (London Resin 
Co., Berkshire, UK) durante 24 h a 60 oC. Se obtuvieron secciones de aproximadamente 
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800 Amstrong. y se colocaron en un plato de vidrio excavado con acetato de uranilo 
durante 30 rnin. Posterionnente, 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 electrónico. 

2.9. Medida del ronSllmo de oxígeno 

El consumo de oxígeno se deternúnó en un Monitor de Oxígeno Modelo 53, Yellow 
Springs Instrument Co; Yellow Springs, Ohio, USA. El Monitor se calibró a cero con 
ditionita. A contÍnuación se adicionaron 300 fll de levaduras al 50% a un amortiguador 
de MES-TEA 10 mM, pH 6.0 a un volumen total de 5 mi. Se adicionó glucosa 10 mM 
sola o seguida de KCllO mM, según el experimento por realizar. 

2.10. Medida del transporte de potasio y protones 

La concentración de potasio y protones se siguió con un electrodo catiónico Beckman 
(39047). Se adicionaron 200 ,,1 de levaduras a 5 mi de amortiguador MES-TEA 1 mM, 
pH 6.0. Se adicionó glucosa 10 mM sola o seguida de KC1 10 mM según el 
experimento. 
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3. RESULTADOS 

3.1. DISTRIBUCIÓN CELULAR DE LA PIRANINA 

La cuantificación del pH citoplásmico y vacuolar en las levaduras requirió del 
desarrollo de una técnica que mvoreciera una clara distribución de la piranina entre los 
dos compartimentos de interés. Mediante la electroporación de la piranina en las 
levaduras crecidas durante 24 h en YPD, ayunadas por 14 h, el colorante se distribuyó 
sólo en el área citoplásmica. Esta distribución, como \o muestra la Figura 6, permite 
cuantificar el pH citoplásmico sin que se detecte ninguna interferencia de la vacuola ya 
que el indicador está en el citoplasma y DO en la vacuola. 

Puesto que la fluorescencia de la piranina a las longitudes de onda utilizadas aumenta a 
pH alcalino y disminuye a pH ácido, se quiso comprobar si la ausencia de fluorescencia 
en la vacuola se debía en realidad a la mita de piranina en este organelo o a un efecto 
del pH ácido vacuolar sobre la fluorescencia del colorante. La Figura 7 muestra la 
imagen de levaduras tratadas en las mismas condiciones que las levaduras de la Figura 6 
pero con la diferencia de haber sido alcalinizadas con hidróxido de amonio el cual se 
distribuye a través de toda la levadura. A pesar del alto pH del medio, las vacuolas se 
observan sin fluorescencia, lo cual permite concluir que la piranina se encuentra 
exclusivamente concentrada en el citoplasma de estas levaduras. 

Un hallazgo importante de nuestro trabajo fue que irunedialamente después de 
electroporada la piranioa, aparece sólo en el citoplasma. Inclusive, si las células se 
mantienen en hielo, el indicador mantiene esta localización. 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 prácticamente exento del colorante. Dado lo anterior se 
pensó que en estas levaduras sería 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 dwante 1 
hora a 30 oC sin ningún sustrato, el resuhado es una distribución heterogénea de la 
piranina. Esto puede indicar que la internalización vacuo lar de la piranina se debe a la 
existencia de un proceso activo que depende de la presencia de sustratos endógenos; 
pero que ocurre lentamente. La Figura 9 muestra cómo en muchas levaduras la piranina 
permanece en citoplasma pero también en parte de la población se introduce a la 
vacuola. Esta preparación, desde luego no es útil para cuantificar el pH de la vacuo la sin 
interferencia del citoplasma. Es entonces indispensable la incubación con glucosa para 
lograr que la piranina se concentre en la vacuo la en casi la totalidad de las células de la 
levadura. 

El proceso de entrada de la piranina a la vacuola durante su incubación con glucosa 
puede visualizarse más claramente en la Figura lO, que es en realidad una serie de 
fotografias del proceso de entrada de la piranina desde el citoplasma hasta la vacuola en 
una levadura e\ectroporada en presencia de piranina e incubada 1 h con glucosa lO mM. 
La levadura de la primera fotografía contiene al colorante en el citoplasma y no ha 
recibido la inyección de glucosa. El espacio ovalado inferior y sin fluorescencia es la 
vacuola exenta de piranina Después de esta primera fotografia la levadura recibió la 
inyección de glucosa y a partir de ese momento se fotograÍta cada 6 min a lo largo de 
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Figura 6. Imagen de microscopia de nuorescencia de células de S. cer""isi •• crecidas 24 h 
en YPD. seguidas pOr 14 h de ayuno y electroporadas COD piranina. 

Figura 7. Imagen de microscopia de fluorescencia de células de S. cerevisiae crecidas 24 b 
en YPD, seguidas por 14 h de ayuno y electroporadas con piranina. La fotografia se llevó a 
cabo en presencia de NH40H 100 mM. 
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Figura 8. Imagen de microscopía de fluorescencia de células de S. cerevisiae crecidas 24 b 
en YPD, seguidas por 14 h de ayuno, electroporadas COD piranin8 e incubadas 1 h con 
glueos8 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 piraníaS! e incubadas 1 h sin 
glucosa. 
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una hora de incubación. 

Durante el período de 6 a 18 min de incubación la piranina se encuentra distribuida en 
toda la levadura; es a partir de los 24 min que se empieza a visualizar el área vacuolar 
como un óvalo inferior brillante. A partir de ese momento la piranina se concentra aún 
más en la vacuo la basta dejar al citoplasma prácticamente exento de fluorescencia. 

Hasta el momento desconocemos la causa de la aparición de un punto floorescente en el 
citoplasma ni tampoco sabemos si se trata de algún compartimento ácido en la levadura, 
pero puede considerarse como una interrerencia meuor, dada su pequeña área en 
comparación con la correspondiente a la vacuo la. 

Las levaduras electroporadas en presencia de piranina e incubadas con glucosa y KCI 
también introducen la piranina a la vacuola, pero en este caso la vacuola presenta una 
morfología diferente a la de las vacuolas de levaduras incubadas solamente con glucosa. 
La Figura 11 muestra que la enorme mayoría de estas levaduras han concentrado a la 
piranina en su vacuola pero ésta muestra una morfología más dispersa y vesiculada. 

Con el fin de saber si la presellCia de la piranina en la vacuola jugaba algún papel en 
este cambio morfológico vacuolar, se observaron al microscopio electrónico levaduras 
tratadas bajo distintas condiciones de incubación. La Figura 12 muestra una levadura 
ayunada y no eIeclroporada. Su vacuola es muy grande y con poca vesiculación; sin 
embargo, si estas levaduras se incuban con glucosa (Fig.I3), la vacuola disminuye de 
tamaño y comienza a vesicularse. El efecto es más notable aún si la incubación se 
realiza con glucosa y KCl (Fig. 14), en la cual se observan casi todas las células de 
levadura con la vacuola profusamente vesicu!ada. 

Dado que este úhimo experimento se realizó sin electroporar a las levaduras y en 
ausencia de la piranina,. se concluyó que el fenómeno de vesiculación vacuolar es 
independiente de la presencia de piranina y que éste depende completamente de las 
condiciones de incubación. Sin embargo, no se profundizó más en el estudio de este 
fenómeno, ya que los objetivos de la presente investigación se abocaron al estudio del 
pH vacuo lar y a la respuesta del mismo a fuctores que modifican el pH interno de la 
levadura. 
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Figura 10. Serie de fotografias al microscopio de fluorescencia por epi-iluminación que 
muestra el proceso de entrada de la piranina a una sola célula de levadura, crecida 24 h en 
YPD, seguida de 14 h de ayuDo y electroporada con piranina. Después de tomada la 
primera fotografía se añade glucosa 10 mM al medio de incubación. 

Figura 11. Imagen de microscopia de fluorescencia de células de S. cerevisiae cm:idas 24 b 
en YPD, seguidas por 14 b de ayuDo, electroporadas con piranina e incubadas 1 b con 
glucosa lO mM Y KCIIO mM. 
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Figura 12. Foto al microscopio electrónico 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 electrónico 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 electrónico de una célula de levadura 
crecida 24 h en VPO y ayunada 14 h, no electroporada e incubada 1 h 
con glucosa 10 mM y KCl10 mM. 
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3.2. LA FLUORESCENCIA DE LA PIRANINA 

3.2.1. Curvas de concentración contra fluorescencia 

Con el objeto de definir la confiabilidad de la cuantificación del pH interno de la 
levadura a través de la fluorescencia de la piranina, fue necesario realizar algunas 
pruebas sobre la linealidad de la fluorescencia así como de las características 
espectroscópicas del colorante. 

El valor de fluorescencia total es muy importante ya que a partir de éste se calculan los 
otros valores de fluorescencia que son necesarios para el cálculo de pH. Por ello se 
realizaron curvas de fluorescencia total vs micro litros de la suspensión 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 suspensión celular que se utilizó 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 centrifugación 
posterior a la incubación de las levaduras eliminó buena parte de la piranina que se 
encontraba inicialmente en el medio externo. 

Además, las curvas de pH citoplásmico y vacuolar vs micro litros de suspensión de 
levaduras mostraron prácticamente el mismo valor desde 5 hasta 70 microlitros de 
levaduras en ambos casos (Figs. 17 y 18). Es importante hacer notar que el pH 
citoplásmico es de 6.0 (Fig.l7), mientras que el pH vacuolar es de 6.6 (Fig.18), ya que 
las levaduras utilizadas para la medición del pH vacuo lar fueron centrifugadas después 
de su incubación con glucosa, lo cual provoca la alcalinización vacuo lar. Lo anterior se 
debe a que la centrifugación y lavado de las levaduras provoca la eliminación del CO2 y 
del H2C03 externo a la levadura, fenómeno que a su vez provoca la alcalinización del 
citoplasma y de la vacuola como efecto de la salida del CO2 interno de la levadura; la 
explicación de dicho mecanismo será ampliado en el apartado de Resultados (Fig. 26). 
En el caso de la curva de pH citoplásmico se utilizaron levaduras ayunadas, a las cuales 
no se ha añadido glucosa y como se verá en resultados posteriores, las levaduras 
ayunadas presentan un pH más ácido (6.0) que las levaduras a las que se les ha añadido 
glucosa (6.6). 

El pH citoplásmico que se obtiene en el intervalo de 5 a 70 )ll de levaduras 
electroporadas es el mismo en cada caso (Fig. 17) Y lo mismo sucede con el valor de 
pH vacuolar (Fig. 18), es decir, la determinación del pH citoplásmico y vacuolar se 
realizó dentro de un intervalo lineal de fluorescencia. 
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Fig. 15. Curva de flu.orescencia total de piranina en citoplasma. Las 
levaduras ayunadas, según el apartado 2.1, se electroporan según se 
describe en el apartado 2.2 de Materiales y Métodos. Se toman alicuotas 
de distinto volumen de la suspensión de levaduras al 0.5 g/mI (5,10, 20, 
30, 40, 50, 60 Y 70 1'1) Y se adicionen a la celda del fluorómetro, la cual 
contiene 2 mI de amortiguador MES-TEA !O mM a pH 6. 
Posteriormente se adiciona NIL.OH 100 mM Y se toma la lectura de 
fluoresceeia a las longitudes de onda de 460-520 nm de excitación y 
emisión 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 ¡..tI de la suspensión de levaduras, volumen 
comúnmente utilizado para la elaboración de los trazos de pH 
citoplásmico y vacuolar. 
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Fig. 16. Curva de fluorescencia total de piranina en vacuola. Las levaduras 
ayunadas según el apartado 2.1, se electroporan con piranina según se describe 
en el apartado 2.2 de Materiales y Métodos. Posteriormente se incuban con 
glucosa 2,5 mM según se describe en el apartado 2.3b. Se toman alicuotas de 
distinto volumen (5, lO, 20, 30, 40, 50, 60 Y 70 fll) de la suspensión de 
levaduras al 0,5 g/mI y se adicionan a la celda del fluorómetro, la cual contiene 
2 mi de amortiguador MES-TEA 10 mM pH 6. Posteriormente se adiciona 
N&OH 100 mM Y se toma la lectura de fluorescencia según se describe en al 
apartado 2.6 de Materiales y Métodos. La flecha indica el valor de 
fluorescencia obtenido con 50 J.ll de la suspensión de levaduras, volumen 
comúrunente utilizado para la elaboración de los trazos de pH citoplásmico y 
vacuolar. 
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Fig. 17. Curva de pH citoplásmico vs volumen de levaduras electroporadas 
con piranina 100 mM. La técnica de preparación de levaduras se realizó como 
se describe en la Fig. 15~ con la diferencia de que en este caso se lleva a cabo el 
cálculo final del pH citoplásmico, 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 1 h con 
glucosa 2.5 mM Y lavadas. La técnica de preparación de levaduras se realizó 
tal y como se describe en la Fig. 16. Con la diferencia de que en este caso se 
lleva a cabo el cálculo final de pH vacuo lar, 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 emisión y excitación en medio ácido y alcalino 
de la piranina libre o contenida en la vacuola o el citoplasma de las levaduras. La Figura 
19 muestra los tres espectros de excitación y emisión en medio ácido de la piranina libre 
o dentro del citoplasma y la vacuola. 

Dos de los tres espectros de excitación muestran un pico de fluorescencia máxima en 
una longitud de onda de 406 nm (piranin. 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 máxima fluorescencia de 
excitación en medio ácido muy cercano al esperado según lo reportado en la bibliografia 
(400 nm) (Slavik, 1994). Dada la cercaní.de los valores de longitud de onda de máxima 
fluorescencia entre los tres espectros, éstos pueden considerarse prácticamente iguales y 
se concluye que la píranina se está comportando prácticamente de la misma manera en 
estado libre o contenida en el citoplasma o la vacuo la. En el caso del espectro de 
emisión en medio ácido, se observa que es idéntico en los tres casos y que presentan una 
longitud de onda de máxima fluorescencia de 513 run. 

En el caso de los espectros de excitación en medio alcalino, la longitud de onda de 
máxima excitación 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 emisión en medio alcalino (Fig. 20), se observa que los espectros 
correspondientes a la piranina contenida en el citoplasma o la vacuola presentan una 
longitud de onda de máxima fluorescencia en 513 run; este valor es muy cercano al de la 
piranina libre cuya longitud de máxima fluorescencia es 511 runo Esta minima 
diferencia en los valores de longitud de onda cae dentro del error estadístico de la 
determinación, ya que el trazo del espectro se realizó cada 2 run, por lo que dichos datos 
se consideran prácticamente iguales. 

Los espectros de la piranina confinnan que las propiedades fluorescentes de dicho 
colorante son prácticamente iguales para el 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. Espeetro de excitación y emlSlon en ácido de piranin8 libre, en 
citoplasma y vacuol •. La realización 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 solución de piranina al 2.5 ¡1M. b) Piranina en 
citoplasma: Se utilizan levaduras ayunadas y electroporadas de acuerdo a los 
apartados 2.1 y 2.2 de Materiales y Métodos. e) Piranina en vacuo/a: 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 medición de la fluorescencia se lleva a cabo en 
el medio de incubación descrito en el apartado 2.5b y en presencia de ácido 
propiónico 265 mM. El espectro de excitación se realiza en el intervalo de 300-
500 nm con una longitud de onda de emisión de 520 nm. El espectro de emisión 
se realiza en un intervalo de 480-600 nm con una longitud de onda de excitación 
de 400 nm. 
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Fig. 20. Espedro de excitación y emisión en álcali de piranina libre, en 
citoplasma y vacuola. La realización 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 solución de piranina al 2.5 J-lM. b) Piranina en 
citoplasma: Se utilizan levaduras ayunadas y electroporadas de acuerdo a los 
apartados 2.1 y 2.2 de Materiales y Métodos. e) 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 medición de la fluorescencia se lleva a cabo en 
el medio de incubación descrito en el apartado 2.5b y en presencia de hidróxido 
de amonio 100 mM. El espectro de excitación se realiza en el intervalo de 300-
500 nm con una longitud de onda de emisión de 520 nm. El espectro de emisión 
se realiza en un intervalo de 4&0-600 nm con una longitud de onda de excitación 
de 460 nm. 
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3.3. VALORES Y CAMBIOS DEL pH CITOPLÁSMICO y VACUOLAR 

3.3.1. pH vacuolar de levaduras incubadas con glucosa 

De acuerdo con la hipótesis del presente trabajo, la adición de glucosa a las levaduras 
provocarla la disminución del pH vacuolar gracias a la actividad de la W-ATPasa vacuolar 
enzima encargada de bombear protones al interior de la vacuola (Anraku el al., 1989). Sin 
embargo, los resultados obtenidos muestran que la adición de glucosa a las levaduras 
incubadas 1 h con glucosa y NO lavadas provoca una mínima respuesta del pH vacuolar 
(0.09 unidades de pH) (pig. 21). 

La concentración de glucosa utilizada duraote la incubación de dichas levaduras es muy 
pequeña (2.5 mM), por lo que suponemos al final de la incubación la concentración de 
glucosa es mínima. S. cerevisiae es una levadura anaerobia facultativa por lo que es capaz 
de metabolizar la glucosa a través de la fermentación o la respiración. La velocidad de 
ambas vías metabólicas es muy alta por lo que la glucosa utilizada en la incubación debe 
agotarse rápidamente (Gancedo y Serrano, 1989). 

La baja respuesta del pH vacuolar tras la adición de glucosa, mostró que aún cuando las 
levaduras contienen una baja concentración de este sustrato, la sola adición de glucosa no es 
suficiente para lograr la acidificación vacuoIar (Pig. 21). Además de lo anterior, el pH 
vacuolar inicial es más alto de lo que se esperaba (6.3) ya que la vacuola es un orgaoelo que 
se caracteriza por su acidez. En el caso de S. cerevisiae se han reportado valores de pH 
vacuolar de 6.05 y 6.2 (Abe Y Hovikoshi, 1995; Preston el al., 1989) (ver Tabla 4). 

En vista de lo anterior se decidió cuantificar la acidez vacuolar en levaduras incubadas con 
una mayor concentración de glucosa (10 Y 20 mM) suponiendo que la acidificación 
vacuolar es un proceso más lento que el del citoplasma y por lo tanto requiere de un mayor 
tiempo de incubación o de una mayor concentración de glucosa. Sin embargo, se observó 
que tanto el pH vacuolar como la respuesta del mismo a la adición de glucosa 10 y 20 mM 
(pig. 22) es prácticamente la misma en ambas preparaciones. Se concluyó que en este tipo 
de preparaciones no es posible observar una respuesta significativa del pH vacuolar a la 
incubación o adición de glucosa. 

3.3.2. pH citoplásmico de levaduras incubadas con glucosa 

Con el fIn de conocer el comportamiento del pH citoplásmico en estas ntismas levaduras 
incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM, se diseñó el esquema presentado en la Fig. 5. Dicho 
esquema consiste en incubar a las levaduras con glucosa y posterionnente electroporarlas 
con piranina. Este tratamiento asegura que la piranina se concentre únicamente en el 
citoplasma sin embargo, son levaduras incubadas de la misma forma que las levaduras en 
las que se mide el pH vacuo lar. por lo 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. J, 2.2 Y 2.4a de 
Materiales y Métodos. La medicíón de fluoresoencia y el cálculo de pH se llevan a 
cabo de acuerdo a los apartados 2.5b y 2.6. Las adiciones de glucosa J O mM Y KCI 
\O mM se llevan a cabo a los 390 y 600 seg. respectivamente. 
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Fig. 22. pH vacuolar de levadura. incubada. 1 b con glucosa 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. La preparación de las levaduras 
incubadas con glucosa 10 Y 20 mM varía únicamente en la concentración de la 
glucosa utilizada en la incubación. Posteriormente, se lleva a cabo la incubación de 
las levaduras en la celda del fluorómetro, la medición de la fluorescencia y el cálculo 
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 adición de KCI 10 
mM se realiza a los 650, 700 o 750 seg. según muestra cada trazo. 
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comparable. 

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

Una de las características más sobresalientes del trazo de la Fig. 23 es el proceso de 
alcalinización citoplásmica. A diferencia de lo que se observa en las levaduras ayunadas 
(Fig. 25) en las cuales el incremento del pH citoplásmico se da en respuesta a la adición de 
glucosa, las levaduras incubadas con este mismo sustrato y lavadas muestran un proceso 
inicial de alcalinización (Fig. 23); el pH inicial (6.22) se incrementa en 0.33 unidades en 
los primeros 100 seg. de incubación. 

En la Fig. 24 se observa el incremento en el consumo de oxígeno que provoca la adición de 
glucosa a las levaduras ayunadas; este fenómeno coincide con el incremento del pH 
citoplásmico de estas mismas levaduras (Fig. 25) el cual responde a la actividad de la H+­
ATPasa plasmática (Calahorra el al., 1998). Las levaduras ayunadas consumieron, en 350 
seg. de incubación, 25% del oxígeno inicialmente disuelto en el medio (Fig. 24); el pulso de 
glucosa a estas mismas levaduras aumentó claramente la tasa de conswno de oxígeno, 
dejando menos del 10% de oxígeno en el medio a los 350 seg. de incubación. En términos 
de velocidad de conswno, las levaduras ayunadas conswnieron 0.4 nátomos 02/rng. mino en 
comparación con las levaduras que recibieron glucosa cuyo consumo fue de 4 nátomos 
O,lmg. mino 

En el caso de las levaduras incubadas y lavadas (Fig. 23), al príncipio se consideró que la 
alcalinización inicial podría responder a la actividad de la H+ -ATPasa plasmática, sin 
embargo, existen varias características del trazo que muestran que la actividad de esta 
enzima es muy baja por lo que dicha alcalinización citoplásmica debe responder, 
mayoritariamente, a la participación de otro fenómeno. 

3.3.3. La W-ATPasa plasmática 

La actividad de la W-ATPasa plasmática es fundamental para la vida de la levadura ya que 
establece el potencial electroquímico indispensable para el transporte y acumulación de 
iones y metabolitos necesarios para el desarrollo y proliferación de este microorganismo 
(Peña el al., 1969, 1972, Peña, 1975). Se ha observado que la cantidad de esta enzima se 
incrementa en levaduras en desarrollo y que constituye una de las proteínas de membrana 
más abundantes en la levadura además de que consume una alta proporción del ATP de la 
levadura (Gancedo y Serrano, 1989). 

La Ir -ATPasa plasmática es Wl3. bomba primaria cuya actividad depende directamente del 
estado metabólico 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 concentración, se realiza 
gracias a la utilización de la energía libre obtenida de la hidrólisis del ATP en ADP y P 
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Fig. 23. pH dloplásmico de levaduras iocubadas 1 b coo glucosa 2.5 mM y 
lavadas. Las levaduras se preparan de acuerdo a los apartados 2.1 y 2.2. Las 
condiciones de peincubación 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 citoplásmico 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 incubación respectivamente. 
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Fig. 24. Consumo de oxigeno en células de 24 h en VPD y 14 h de ayuno. Trazo 
sin sustrato y efecto de glucosa. Las levaduras se preparan como se describe en el 
apartado 2.1 de Materiales y Métodos. Se utilizan levaduras ayunadas y se lleva a 
cabo la medición del consumo de oxígeno tal y como se describe en el apartado 2.9 
de Materiales y Métodos. La flecha indica el momento en que se adiciona glucosa 10 
mM. 
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Fig. 25. pH citoplásmico 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 f1uorómetro y se lleva a cabo el cálculo de pH según los 
apartados 2.5b y 2.6. Las flechas muestran los momentoS en que se adicionan 
glucosa 10 mM o KCl 10 mM a la celda del f1uorómetro que corresponden a los 
350 y 700 seg. de incubación respectivamente. 
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(Mitchell, 1968; Peña, 1975) (Fig. 26). Los protones que esta enzima transporta hacia el 
exterior de la levadura provienen del CO, el cual, hidratado presenta un equilibrio ácido­
base entre el ácido carbónico y el bicarbonato y protón (López el al., 1999) (Fig. 26). 

Puesto que la síntesis del ATP se realiza a partir de la oxidación de moléculas carbonadas 
como la glucosa a través de las vías del metabolismo energético como son la fermentación y 
la respiración (Lehningel', 1985), la veJocidad de sintesis de ATP afecta directamente la 
actividad de la W-ATPasa plasmática. 

La glucosa también estimula la activación de la H+-ATPasa plasmática. El mecanismo de 
activación de la W-ATPasa plasmática se presenta gracias a la fosforilación de esta enzima 
tras la adición de glucosa a las levaduras ayunadas (Serrano, 1983; Chang y Slayrnan, 
1991). La región C-terminal de la H+-ATPasa de la membrana plasmática contiene sitios 
probables de fosforilación para cinasas dependientes de Ca'+-caImodulina y/o protein­
cinasa C (Estrada el al., 1996). Su activación consiste en la modificación de algunos de sus 
parámetros cinéticos: la Km para ATP disminuye de 1.5-2 a 0.3-0.6 mM y la Vmax se 
incrementa tres veces, además, el pH óptimo se modifica de 5.6 a 6-7; estas caracteristicas 
la convierten en una enzima más 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 prácticamente el mismo que el pH inicial de las 
levaduras ayunadas (6.18) (Fig. 25). Este dato está de acuerdo con la baja concentración de 
glucosa que debe existir en el medio y dado que tanto el metabolismo energético como la 
actividad de la H+ ~ATPasa plasmática son altamente dependientes de este sustrato, es 
posible que a pesar de que la levadura puede utilizar fuentes de carbono alternas a la 
glucosa como por ejemplo el etanol, lo cierto es que la actividad de bombeo de protones a 
través de la W -ATPasa plasmática disminuye si la concentración de glucosa en la levadura 
es muy baja (López el al., 1999). Esto provoca que el pH citoplásmico sea más ácido y el 
"'pH y el "'\ji (potencial de membrana) sean menores en las levaduras con baja 
concentración de glucosa en comparación con el pH citoplásmico que alcanzan las 
levaduras ayunadas tras el pulso de glucosa (Fig. 25). 

La disminución en la concentración de glucosa en la levadura promueve la activación de 
vías como la gluconeogénesis y la respiración (Gancedo y Serrano, 1989); la disminución 
en la concentración de glucosa disminuye la velocidad del metabolismo (Fig. 26). La 
producción de COz y H2C03 continúa pero existen varias razones por las cuales el bombeo 
de protones a través de la W -ATPasa plasmática disminuye, a saber: la actividad de esta 
enzima depende directamente de la provisión de ATP el cual, sj la concentración de sustrato 
como la glucosa es menor, también su metabolismo disminuye y por lo tanto la velocidad 
de producción de ATP es menor. 

Tal Y como se ha mencionado, la H+-ATPasa plasmática depende de la glucosa no solo 
gracias a la provisión de ATP, sino además la glucosa estimula vías de transducción de 
señales que provocan la fosforilación de esta enzima, incrementando su actividad (Serrano, 
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1983; Thevelein, 1994). Estas vías de transduccÍón de seílales son sensibles a la 
concentración de glucosa por lo que si ésta disminuye, también la activación de las vías se 
ve afectada, provocando el retomo a la actividad basal de la W-ATPasa plasmática. 

En estas condiciones metabólicas no solamente la produción de H2C03 disminuirá sino 
también la capacidad de la W-ATPasa plasmática para bombear protones. Esto trae como 
cosecuencia Wla disminución en el grado de ionización del ácido carbónico en bicarbonato 
y protón lo que a su vez provoca una disminución en la disponibilidad de protones para la 
W -ATPasa plasmática (Fig. 26) (López el al., 1999). 

Este proceso es el que se presenta en las levaduras ayunadas o en las que han sido 
incubadas con baja concentración de glucosa cuyo pH citoplásmico inicial es prácticamente 
el mismo en ambas preparaciones (6.22 y 6.18 respectivamente) (Figs. 23 y 25). Sin 
embargo, a pesar de presentar el mismo pH citoplásmico, el estado metabólico de ambas 
preparaciones no es exactamente el mismo ya que tanto la velocidad de consumo de 
oxígeno y COmo del bombeo de protones es mayor en las levaduras incubadas con glucosa 
que en las levaduras ayunadas (no se muestra). Es probable que en la preparación de 
levaduras incubadas con glucosa exista etanol que proviene precisamente de la 
fermentación de la glucosa lo cual mantiene más activo el metabolismo (Gancedo y 
Serrano, 1989; López el al., 1999), además de que la incubación con glucosa le permite a 
las levaduras retomar parte de los nutrientes del exterior que durante el ayuno se pierden lo 
cual también favorece la activación de su metabolismo. 

En levaduras incubadas con glucosa y lavadas se observa que una vez que el proceso de 
alcalinización alcanza el equilibrio (aproximadamente a los 200 seg), el pH citoplásmico 
tiende a disminuir nuevamente hasta un valor de 6.3 al fmal del trazo (Fig. 23). Sin 
embargo, si a estas levaduras se les añade glucosa, el pH citoplásmico se mantiene en el 
mismo valor que habian alcanzado antes de la adición de este sustrato (6.52); la baja 
actividad de la W-ATPasa plasmática no es capaz de mantener el pH citoplásmico 
constante por lo que éste tiende a disminuir desde los 350 seg. del trazo. 

Si la alcalinización del citoplasma observado en estas levaduras fuera producto únicamente 
de la actividad de la W-ATPasa plasmática, dicha respuesta podria explicarse por el 
desplazamiento del equilibrio de esta bomba hacia una mayor eliminación de protones del 
exterior de la levadura. Como cualquier equilibrio químico, la W-ATPasa plasmática 
desplaza el equilibrio hacia la dirección en el cual se está eliminando algún 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 explicación radica en que inicialmente la 
levadura ha sufrido una remoción de protones en su exterior. 

Esto se explicaría por el lavado de las levaduras el cual elimina los compuestos del exterior 
de la misma entre los que se encuentran los protones bombeados por la levadura. Sin 
embargo, el requisito indispensable para que la W-ATPasa plasmática pueda responder al 
desplazamiento es la cantidad de ATP que la levadura sea capaz de otorgarle, pero en este 
caso la capacidad metabólica de este organismo es muy bajo. De hecho, las levaduras 
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ayunadas también son sometidas a un proceso de lav.do exhaustivo al fmal de l. 
incubación, y sin embargo, el pH citoplásmico de la misma no muestra una alcalinización 
considerable al inicio del trazo de pH (Fig. 25). En todo caso, si este mecanismo fuera el 
único responsable se esperaría que el cambio fmal de pH fuera menor al observado y que 
además se desarrollara a una velocidad más baja. 

Por lo tanto, se consideró que otro mecanismo alterno podría estar funciollJlIldo durante el 
proceso de alcalinización citoplásmica el cual, necesariamente, tendría que estar 
respondiendo a la eliminación de la acidez externa de la levadura provocada por el lavado 
de las mismas. 

3.3.4. El ácido carbónico y el pO interno de la levadura 

La difusión de CO, y del ácido carbónico al exterior de las levaduras constituye un 
importante mecanismo de acidificación del entorno de este microorganismo (Conway y 
Brady, 1950). En levadlU1lS cuyo metabolismo se encuentra muy activo, este sistema 
funciona de manera paralela al bombeo de protones a través de la Ir'-ATPasa plasmática 
provocando una significativa acidificación externa que puede alcanzar valores de pH de 3 o 
4 (López el al., 1999). 

El CO, se hidrata a H,CO, (peña, 1975; Golfeau y Slayman, 1981) y éste se ioniza para 
fonnar bicarbonato y protón (ecuación 2). Y gracias a su alta concentración dentro de la 
levadura, el ácido carbónico constituye la fuente principal de protones en el citoplasma cuya 
distribución y transporte al exterior de la levadura por medio de la H+-ArPasa plasmática, 
juega un papel fundamental en el establecimiento del pH inteno de la levadura (Fig. 26). 
Además de lo anterior, tanto el COz como el H2C03 son moléculas sin carga capaces de 
difundir libremente a través de las membranas biológicas (Henry, 1996). 

H,C03 <o> HCOi + Ir' ....................... Ecuación 2 

El COz es producto de reacciones de descarboxilación como la que sufre el piruvato para 
convertirse en acetaldehido durante la fermentación alcohólica de la levadura y puesto que 
S. cerevisiae es una levadura fermentativa (Gancedo y Serrano, 1989) este microorganismo 
es capaz de producir altas concentraciones de COz. Se han reportado concentraciones de 
CO, hasta de 200 mM (López el al., 1999) cuya producción sobrepasa con mucho a la de 
otros ácidos orgánicos provenientes también del metabolismo energético de la levadura. El 
ácido succínico también difunde al exterior de la levadura pero alcanza una concentración 
menor que la del C02; seguramente porque es producto de la respiración, la cual en las 
levaduras fermentativas no es muy activa (Gancedo y Serrano, 1989). 

Puesto que en las levaduras incubadas con glucosa y lavadas la actividad de la Ir' -ArPasa 
plasmática debe ser muy baja debido a la baja concentración de glucosa, consideramos al 
CO2 como el responsable del proceso inicial de alcalinización citoplásmica de estas 
levaduras (Fig. 23). Suponemos que es la pérdida del CO, y el H,CO, 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 concentración que ha provocado el lavado de las mismas. 

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

López el al (1999) ha descrito la importancia del equilibrio del CO, en la regulación del pH 
de la levadura. 

El CO2 constituye la fuente de protones primordial para este microorganismo; su 
concentración en el citoplasma es fundamental para el establecimiento del pH de este 
compartimento. La concentración final de protones en el citoplasma depende en gran 
medida de la velocidad de su producción y de su distribución entre el citoplasma y el 
exterior de la levadura. En el primer punto. la actividad metabólica juega un papel 
primordial. mientras que la Ir' -ATPasa plasmática funciona en la distribución de los 
protones entre el interior y el exterior de la levadura. 

El grado de ionización del ácido carbónico depende de la actividad de la Ir'-ATPasa 
plasmática la cual establece el pH citoplásmico y por lo tanto modifica el equilibrio ácido­
base de dicho ácido. 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 gracia, a la 
actividad de la Ir'-ATPasa plasmática, la cual establece finalmente el pH citoplásmico. el 
6pH y el 6'V a través de la membrana plasmática de la levadura (Peña. 1975). El 
mantenimiento de la concentración de protones necesaria para cubrir dichas fimciones 
depende directamente de la capacidad metabólica de la levadura y del aporte de ácido 
carbónico. así como de una actividad óptima de la W-ATPasa plasmática. 

La disponibilidad de protones libres respresenta un aspecto fundamental para el 
funcionamiento de la Ir'-ATPasa plasmática, la cual es finahnente establecido por el pH 
citoplásmico. Entre más cerca se encuentre el pH citoplásmico de su óptimo valor (6.6-6.8) 
(Calahorra el al .• 1998) mayor disponibilidad de protones habrá para la H+-ATPasa 
plasmática. A su vez, el pH óptimo del citoplasma se alcanza si la H+ -ATPasa plasmática 
está activa, lo cual depende directamente de la naturaleza del sustrato presente en la 
levadura. En el caso de la glucosa se sabe que produce mayor concentración de ATP y C02 
que el etanol (López el al., 1999), además de que la glucosa estimula la actividad de esta 
enzima (Tbevelein, 1994). 

Existe además un factor adicional que favorece la actividad de la Ir' -ATPasa plasmática y 
es el hecho de que la levadura sea capaz de neutralizar las cargas negativas provenientes de 
la retención 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 retención, más favorecida estará la actividad de la Ir' -ATPasa 
plasmática En este punto el ion potasio juega un papel fundamental debido a su capacidad 
de retención del bicarbonato; más adelante se abundará más al respecto (Conway y Brady, 
1950; López el al .• 1999) (Fig. 26). 
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La mutua relación que existe entre el sistema del CO, y la H'-ATPasa plasmática es clara 
debido a la relación de ambos con el metabolismo celular y a su vez porque la actividad de 
la bomba es capaz de alterar el equilibrio ácido-base del CO,. En una levadura 
completamente activa, tanto la difusión del CO, como el bombeo de protones se encuentran 
funcionando nonnalmente y la levadura será capaz de establecer el L1pH, el L1'1' y el pH 
citoplásmico óptimos. El problema de la regulación del pH en la levadura surge en el 
momento en que la concentración de glucosa disminuye y la levadwa necesita recwrir a la 
utilización de sustratos alternos y la degradación sus propias reservas. Sin embargo, de 
cualquier forma la disminución en la concentración de glucosa provoca el decremento de la 
velocidad del metabolismo energético (Gancedo y Serrano, 1991). En una levadura menos 
activa se observa una menor producción de ácido carbónico así Como una disminución en el 
bombeo de protones con la consecuente disminución del pH interno de la levadura. A 
menor pH interno, la ionización del ácido carbónico disminuye provocando a su vez un 
decremento en la concentración de protones libres, este hecho dificulta la actividad de la 
H' -ATPasa plasmática. 

La cuestión fundamental gira alrededor de aquellos protones que no son bombeados al 
exterior de la levadura sino que permanecen en el interior de la misma y que en gran 
medida son los responsables del pH citoplásmico. El mantenintiento de la concentración de 
protones adecuada dentro de la levadura depende de su producción y de su distribución 
entre el interior y el exterior de la levadura. Si ahora pensamos en la disminución de la 
concentración de sustrato y en el decremento del pH citoplásmico y además en una 
alteración en el equilibrio del CO, debido a su eliminación del medio externo, como sucede 
en el caso de las levaduras lavadas (Fig. 23), las consecuencias son el incremento del pH 
citoplásmico de la levadura. 

Dado que la difusión del CO, o del ácido carbónico provocan los mismos efectos sobre el 
pH interno de la levadura, de aquí en adelante éstos se mencionan de manera inJistinta. En 
este caso, la eliminación del ácido carbónico del exterior provoca la difusión del mismo 
desde el interior de la levadura. Si el metabolismo de la levadura está activo, la 
recuperación del ácido carbónico se realizará sin problema gracias a la difusión del ácido 
carbónico proveniente directamente del metabolismo energético. Sin embargo, si la 
producción de ácido carbónico ha decaído por una disminución en la concentración de 
sustrato, el restablecimiento del equilibrio del CO, requerirá de la difusión del ácido 
carbónico que se encuentra en el citoplasma y que forma parte del mantenimiento del pH 
citoplásmico en la levadura. 

La difusión del ácido carbónico interno provoca a su vez la remoción de bicarbonato y 
protón, ya que, de acuerdo al principio de LeChatelier (Ramette, 1983), la pérdida de 
cualquiera de los componentes del equilibrio químico tiende a desplazar la direccionalidad 
del mismo hacia la producción del componente que ha sido removido. En este caso, la 
eliminación de ácido carbónico externo tiende a desplazar su equilibrio ácido-base hacia 
una mayor formación de dicho ácido a partir de bicarbonato y protón provocando 
finalmente el incremento del pH citoplásmico (Fig. 26). 
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Por otra parte, de acuerdo a la Ley de Fick (Beme y Levy, 1988) la magnitud y la velocidad 
de difusión de un metabolito al exterior de la levadura dependerá directamente de la 
magnitud del gradiente de concentración existente entre el interior y el exterior de la 
levad~ por lo tanto, entre mayor sea la diferencia de concentración del ácido carbónico 
entre el exterior y el interior de la levadura, la velocidad de difusión y la magnitud del 
cambio de pH será también mayor (Fig. 26). 

Esta es la razón por la cual el citoplasma se alcaliniza en las levaduras incubadas con 
glucosa 2.5 mM Y lavadas. El CO2 difunde eliminando protones involucrado en el 
mantenimiento del pH interno de la levadura (Fig. 23). 

3.3.6. El ion potasio y el pH citoplásmico 

A pesar de que la actividad de la Ir' -ATPasa plasmática 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 citoplásmico que provoca la adición de KCI a los 350 seg. 
de incubación (Fig. 27). 

El K+ es un catión que se transporta a través de los uniportadores Trkl o Trk2 (Gaber el al., 
1988) y cuyas caracteristicas ya han sido descritas en el apartado l.!.!. La característica 
más sobresaliente del transporte del K+ al interior de la levadura es que, debido a la carga 
positiva del mismo, su entrada a la levadura provoca la despolarización de la membrana 
plasmática (Peña el al., 1975). La Ir' -ATPasa plasmática es la enzima encargada del 
establecimiento del potencial electroquímico en la membrana plasmática de la levadura 
(Peña el al., 1969,1972; Peña, 1975). Esta enzima es sensible a la alteración en el potencial 
de membrana provocada por la entrada del K+ (Seto-Young el al., 1991). Su respuesta a 
dicha despolarización de la membrana es la estimulación de su actividad que se refleja en el 
incremento del pH citoplásmico provocado por un mayor bombeo de protones al exterior de 
la levadura (Fig. 27). Es decir, la magnitud del cambio de pH citoplásmico tras la adición de 
KCl es proporcional a la magnitud del aljl en la membrana plasmática el cual se da gracias 
a la actividad de la W-ATPasa plasmática. 

En la Fig. 27 se observa que de cualquier forma la magnitud en el apH tras la adición de 
KCl es menor si esta adición se realiza antes de la adición de glucosa en comparación con el 
trazo cuyas adiciones se realizan en sentido inverso: el .6.pH provocado por el KCI pt)sterior 
a la adición de glucosa (0.22) es prácticamente dos veces mayor que en el caso inverso (0.1) 
(Fig.27). 

Puesto que la alcalinización citoplásmica inicial responde a la salida de C02 y ácido 
carbónico de las levaduras, el exterior sufre una acidificación el cual promueve el 
incremento del al¡! a través de la membrana plasmática promoviendo la entrada del ion 
potasio (Peña, 1975). El mismo efecto se ha observado en las levaduras incubadas en 
amortiguador a pH 4, en las cuales la entrada del ion potasío es mayor que en las levaduras 
incubadas en amortiguador a pH 6 (Peila, 1975). 
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Fig. 27. pH .itoplásmi.o d. levaduras in.ubadas 1 h 'on glu.osa 2.5 mM y 
lavadas. Las levaduras se preparan de acuerdo a los apartados 2.1 y 2.2. Las 
condiciones de preincubación 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 citoplásmico de acuerdo al apartado 
2.6. En un trazo las adiciones de glucosa 10 mM y KCI 10 mM se realizan a los 
350 y 650 seg. de incubación respectivamente; en el otro trazo las adiciones se 
realizan en el orden inverso. 
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3.3.7. pH vacuoJar en Jevaduras incubadas con gJucosa y lavadas 

En vista de los cambios del pH citoplásmico y de su comportamiento frente a la adición de 
sustrato en las levaduras incubadas y lavadas, se decidió llevar a cabo la medición del pH 
vacuolar en levaduras preparadas de la misma fonna con el fin de comparar el 
comportamiento del pH vacuolar y citoplásmico 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 
comparación con el pH inicial de las levaduras incubadas y NO lavadas que es más ácido 
(6.3) Y que se mantiene dentro de un pequeño intervalo de vatiación. 

Tal Y como se ha explicado, las levaduras con bajo metabolismo no son capaces de regular 
su pH intemo. El lavado de las levaduras remueve el ácido carbónico del exterior a lo cual 
el pH citoplásmico responde con una alcalinización. La misma respuesta se observa con el 
pH vacuolar. Puesto que el equilibrio del C02 en la levadura se extiende desde el exterior 
de la misma hasta el citoplasma y la vacuola (Fig. 26), la alteración de su equilibrio exterior 
provoca la difusión del ácido carbónico desde la vacuola. 

Se observa que en las levaduras incubadas con glucosa el trazo de pH comienza con una 
pequeña disminución la cual a los 100 seg. es superada por una fase de alcalinización. 
Puesto que la W-ATPasa vacuolar es la encargada de bombear protones al interior de la 
vacuola (Anraku et al., 1989), es posible que el pequeño pico de acidificación inicial se 
deba a la actividad de esta enzima. Es posible que dadas las propiedades amortiguadoras del 
Co, y a que en las levaduras incubadas con glucosa y lavadas la producción de este 
metabolito debe ser muy baja al final de dicha incubación, la capacidad amortiguadora de la 
vacuola disminuya favoreciendo la acidificación del interior de este organelo gracias a los 
protones bombeados a través de la W-ATPasa vacuolar. Este puede ser uno de los motivos 
por el que únicamente bajo estas condiciones, y en ausencia de ion potasio (ver sección 
3.3.8), es posible observar la acidificación vacuolar. Otro hecho que puede ser importante 
en el fenómeno de acidificación vacuolar es la estimulación de la W -ATPasa gracias al bajo 
8pH existente entre la vacuola y el citoplasma (Fig. 28). Como en cualquier equilibrio 
químico, la eliminación de los productos tiende a desplazar el equilibrio hacia una mayor 
producción de los mismos (Principio de Lechatelier; Ramette, 1983), por lo que si el pH 
vacuolar es mayor al pH cítoplásmíco, la H+-ATPasa vacuolar tenderá a bombear más 
protones hacia el interior de la vacuola provocando la acidificación de la misma. 

La acidificación inicial es seguida por un proceso de alcalinización el cual cambia de 
manera significativa el pH vacuolar de estas levaduras (Fig. 28) lo que muestra el 
importante papel del CO, en la regulación del pH de este organelo. A continuación se 
describe el proceso que suponemos provoca el fenómeno de alcalinización vacuolar tras el 
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Fig. 28. pH vacuolar y citoplásmico de levaduras incubadas 1 h con glucosa 2.5 
mM y lavada •. Para la medición 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 medición del 
pH citoplásmico, las levaduras se preparan según los apartados 2.1, 2.2 Y 2.3b. 
Posteriormente, se lleva a cabo la incubación de las levaduras en la celda del 
fluorómetro, la medición de la fluorescencia y el cálculo de pH tal Y como se 
describe en los apartados 2.5b y 2.6 de Materiales y Métodos. Las adiciones de 
glucosa \O mM se llevan a cabo alos 350 seg. en ambos trazos; la adición de KCl 10 
mM se realiza 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 
y NO lavadas (Fig. 21). 

El proceso de lavado remueve el ácido carbónico del exterior de la levadura provocando el 
desplazamiento de su equilibrio ácido·base y por lo tanto el incremento del pH (ver sección 
3.3.5). Puesto que en estas levaduras la concentración de glucosa debe ser muy baja, el 
metabolismo energético no es capaz de recuperar el Co, eliminado del citoplasma por lo 
que el ácido carbónico también tiende a desplazarse desde el interior de la vacuola (Fig. 
26). 

La baja capacidad metabólica de las levaduras incubadas con glucosa y lavadas (Fig. 23) se 
refleja en el hecho de que su pH vacuolar es mayor (6.57 a los 100 seg) que el de las 
levaduras incubadas con glucosa y NO lavadas ( 6.3) (Fig. 21). En cada proceso de lavado 
la levadura pierde parte de su C02 interno el cual el metabolismo energético de la levadura 
es incapaz de recuperar, por lo tanto el pH vacuolar se incrementa. Además de esto, la 
cantidad de C02 total en la levadura es vez menor (López el al., 1999) por lo que su 
capacidad amortiguadora disminuye y por lo tanto cualquier alteración en la concentración 
del C02 externo de la levadura provoca cambios en su pH interno; es por ello que el pH 
vacuolar se incrementa aún frente a la dilución de las levaduras en un nuevo amortiguador. 

La Fig. 29 muestra que a pesar de que la adición de glucosa a las levaduras se realice antes 
del inicio de la fase de alcalinización (50 seg.), este proceso no se revierte. La única 
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 alcalinización es menor (dpH~ 0.15) con respecto al cambio que se 
observa en las levaduras en las que dicha adición se realiza al final del proceso de 
alcalinización (dpH~ 0.3). El gradiente de C02 es tal que el metabolismo de la glucosa en 
estas levaduras no es capaz de revertido sino que solamente recupera parte del CO2 el cual, 
de cualquier forma, difunde al medio externo provocando el incremento del pH vacuo lar. 

La Fig. 22 muestra que si las levaduras se incuban con una mayor concentración de glucosa 
(10 o 20 mM) Y posterionnente son lavadas, la magnitud de la alcalinización inicial es 
menor (L\pH~ 0.05 aprox.) que en las levaduras incubadas con glucosa 2.5 mM (dpH~ 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 concentración de glucosa 
presentan lUla mayor capacidad de recuperación del mismo frente a pequeñas diluciones; es 
posible que estas últimas contengan una mayor cantidad de C02 interno el cual les otorga 
una mayor capacidad amortiguadora y por lo tanto, después del proceso de lavado, son 
capaces de recuperar más rápidamente el equilibrio del C02· 

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 e 
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 lo tanto, se 
deduce que durante el ayuno la vacuola se alcaliniza debido a la falta de glucosa, tanto por 
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la disminución en la producción de ATP -lo cual disminuye la actividad de la Ir' -ATPasa 
vacuolar~ como por la disminución en el contenido de ácido carbónico de la levadura. 
Debido a la baja concentración de glucosa utilizada durante la incubación, el estado 
metabólico de las levaduras es muy bajo; la vacuola pierde su capacidad amortiguadora y 
por 10 tanto se alcaliniza tras el lavado y dilución de las levaduras. 

A pesar de que tanto el pH vacuolar como el citoplásmico se incrementan tras el lavado de 
las levaduras, el efecto es mayor sobre el pH vacuolar; el pH que alcanza este o'ganelo 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 el al., 1989). Desde un principio el 
pH citoplásmico es menor al pH vacuolar pero la máxima diferencia se observa a los 250 
seg. de incubación a los cuales el pH es de 6.53 y 6.7 para el citoplasma y la vacuola 
respectivamente; posteriormente, hasta antes de la adición del KCl, el pH en ambos 
compartimentos es el mismo (6.59) (Fig. 25). 

La vacuola es considerada como un organelo de almacenamiento y de regulación iónica por 
lo que es posible que también almacene CO" sobretodo por la alta concentración de CO, 
presente en el interior de la levadura (López el al., 1999); por lo tanto, es posible que la 
salida del CO, vacuolar ayude a mantener el pH citoplásmico de la levadura. 

Tras el proceso de alcalinización y una vez alcanzado el equilibrio del CO2 (aprax. 350 
seg.), tanto el pH citoplásmico (Fig. 23) como el vacuolar tienden a disminuir nuevamente 
hasta alcanzar su pH inicial. El bajo metabolismo en la levadura provoca la acumulación de 
ácido en su interior, sin embargo, el citoplasma presenta un grado de acidificación mayor 
que la vacuola. 

Estos experimentos mostraron que tanto la actividad de la Ir'-ATPasa vacuolar comO el 
CO, están involucrados en la regulación del pH vacuo lar. Lo interesante es que en la 
vacuola la respuesta a la adición de glucosa es muy pequeña en las levaduras incubadas COn 
glucosa y NO lavadas ("pH~ 0.09) (Fig. 21) en comparación con la respuesta de las 
levaduras incubadas con glucosa y lavadas ("pH~ 0.15) (Fig. 28). Puesto que la única 
diferencia entre estas dos preparaciones de levaduras es el lavado, consideramos que las 
consecuencias de dicho tratamiento sobre el pH y el contenido de ácido carbónico vacuolar 
pueden ser los responsables de la respuesta diferencial del pH vacuolar en ambas 
preparaciones de levaduras. 

Es posible que dadas las propiedades amortiguadoras del CO, y la alta concentración 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 adición de glucosa a la levadura. El efecto amortiguador 
del C02 es más significativo en las levaduras cuyo contenido en C02 es mayor, por ejemplo 
en las levaduras incubadas con glucosa y NO lavadas (Fig. 21). En las levaduras NO 
lavadas la actividad metabólica es muy baja y por lo tanto la concentración de CO2 debe ser 
baja también (López el al., 1999) pero al no haber sido sometidas al proceso de lavado, el 
sistema del CO2 se encuentra en equilibrio entre el exterior y el interior de la levadura. En 
contraste con lo anterior, el lavado de las levaduras y por lo tanto la salida de CO2, provoca 
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tres fenómenos importantes: el incremento del pH vacuolar, la disminución en la 
concentración del CO2 vacuolar y la disminución en la capacidad amortiguadora de la 
vacuola. Estos tres fenómenos pueden explicar el comportamiento del pH vacuolar tras la 
adición 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 co" se 
espera que la adición de este sustrato estimule tanto la actividad de la H+ -ATPasa vacuolar 
como la difusión del Ca, al interior de la vacuola. Sin embargo, en el caso de la W­
ATPasa vacuolar también es importante considerar que al momento en que se realiza la 
adición de glucosa (350 seg), el pH vacuolar es mayor que el citoplásmico lo cual favorece 
el desplazamiento del equilibrio de la W-ATPasa vacuolar hacia un mayor bombeo de 
protones al interior de la vacuola (Principio de Lechatelier; Rametle, 1983). Aunado a lo 
anterior, la baja capacidad amortiguadora de la vacuol., provocada por la pérdida de CO" 
hace posible que la actividad de la W-ATPasa vacuolar sea mayor y por lo tanto su 
participación sea importante durante el proceso de acidificación vacuolar tras el pulso de 
glucosa. Sin embargo, también es muy importante el hecho de que, al existir un déficit de 
CO2 en el interior de la vacuola, éste difunda al interior de la vacuola y restablezca su 
equilibrio. 

Por lo tanto, durante el proceso de acidificación vacuolar participan tanto el equilibrio del 
CO, como la actividad de la W-ATPasa vacuolar; a pesar de que no conocemos el grado en 
el que cada uno de estos factores participa en la acidificación vacuolar, es posible que la 
difusión del CO, sea el componente mayoritariamente responsable de dicho fenómeno; más 
aún si se observa que en las levaduras cuyo sistema de CO, se encuentra en equilibrio (Fig. 
21). La respuesta del pH vacuolar a la adición de glucosa es muy pequeña; a pesar de que en 
las levaduras NO lavadas no se ha provocado un incremento del gradiente de difusión de 
CO" la respuesta del pH vacuolar a la adición de glucosa no es significativa (¿\pH~ 0.09) lo 
cual se interpreta como una baja actividad de la H+ -ATPasa vacuolar. 

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

3.3.8. pH vacuolar d. levaduras incubadas con glucosa y KCI y lavadas 

La Fig. 30 muestra que el pH vacuolar inicial en las levaduras incubadas con glucosa y KCl 
y lavadas es menor (6.10) que el correspondiente a las levaduras incubadas únicamente con 
glucosa (6.22 y se incrementa rápidamente) (Fig. 30). Además en las primeras, tanto el pico 
de acidificación inicial como el proceso de alcalinización presentan cambios más 
pronunciados que en las levaduras incubadas únicamente con glucosa. 

Se sabe que la producción de CO2 es mayor en las levaduras incubadas con glucosa y KCl 
(López el al., 1999) por lo que probablemente la capacidad amortiguadora de la vacuola en 
estas levaduras sea mayor que en las levaduras incubadas únicamente con glucosa. Sin 
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Fig. 30. pH vacuolar de levaduras incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM con o sin 
KCI 2.5mM y lavadas. Las levaduras se preparan según los puntos 2.1 y 2.2, 
posteriormente se incul."lan tal y corno se describe en los apartados 2.4b y 2.4c para 
las levaduras incubadas con glucosa sola o con KCl respectivamente. La incubación 
en la celda del fluorómetro y el cálculo 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 acidificación inicial en la vacuola de estas levaduras es 
mayor (~pH= 0.2) que en las que fueron incubadas únicamente con glucosa (~pH= 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 incubación. 

Se ha reportado que el ion potasio presenta la cualidad de retener al ion bicarbonato en el 
interior de la levadura (Conway y Brady, 1950; Lópe.z el al., 1999). Este hecho presenta 
consecuencias muy importantes no solo sobre el pH vacuolar y citoplásmico. sino sobre el 
proceso general de regulación del pH interno de la levadura. Tal y como se explicará a 
continuació~ las notables diferencias que existen entre el comportamiento del pH vacuolar 
de las levaduras incubadas con glucosa y KCl en comparación con el de las levaduras 
incubadas únicamente con glucosa, responden finalmente a la relación del ion potasio con 
el ion bicarbonato. 

Tal y como se ha explicado, el proceso de lavado elimina el CO, interno de la levadura 
provocando además el desplazamiento del equilibrio del CO, hacia la remoción de los 
protones citoplásmicos y vacuolares, dando por resultado el incremento del pH de ambos 
compartimentos. Además de lo anterior, también se ha expuesto acerca de la importancia 
del estado metabólico de la levadura en el sentido de que las levaduras con un estado 
energético más activado deben ser capaces de regular su pH interno y de recuperar el CO2 

perdido al exterior evitando la alcalinización del citoplasma y la vacuo la. 

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 más ácido que el de las levaduras incubadas únicamente con glucosa (Fig. 30); 
este fenómeno encuentra su explicación 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 ácido carbónico en el interior de las levaduras, sino en que 
además, la presencia de este catión estimula la actividad de las W -ATPasas plasmática y 
vacuolar así como el metabolismo energético de la levadura. 

En vista de que el ácido carbónico es la fuente principal de protones en la levadura (López 
el al., 1999) el bombeo de los mismos a través de la W-ATPasa plasmática favorece la 
acwnulación de bicarbonato en el citoplasma de la levadura (Fig. 26). Sin embargo, la 
acwnulación de bicarbonato se incrementa en presencia de contraiones que neutralicen su 
carga negativa. El ion potasio es el catión que lleva a cabo dicha función de neutralización 
de las cargas del bicarbonato (Conway y Brady, 1950; López el al., 1999) lo cual, además, 
favorece el bombeo de protones a través de la W-ATPasa plasmática. Al igual que en el 
caso de la H' -ATPasa plasmática, la H'-ATPasa vacuolar bombea los protones provenientes 
del equilibrio ácido-base del ácido carbónico (Fig. 26), por lo que la actividad de la bomba 
vacuolar también debe provocar la acumulación de bicarbonato en el citoplasma; a su vez, 
los iones potasio deben favorecer la actividad de la bomba vacuolar, dando lugar a un 
incremento en el bombeo de protones al interior de la vacuola. 

Tanto la H+-ATPasa plasmática como la H+-ATPasa-vacuolar son bombas primarias que 

-1) 
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dependen directamente del aporte de A11' celular; por otra parte, si la presencia de iones 
potasio favorece la actividad de estas enzimas, la presencia de este catión estimulará la 
actividad metabólica. En general, el metabolismo energético de la célula se regula en 
función del requerimiento de ATP (Lehninger, 1985); confonne la célula necesita A11' para 
llevar a cabo funciones anabólicas, de transporte, etc., es decir, de funciones celulares que 
requieren de un aporte directo de ATP. la velocidad de síntesis de esta molécula se 
incrementa. Este mismo mecanismo se presenta en la levadura; tomando en cuenta 
únicamente la actividad de la W-ATPasa plasmática, ésta es una enzima que utiliza un gran 
porcentaje del A11' celular (Serrano, 1991), por lo que si su actividad se encuentra 
estimulada, deberá provocar consecuencias significativas sobre la actividad metabólica de 
la levadura. 

Lo anterior puede explicar en parte el efecto estimulatorio el ion potasio sobre el 
metabolismo de la levadura. Además del efecto que la entrada del ion potasio a la levadura 
provoca sobre el metabolismo de este organismo debido a la estimulación de la actividad de 
la W-A11'asa plasmática (peila el al., 1975; Seto-Youg y Perlin, 1991), se sabe que el 
estado metabólico de este organismo sigue activado aún después de que este catión se haya 
intemalizado (Ramirez el al., 1996). 

Por lo tanto, el pH vacuolar más ácido de las levaduras incubadas con glucosa y KCl se 
debe, en parte, a que la actividad de la W-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 acidificación vacuolar. 

A pesar de que el lavado de las levaduras provoca la salida de ácido carbónico del interior 
de las mismas dando lugar al incremento del pH citoplásmico y vacuolar, la presencia de 
iones potasio y su reJadón con eJ bicarbonato, debe favorecer la retención de ácido 
carbónico no solamente en el citoplasma sino también en el interior de la vacuola 
favoreciendo la acidificación de este organelo. 

El CO, y el ácido carbónico, productos del metabolismo energético, difunden libremente al 
interior de la vacuola a favor de su gradiente de difusión. Puesto que se ha observado que 
después del ayuno el pH vacuolar es mayor al pH citoplásmico, el grado de disociación del 
ácido carbónico tenderá a ser mayor en el interior de la vacuola; en estas condiciones el 
bicarbonato, producto de la ionización del ácido carbónico y el cual no se transporta a 
través de la membrana de la levadura, puede ser almacenado en el interior de este organelo. 
Puesto que la acwnulaci6n del ácido carbónico se incrementa en levaduras incubadas con 
KCl (López el al., 1999) se espera que el ion potasio favorezca la retención de ácido 
carbónico en el interior de la vacuola y por lo tanto la acidificac;ión de este organelo. 

El fenómeno descrito explica la razón por la que el pH vacuolar de las levaduras incubadas 
con glucosa y KCl es menor al de las levaduras incubadas únicamente con glucosa (Fig. 
30). Es decir, la acidificación vacuolar involucra básicamente la participación de dos 
fenómenos: el bombeo de protones a través de la H+-ATPasa vacuolar y la acumulación de 
ácido carbónico en la vacuola. 
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Por lo tanto, si bien el lavado de las levaduras incubadas con glucosa y KCl provoca la 
remoción del ácido carbónico externo y el desplazamiento del ácido carbónico interno de la 
levadura, el pH vacuolar de estas levaduras se mantiene más ácido que el de las levaduras 
incubadas únicamente con glucosa. Dado que la acidificación vacuolar obedece a la 
participación de dos fenómenos, ambos deben estar involucrados en la capacidad de estas 
levaduras en mantener la vacuola más ácida. 

Por una parte, la capacidad amortiguadora de la vacuola de las levaduras incubadas con 
glucosa y KCI es mayor y por lo tanto, a pesar del desplazamiento del equilibrio del CO, 
vacuolar, estas levaduras son capaces de retener en mayor grado el CÜ:2 intemo. Por otra 
parte, la presencia del ion potasio en la vacuola debe favorecer el bombeo de protones al 
interior de la vacuo la. Además, el ion potasio en el citoplasma mantendrá más acelerado el 
metabolismo energético gracias a su capacidad de retención del bicarbonato lo cual 
proveerá de una mayor cantidad de ATP -que mantiene la actividad de la H+-ATPasa 
vacuolar- así como de C02 que difunde al interior de la vacuo la. Ambos mecanismos 
resutan en tula mayor acidificación vacuolar en las levaduras incubadas en presencia de 
iones potasio. 

Tal y como se ha explicado anteriormente, suponemos que la fase inicial de acidificación 
responde a la actividad de la la H+ -ATPasa vacuolar la cual en estas levaduras debe estar 
más activada gracias a la presencia de iones potasio y por 10 tanto el grado de acidificación 
que provoca es mayor que en las levaduras incubadas sin K+, además de que puesto que de 
cualquier forma la vacuola ha perdido CO" la capacidad amortiguadora de este organelo ha 
disminuido 10 cual también favorece Ja acidificación de su interior (pig. 30). Sin embargo, 
de cualquier forma la actividad de la W -ATPasa vacuolar na es mayor que el proceso de 
difusión del co, debido a la baja concentración de glucosa lo cual no favorece la actividad 
de la bomba de protones vacuolares, por lo tanto, la acidificación vacuolar es superada 
rápidamente por la alcalinización llevando el pH vacuolar de 5.9 a 6.4 (Fig. 30). 

La Fig. 36 muestra que la magnitud de la acidificación inicial en las levaduras incubadas 
con glucosa y KCl y lavadas depende del pH del amortiguador utilizado en la incubación de 
las levaduras. El pH citoplásmico de la levadura se modifica de acuerdo al grado de acidez 
del amortiguador utilizado en la incubación de las mismas. A pH 4 el pH citoplásmico es 
menor por lo que a este pH la concentración de protones en el citoplasma es mayor; este 
hecho estimula el equilibrio de la W -ATPasa vacuolar provocando que el bombeo de 
protones al interior de la vacuola se incremente con respecto al observado a pH 6 (¿l.pH=OJ 
y 0.14 respectivamente) (Fig. 36). Lo contrario se observa a pH 8; a este pH externo el 
citoplasma se alcaliniza provocando que la acidificación vacuolar sea menor (¿l.pH=O.05). 

De acuerdo a la Ley de Fick (Berne y Levy, 1988) la magnitud y la velocidad de difusión de 
una molécula presentan una relación directamente proporcional al gradiente de difusión de 
dicha molécula, es decir, a la diferencia de concentración de la misma a través de ambos 
compartimentos. Si las levaduras incubadas con glucosa y KCl producen una mayor 
cantidad de CO, (López el al., 1999) la remoción del CO, externo debe provocar un mayor 
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gradiente de difusión de dicha molécula provocando a su vez que la magnitud y la 
velocidad de difusión del ácido carbónico sean mayores que en el caso de las levaduras 
incubadas únicamente con glucosa (Fig. 30). 

A su vez, la magnitud de la alcalinización de estas levaduras se modifica de acuerdo al pH 
del amortiguador externo (Fig. 36). A mayor gradiente de difusión del ácido carbónico entre 
el interior y el exterior de la levadura, mayor será el grado de alcalinización vacuolar en la 
levadura. El gradiente de difusión del ácido carbónico se incrementa a pH 8 (ópH~ 0.53) 
debido a que la concentración de ácido carbónico externo disminuye ya que a pH 8 el grado 
de ionización de este ácido se incrementa. En contraste con lo anterior, a pH 4 externo, el 
gradiente de difusión del ácido carbónico alcanza más rápidamente su equilibrio (ópH~ 
0.3\) en comparación con el de las levaduras incubadas a pH 6 (ópH~ 004); a pH 4 el grado 
de ionización del ácido carbónico es mucho menor resultando en una rápida acwnulación 
de ácido carbónico en el exterior de la levadura. 

La adición de glucosa a las levaduras provoca el retomo 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 adición de glucosa y cuyo pH vacuolar sólo retoma levemente (Fig. 3\). La 
respuesta de la vacuola a la adición de la glucosa puede deberse a la suma de dos 
equilibrios; la actividad de la ¡(-ATPasa plasmática y la difusión del CO, a la vacuola. La 
adición de glucosa a las levaduras provoca un incremento en el consumo de oxígeno (Fig. 
32) así como de la concentración 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 KCl la respiración fue mayor que en las 
levaduras ayunadas, dejando menos del 10% de oxígeno a los 300 seg. de incubación (Pig. 
32); el pulso de glucos'a incrementó la tasa de consumo de oxígeno pennitiendo que 
quedara menos del \ 0% del oxígeno inicial a los \ 00 seg. de incubación. Las levaduras 
preincubadas con glucosa y KCI y que no recibieron ningún sustrato durante el trazo, 
consumieron 4 nátomos Oimg. 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 glucosa y KCl y que recibieron glucosa durante la realización 
del trazo, incrementaron su consumo de oxígeno hasta 12 nátomos O'¡mg. mino (Pig. 32). 

La adición de glucosa produjo un incremento en el bombeo de protones tanto en las 
levaduras preincubadas con glucosa como con glucosa y KCI (Fig. 33). Las primeras 
alcanzaron una producción de 2.1 mM de protones en el medio externo a los 1000 seg. de 
incubación, 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 más protones que las levaduras ayunadas (Fig. 34); las primeras provocaron una 
concentración de protones externa de 1.8 mM a los 600 seg. de incubación, en contraste con 
las levaduras ayunadas cuya producción de protones fue de 1 mM en el mismo lapso de 
tiempo. 
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Fig. 31. pH vacuolar d. levaduras incubadas 1 b con glucosa 2.5 mM y KCI 2.5 
mM y lavadas. Las levaduras se preparan según los apartados 2.1, 2.2 Y 2.4c. Se 
incuban para la medición de fluorescencia y cálculo de pH de acuerdo a los apartados 
2.5 y 2.6. La adición 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 oxígeno en células de 24 h en YPD y 14 h de ayuDo, 
incubadas 1 h con glucosa 2,5 mM y KC12.5 mM. Trazo sin sustrato y efecto de 
glucosa. Las levaduras se preparan como se describe en el apartado 2.1 de Materiales 
y Métodos. A continuación se incuban con glucosa 2.5 mM Y KCI 2.5 mM según el 
apartado 2.5 a. Se centrifugan tres veces a 12,000 rpm 10 seg. y se mide el consumo 
de oxígeno según al apartado 2.9. La flecha indica la adición de glucosa 10 mM. 
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Fig. 33. Bombeo de protones en célula. de 24 b en YPD y 14 b de ayuno, 
incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM sola o con KCI 2.5 mM. Efecto de pulso 
d. glucosa. Las levaduras se preparan como se describe en la Fig. 32. La flecha 
indica la adición 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. Bombeo de protones en células de 24 h en VPD y 14 h de ayuno. 
Trazo en células ayunadas y en eélulas incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM 
y KCI 2.5 mM. Las levaduras incubadas con glucosa y KCI se preparan de la 
misma fonna que se describe en la 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 KCI como en las incubadas únicamente con 
glucosa, los dos mecanismos involucrados en la acidificación vacuolar (difusión del CO2 y 
actividad de la Ir' -ATPasa vacuolar), se favorecen tras el metabolismo de la glucosa. 

En el caso del C02, el grado de difusión dependerá de la magnitud del gradiente, el cual es 
mayor en las levaduras incubadas con glucosa y KC1, por lo que en éstas tanto la velocidad 
como la magnitud de la difusión del Ca, será mayor que en el caso de las levaduras 
incubadas únicamente con glucosa. 

Por otra parte, en el caso de las levaduras incubadas con glucosa y KC1, el Aj)H existente 
entre el citoplasma y la vacuola es mayor que en el caso de las levaduras incubadas 
únicamente con glucosa. La Fig. 35 muestra que el pH citoplásmico 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 
activación de la W -ATPasa vacuolar en estas levaduras no será provocada por un bajo 6.pH 
entre el citoplasma y la vacuola, sino por el incremento en la producción de ATP y por la 
presencia de iones potasio el cual, tal y como ya se ha explicado, también deben estimular 
la actividad de esta enzima. El resultado final es una significativa acidificación vacuolar 
tras la adición de glucosa a estas levaduras. 

Al igual que con los otros equilibrios, la acidificación de la vacuoIa tras el pulso de glucosa 
se modifica con un amortiguador externo a pH 4 Y 8 (Fig. 36). Puesto que a pH 4 la difusión 
del CÜ:2 vacuolar es menor que en las levaduras incubadas a pH 6, también el grado de 
difusión del C02 producido por el metabolismo de la glucosa es menor; sin embargo, el pH 
final de la 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 el grado de alcalinización vacuolar es mayor en las levaduras 
incubadas a pH 8, la magnitud de la acidificación provocada por la adición de glucosa a las 
levaduras es menor (0.29) que en las levaduras incubadas a pH 4 Y 6; esto es debido a que a 
pH 8 el pH citoplásmico se incrementa de tal forma que altera el equilibrio de la Ir' -ATPasa 
vacuolar retardando el bombeo de protones al interior de la vacuo la, además, la cantidad de 
CO2 y ácido carbónico citoplásmico debe disminuir debido a que su equilibrio ácido-base 
se encuentra desplazado bacia la formación de bicarbonato y protón por lo que la difusión 
de ácido carbónico hacia la vacuola es menor. 

3.3.9. pH citoplásmico de levaduras incubadas con glucosa y KCl y lavada. 

En el caso del pH citoplásmico de las levaduras incubadas con glucosa y KCl (Fig. 35), 
también se observa lUla fase de alcalinización inicial, pero en este caso tanto la magnitud 
como la duración de dicho proceso es mayor que en las levaduras incubadas únicamente 
con glucosa (Fig. 23). 

Con respecto a la magnitud de dicho proceso, éste también tiene relación con la magnitud 
del gradiente de difusión del CO2 provocada en estas levaduras, el cual es mayor si la 
concentración de CO2 interna es mayor y el COz externo es removido durante el lavado. 
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Fig. 35. pH citoplásmico de levadul'lls incubadas 1 b con glucosa 2.5 mM y 
KCI2.S mM y lavadas. Las levaduras se preparan de acuerdo a los apartados 2.1 
y 2.2. Las condiciones de peincubación son las que corresponden al apartado 
2.3c. Las levaduras se preincuban con glucosa 2.5 mM y KCI 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 al apartado 2.5b y finalmente se calcula el pH citoplásmico 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 incubación respectivamente. 



Fig. 36. pH vacuolar de levaduras incubadas 1 h con glucosa 2.5 mM y KCI 
2.5mM y lavadas y resuspendidas en amortiguadores a pH 4, 6 Y 8. Las levaduras 
se preparan según los puntos 2.1 y 2.2, posterionnente se incuban tal y como se 
describe en los apartados 2.4c. La incubación en la celda del fluorómetro y el cálculo 
de pH se realiza tal y como se describe en los apartados 2.5b y 2.6. Las adiciones de 
glucosa 10 mM Y KCIIO mM se realizan a los 350 y 700 seg. respectivamente. 

71 



72 

Con respecto a la velocidad de difusión, se observa claramente un fenómeno de 
retardamiento en la alcalinización citoplásmica ya que, en este caso, se esperaría que dada 
la mayor magnitud del gradiente de concentración del ácido carbónico la velocidad de su 
difusión fuera mayor. 

Existen dos posibles razones involucradas en el retardamiento de la difusión del ácido 
carbónico 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 retención 
del ácido carbónico 10 cual retarda la aIcaIínízacíón citoplásmica. La segunda razón se 
refiere al probable papel del CO, vacuolar en la regulación del pH citoplásmico de la 
levadura. Al ignal que en las levaduras incubadas únicamente con glucosa (Fig. 23), el 
citoplasma se alcaliniza inicialmente pero el pH final es prácticamente el mismo que el las 
levaduras ayunadas después del pulso de glucosa (Fig. 25); es decir, a pesar de que el 
citoplasma pierde C02, aparentemente existe un mecanismo que evita la alcalinización 
excesiva de este compartimento y el cual ayuda a mantener el pH citoplásmico dentro de un 
valor óptimo. En este sentido es probable que el CO, que difunde desde la vacuola ayude a 
reestablecer el CO2 cítoplásmico que ha difundido al exterior de la levadura, resultando en 
el mantenimiento del pH citoplásmico en un nivel óptimo. 

3.3.10. Respuesta del pH citoplásmico a la adición de KCI 

El ion potasio entra a la levadura gracias a la diferencia de potencial en la membrana 
plasmática (dljl); esta diferencia de potencial es producido por el bombeo de protones a 
través de la W-ATPasa plasmática (Peila el al., 1969, 1972; Peña, 1975). También se sabe 
que la acidificación del medio externo de la 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 (Peña, 1975). 

En las levaduras ayunadas la baja concentración de glucosa provoca no solamente que la 
actividad de la W-ATPasa plasmática sea muy baja sino que el metabolismo en general se 
se encuentre deprimido (Figs. 24 y 25); por lo tanto el dljl eS muy bajo en estas levaduras 
por lo que la entrada del ion potasio es posible únicamente después de a adición de glucosa 
a estas levaduras (Fig. 25). Tal y como se ha mencionado, la entrada del ion potasio a la 
levadura provoca la despolarización de la membrana plasmática (Seto-Young y Perlin, 
1991) a lo cual la H+ -ATPasa plasmática responde con un incremento en su actividad lo 
cual resulta en la alcalinización del citoplasma. En las levaduras ayunadas el dpH 
provocado por la adición de KCI es de 0.18 (Fig 25). 

Este mismo fenómeno se observa en las levaduras incubadas con glucosa y KCl o 
únicamente con glucosa en las cuales el pulso de KCI posterior a la adición de glucosa 
provoca el incremento del pH citoplásmico (Fígs. 23 y 35). El .6.pH provocado por la 
adición de KCl es de 0.23 y 0.26 en las levaduras incubadas con glucosa y KCI o 
únicamente con glucosa, respectivamente. 
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Tal y como se ha explicado en otro apartado, debido a la baja concentración de glucosa 
utilizada durante la incubación de estas levaduras, la actividad de la H'-ATPasa plasmática 
es muy baja; de hecho, una vez rebasado el periodo inicial de alcalinización, eJ pH 
citoplásmico tiende a acidificarse nuevamente (Fig. 23), lo que es prueba de que a pesar de 
el consumo de oxígeno en estas levaduras es mayor que en las levaduras ayunadas (no se 
muestra), si el pH citoplásmico es ácido, la actividad de la W -ATPasa plasmática se 
encuentra deprimida y por lo tanto, el Ll\jl debe ser también muy bajo. 

Sin embargo, estas levaduras son capaces de transportar al ion potasio a su interior aún sin 
un pulso anterior de glucosa. La Fig. 27 muestra que la adición de KCl a estas levaduras 
provoca el incremento del pH citoplásmico. Esta respuesta se observa únicamente si el KCl 
se afiade a los 350 seg. de incubación y no en momentos posteriores (no se muestra). La 
fase inicial de alcalinización alcanza su equilibrio entre los 100 y 350 seg. de incubación 
por lo que existe una relación directa entre la entrada del ion potasio a la levadura y la 
difusión del CÜ2 al exterior de la misma. Por lo anterior, es probable que la entrada del ion 
potasio esté favorecida gracias a la acidificación del medio externo provocado por la 
difusión de CO, y ácido carbónico del interior de la levadura. 

La Fig. 25 muestra el incremento del pH citoplásmico de las levaduras ayunadas tras la 
adición de KCl posterior a la adición de glucosa, el cual responde a la estimulación de la 
actividad de la H' -ATPasa plasmática debido a la despolatización de la membrana 
plasmática 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 
únicamente con glucosa (Figs. 23, 27 Y 35) en las cuales el pH citoplásmico se incrementa 
tras la adición de KCI. Sin embargo, la Fig. 27 muestra que aún antes de la adición de 
glucosa, las levaduras incubadas únicamente con glucosa, son capaces de intemalizar al ion 
potasio. Es posible que en estas levaduras el Lltjf sea producto no solamente de la actividad 
de la H'-ATPasa plasmática sino, sobretodo, del ácido carbónico que difunde al exterior de 
la levadura el cual al acidificar el exterior de la levadura también es capaz de incrementar 
el Lltjf. Esta es un prueba más de la baja la actividad de la H'-ATPasa plasmática y de la 
difusión del C02 al exterior de las levaduras incubadas con glucosa y lavadas las cuales, sin 
glucosa, no son capaces de mantener constante el pH citoplásmico pero sí de intemalizar al 
ion potasio aún sin ningún pulso anterior de glucosa. 

Por otra parte, la Fig. 37 muestra el transporte del ion potasio en las levaduras incubadas 
con glucosa y KCI y su comparación con el de las levaduras ayunadas. El ion potasio es 
expulsado de la levadura en respuesta a la dilución de las mismas (Ketchurn el al., 1995), 
sin embargo. las levaduras ayunadas eliminan una cantidad menor de este ion debido a que 
durante el ayuno han eliminado una gran cantidad del mismo pero muestran aún la 
capacidad de retomar aproximadamente la mitad del ion potasio eliminado inicialmente. En 
el caso de las levaduras incubadas con glucosa y KC1, 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 KCI 2.5 mM. Trazo sin sustrato. Las levaduras incubadas 
con glucosa y KCI 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 
Métodos. 
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ion potasio es eliminado nuevamente al exterior de la levadura. 

Tanto la entrada del ion potasio como su almacenamiento en el interior de la levadura, 
requiere de la existencia del potencial a través de la membrana plasmática. En las levaduras 
con baja concentración de glucosa o en las que han sido sometidas a un prolongado periodo 
de ayuno, la actividad de la H+-ATPasa plasmática disminuye considerablemente 
provocando con ello una disminución en el ápH y el á\jl resultando en una pérdida del ion 
potasio. Aunado a lo anterior, una levadura con bajo metabolismo energético, produce 
menos CO, lo cual, aunado a la baja actividad de la H+-ATPasa plasmática, resulta en una 
disminución de la retención de bicarbonato en su interior. Dada la relación entre el 
bicarbonato y el ion potasio, la pérdida de uno de estos iones provoca a su vez la remoción 
del otro, provocando que el almacén de iones potasio y bicarbonato sea muy pequeña en la 
levadura ayunada. 

Durante el ayuno prolongado el ~1.V disminuye no solamente porque la actividad de la Ir­
ATPasa plasmática se abate significativamente, sino porque, al encontrarse disminuido el 
metabolismo energético de la levadura, la cantidad de COz que produce la levadura 
disminuye (López el al., 1999). Si bien, el bombeo de protones a través de la W -ATPasa 
plasmática establece el á'l', la retención del bicarbonato que resulta de dicha actividad 
enzimática, ayuda a mantener el mismo potencial de membrana y favorece el 
almacenamiento de iones potasio en el interior de la levadura (López el al., 1999). Y puesto 
que la entrada y retención del ion potasio dependen del Á\jI y de la presencia de bicarbonato 
en el interior de la levadura, la disminución de ambos factores provoca la pérdida de este 
catión hacia el exterior de la levadura. 

EJ fenómeno anterior se presenta en las levaduras ayunadas por lo que la concentración de 
potasio interno en las levaduras ayunadas es mucho menor que en las levaduras incubadas 
con glucosa y KCl (Fig. 37). La dilución de las levaduras provoca la salida de iones potasio 
al exterior de las mismas a través de un canal iónico que ha sido descrito por Ketchum el al 
(1995). Puesto que la salida inicial del ion potasio se da en respuesta a la dilución de las 
levaduras, entre mayor sea el contenido inicial de iones potasio en la levadura, mayor será 
la cantidad de iones potasio que respondan a la dilución 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 KC1; la dilución de las levaduras ayunadas provoca que el ion 
potasio alcance una concentración de 7 ~ en el exterior de la levadura, mientras que la 
dilución de las levaduras incubadas con glucosa y KCI provoca la salida de iones potasio 
hasta una concentración externa de 20 ¡tM (Fig. 37). 

Posterionnente, las levaduras incubadas con glucosa y KCl muestran cierta capacidad para 
recuperar el potasio del exterior logrando reincorporar a los 400 seg. de incubación la mitad 
del potasio eliminado inicialmente. Sin embrago, finalmente el ion potasio es eliminado de 
la levadura en mayor cantidad hasta una concentración de 27 ~M en el exterior de las 
levaduras. Los primeros 400 seg. de incubación del este trazo (Fig. 37) coincide con el 
incremento del pH citoplásmico tras la adición de KCl a estas levaduras (no se muestra) por 
lo que seguramente durante este lapso de tiempo la acidez externa provocada por la difusión 
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del C02 interno de la levadura sea la responsable del incremento en el ti'!' a través de la 
membrana plasmática y haga posible la entrada del ion potasio a la levadura. Sin embargo, 
el bajo estado metabólico de estas levaduras provoca que, una vez alcanzado el equilibrio 
del C02 entre el exterior y el exterior de la levadura, el citoplasma se acidifique 
nuevamente (Fig. 35) lo que provoca la disminución del ti'!' a través de la membrana 
plasmática con la consecuente pérdida del ion potasio del interior de la levadura. Es por ello 
que a partir de los 400 seg. de incubación, las levaduras incubadas con glucosa y KCl 
tienden a eliminar nuevamente al ion potasio y esta vez la concentración final es de 27 J1M. 
es decir, la levadura elintina una mayor cantidad de ion potasio debido a que el ti'!' 
disminuye paulatinamente. La adición de glucosa a estas levaduras tiende a incrementar el 
LI.,!, (Calhorra el al., 1998) y por lo tanto el ion potasio es rápidamente reincorporado al 
interior de la levadura disminuyendo la concentración externa de potasio de 13 f1M a 2.5 
f1M en un lapso de 50 seg. aproximadamente (Fig. 38). La entrada del ion potasio a estas 
levaduras también se observa en la Fig. 35 en la cual la adición de KCl, posterior a la 
adición de glucosa, provoca el incremento del pH citoplásrnico. 

Las levadmas aytm.adas presentan la capacidad de reincorporar nuevamente dos terceras 
partes del potasio eliminado inicialmente (Fig. 37) Y a pesar de que el ti'!' a través de la 
membrana plasmática es muy bajo, es probable que estas levaduras no eliminen más 
potasio al exterior debido a la baja concentración interna de dicho catión. 

3.3.11. Respuesta del pU vacuolar a la adición de KCI 

Se ha descrito la existencia de un antiportador K+ 1ft en la membrana de compartimentos 
prevacuolares de S. 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 provocar 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 todos los casos en los que la adición de KCI se realiza 
después de la adición de glucosa, el pH vacuolar se incrementa; esta observación concuerda 
con la respuesta que se espera del transporte del ion potasio a través del antiportador K+ IH' 
(Nass y Rao, 1998). La magnitud de la respuesta del pH vacuolar a la adición de KCl 
depende en primer lugar de la capacidad de la levadura para transportar K+ a través de la 
membrana plasmática y posteriormente de la capacidad de la membrana vacuolar para hacer 
lo mismo. 

En las levaduras incubadas y NO lavadas (Fig. 39), el bajo metabolismo provoca una 
disminución en el 8W a través de la membrana plasmática 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 entrar a la vacuola únicamente después de la adición de glucosa. Al comparar la 
respuesta del pH vacuolar entre el trazo sin sustrato (Fig. 21) Y en el que primeramente se 
adiciona KCl (Fig. 39), se observa que el KCl no provoca ningún cambio significativo en el 
pH vacuolar de las levaduras. Sin embargo, si antes de la adición de KCl se añade glucosa a 
las levaduras, el pH vacuolar se incrementa en 0.17 unidades (Fig. 39); de hecho, la adición 
de glucosa posterior al KCl no provoca la disminución 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 
KCI 2.5 mM. Trazo sin sustrato y con adición de glucosa seguido por KCI. Las 
levaduras se preparan como se describe en la Fig. 32. La flecha indica la adición 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 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 medición de fluorescencia, el cálculo 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 
KCII0 mM se llevan a cabo a los 350 y 600 seg, respectivamente; en el otro trazo se 
adiciona KCI y después glucosa a los 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 
adición de glucosa y KCl provocan conjuntamente sobre el pH vacuolar (Fig. 39). 

La Fig. 30 muestra que la magnitud de la respuesta del pH vacuolar a la adición de KCl es 
mayor en las levaduras incubadas con glucosa y KCl (llpH= 0.35) que en las levaduras 
incubadas únicamente con glucosa (llpH= 0.2). Es probable que la entrada del ion potasio a 
las levaduras incubadas con glucosa y KCl se encuentre más favorecidu gracias a que en 
estas levaduras la difusión del CO, es mayor que en las levaduras incubadas únicamente 
con glucosa; la acidificación del entorno las levaduras provoca el incremento del 6.", a 
través de la membrana plasmática favoreciendo la entrada del ion potasio a la levadura. Lo 
anterior, aunado al hecho de que el pH vacuolar es menor al pH citoplásmico (Fig. 35) 
provoca que la direccionalidad del gradiente de protones favorezca la entrada del ion 
potasio que de cualquier forma lo más probable es que se interualice a la vacuola a favor de 
su gradiente de concentración, lo cual provoca fmaJmente el incremento del pH vacuo]ar 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 adición de KCI 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 adición 
de KCl es similar entre las levaduras incubadas a pH 4 Y 6 (5.8 Y 5.9 respectivamente), el 
ópH 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 acidificación del medio externo de las levaduras es 
el factor primordial que provoca que el A'V a través de la membrana plasmática sea mayor y 
por lo tanto la entrada del ion potasio a la vacuola sea mayor; es decir, la acidificación del 
medio externo con un amortiguador a pH 4 favorece la entrada de K+ a la levadura (Peña, 
1975). Tanto en las levaduras incubadas a pH 4 como a pH 6, el pH vacuolar es menor al 
pH citoplásmico por lo que la direccioualidad del gradiente de protones desde la vacuola al 
citoplasma constituye Wl factor adicional que favorece la entrada de K+ a la vacuo la. 

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

Con respecto a las levaduras incubadas únicamente con glucosa (Fig. 30), la entrada del ion 
potasio a las levaduras debe ser menor que en las incubadas con glucosa y KCI ya que en 
las primeras la difusión del Ca, al exterior de las levaduras es menor. Esto provoca que el 
ó\jl a través de la membrana plasmática sea menor y por lo tanto la entrada del ion potasio 
está 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 potasio a la vacuola, provoca que la internalizaCÍón de dicho catión a la vacuola 
responda únicamente al gradiente de concentración de dicho catión. Por lo tanto, la 

respuesta del pH vacuolar a la adiC~S;'ATESis ~(j sm incubadas 
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únicamente con glucosa. 

A su vez, las levaduras incubadas con glucosa y lavadas el ion potasio puede intemalizarse 
a la levadura aún antes de la adición de la glucosa (Fig. 27). Tal y como se describió en el 
apartado anterior (ver sección 3.3.10) las levaduras incubadas con glucosa y lavadas son 
capaces de captar el potasio externo aún sin la adición de glucosa debido a que el Ó.W 
existente a través de la membrana plasmática se incrementa gracias a la acidificación 
externa que provoca la difusión del co, interno de la levadura (Fig. 27). Por 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 ion potasio a! interior de la vacuola en contra de su gradiente de 
concentración 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 tmidades mayor que el pH citoplásmico: 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 concentración. 

En dichas condiciones, la entrada del ion potasio a la vacuola debe responder a! gradiente 
de concentración del propio catión; es decir, a la mayor concentración del ion potasio en el 
citoplasma que en la vacuola. De esta fonna, a pesar de que el pH vacuolar sea mayor que 
el pH citoplásmico, la entrada del ion potasio a través del antiportador K+ /H+ provocará el 
desplazamiento de protones al exterior de este organelo resultando en el incremento del pH 
vacuolar. 

Las levaduras con bajo metabolismo tienden a eliminar iones potasio al exterior (Figs. 37 y 
38) provocando que la concentración fina! de dicho catión sea muy baja. Por lo tanto, si a 
estas levaduras se les añade KCI, se producirá un gradiente de concentración de este catión 
favoreciendo su intemalización a la vacuola. Es por ello que en las levaduras incubadas con 
glucosa y lavadas el ion potasio se internaliza a la vacuola aún sin la adición anterior de 
glucosa (Fig. 40). Una vez que el gradiente de concentración del ion potasio alcanza el 
equilibrio, la adición de glucosa favorece un mayor almacenamiento del mismo debido 
probablemente a que tras la adición de glucosa la levadura internaliza una mayor cantidad 
de iones potasio (Fig. 38); la respuesta final del pH vacuolar tras la adición de glucosa 
posterior al KCl, representa la suma de los cambios que cada uno de los sustratos añadidos 
a la levadura provoca, de manera individual, sobre el pH vacuo lar. 
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Fig. 40. pH vacuolar de levaduras incubadas l h 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 y 
Métodos. Posterionnente, se lleva a cabo la incubación de las levaduras en la celda 
del fluorómetro. la medición de la fluorescencia y el cálculo 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. DISCUSIÓN 

4.1. DISTRIBUCIÓN CELULAR DE LA PlRANINA Y VALIDACIÓN DE LA 
TÉCNICA 

En el presente trabajo se utilizó una técnica fluorescente para la medición del pH interno en 
la levadura S. cerevisiae, Como se demostró a lo largo de la primera parte de los resultados, 
las fotografías realizadas en el microscopio de fluorescencia (Figs. 6-9 y 11) aportaron una 
gran cantidad de infonnación acerca de la localización intracelular del colorante. así como 
del proceso de entrada de la piranina a la vacuola (Fig, 1 O). Por su parte, las fotografías al 
microscopio electrónico aportaron más información acerca de la morfología vacuolar (Figs. 
12-14), 

La técnica de la piranina presenta numerosas ventajas en relación con otras técnicas y 
colorantes utilizados en la cuantificación del pH intracelular; dentro de las más importantes 
se encuentran las siguientes: 

4.1.1.lntrodllcción del colorante a la levadura. 

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

Existen otros colorantes que se introducen a las levaduras tras una sencilla incubación de 
unas cuantas horas (Haworth y Fliegel, 1993), sin embargo, éstos mismos tienden a 
perderse hacia el exterior de la levadura con la misma facilidad con la que se introdujeron. 

En el caso de S. cerevisiae, la salida de la piranina del interior de la misma, se hace 
evidente hasta 24 h después de realizada la electroporación (ver sección 4.1.3), 

4.1.2. Metabolismo y transporte celular. 

Los resultados muestran que, ni la técnica de intrDducción de la piranina a la levadura, ni su 
presencia en el interior de la misma. altera el metabolismo de este microorganismo. Las 
levaduras elecuoporadas en presencia de piranina presentan una respiración nonnal 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 metabólico ni 
alteración en su capacidad de transporte, por lo que en este sentido, la técnica de la piranina 
es aceptable (Peña el al., 1995). 
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4.1.3. Permanenda del colorante en el interior de la levadura. 

La cantidad de piranina total, interna y externa de la levadura, se mantiene prácticamente 
constante hasta 8 h después de realizada la electroporación, siendo la única condición para 
esto. que las levaduras se mantengan a 4 oC durante todo este tiempo. 

Sin embargo, 24 h después de realizada la electroporación, se hace evidente la salida de la 
piranina, aún en las levaduras que han sido refrigeradas (Peña el al., 1995). 

4.1.4. Distribución 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 localización intracelular de este colorante 
depende del tratamiento al que se sometan las levaduras electroporadas. 

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

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

La piranina es una molécula 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 fenómeno dependiente de la 
presencia de sustrato (glucosa con O sin KCl), sugiere que la piranina se introduce al 
interior de dicho organelo gracias a Wl transporte activo. Puesto que la piranina presenta 
carga negativ~ es probable que este colorante sea atraído al interior de la vacuola gracias al 
ambiente ácido y positivo que existe en el ioterior de la misma. La incubación de las 
levaduras electroporadas con glucosa sola o con KCI, provoca una disminución en el pH 
vacuolar (Fig. 26). Es muy probable que en presencia de dichos sustratos la actividad de la 
W-ATPasa vacuolar sea estimulada y por lo tanto imponga el potencial electroquímico a 
través de la membrana vacuolar, ácido y positivo en el interior de la vacuola (Anraku et al., 
1992 a). Es posible que la 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 inespecífico. 
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4.1.5. Concentración de la piranina. 

Según la curva patrón de piranina y los datos de Peña el al., (1995), la concentración de 
piranina utilizada es de 15 ~M aproximadamente, en una alícuota de 50 ~l de levaduras 
electroporadas; a estas levaduras se les elimina el exceso de piranina con varios lavados 
posteriores a la electroporación y finalmente se diluyen en una relación igual a la inicial de 
0.5 g/mI. Kotyk y Slavik (1989) recomiendan el uso de colorantes en un intervalo de 
concentración entre 1 O ~M Y 1 mM, por lo que la concentración de 15 ~, presente en la 
alícuota de 50 J.11, se encuentra dentro del intervalo recomendado. 

Si la concentración de piranina es muy baj~ se corre el riesgo de que el colorante se lUla a 
ciertas moléculas intracelulares. Lo anterior se ha observado que sucede con algunos 
colorantes que son introducidos a las células bajo estudio a una concentración muy baja, lo 
que provoca que finalmente el colorante se pierda en el interior de la misma al unirse a 
algunas proteínas (Kotyk y Slavik, 1989); por lo anterior, la concentración del colorante 
utilizado debe encontrarse en un intervalo tal que su pérdida por unión a otras moléculas no 
sea significativo; si en cambio, la concentración 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 pennite distinguir su fonna ionizada de la 
pro tonada, sin interferencias importantes. 

Con otros colorantes fluorescentes utilizados en la medición del pH intracelular, se toma 
necesaria la aplicación de enzimas intracelulares que liberen al grupo fluorescente. Tal es el 
caso del diacetato de 6-carboxi-fluoresceína (6-CFDA); en este caso, la molécula 
fluorescente (fluoresceína) se encuentra como grupo acilo (Haworth and Fliegel, 1993). Por 
lo tanto, el uso de este tipo de moléculas conjugadas requiere la actividad de la enzima 
correspondiente 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 limitación al uso de dichas moléculas para la medición del ph 
interno de la levadura. 

Por otra parte, WIa característica relevante de la técnica de la piranina, es el hecho de que el 
único seguimiento que se realiza es el de la fluorescencia de la forma básica del colorante y 
que el cálculo final del pH intracelular no requiere de la construcción de una curva patrón 
sino únicamente de la aplicación de los cálculos ya descritos en Materiales y Métodos. 

Con respecto a lo anterior, Kotyk y Slavík (1989) mencionan que el seguimiento de una 
sola forma del equilibrio ácido-base para el cálculo del pH interno. es válido siempre y 
cuando la cantidad de colorante total se mantenga constante a lo largo de toda la medición 
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del mismo. En este caso, es posible aplicar el criterio anterior ya que se observan dos 
fenómenos 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 prácticamente los mismos entre los 
distintos trazos de pR. Es decir, en este caso, es posible aplicar el criterio que Kotyk y 
Slavík (1989) mencionan ya que la cantidad total de colorante se mantiene constante en 
cada una de las mediciones y entre cada tula de ellas. por lo tanto, es posible llevar a cabo 
únicamente el seguimiento de la fonna básica de la piranina. 

4.1.7. Inteosidad de la Ouor .... ocia. 

Otra cuestión fundamental observada durante el establecimiento de la técnica de la piranina, 
fue la aparente ausencia de fenómenos de quenching de la fluorescencia, tanto para la forma 
ácida y básica 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 emisión es igual a la de 
excitación en cada uno de los espectros; es decir, en este aspecto no es evidente la 
existencia de ningún fenómeno capaz de provocar una respuesta diferencial entre la 
fluorescencia de excitación y la fluorescencia de emisión. 

4.1.8. Espedros de la piranina en estado libre y en el interior de la levadura. 

Es importante que las caracteristicas espectroscópicas 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 detección, así como de cuantificación del pH en ambos 
compartimentos. 

La forma libre de la piranina o la interna en la levadura, presentan las mismas longitudes de 
onda de máxima emisión y excitación para la base y el ácido, además de que la forma 
general de los espectros es prácticamente igual. 

4.1.9. Curvas de piranina total y de pR .itoplásmico y va.uolar. 

Finalmente, las curvas de piranina total vs yolwnen de levaduras electroporadas son 
lineales, es decir, siguen un patrón de proporcionalidad directa con respecto a la 
concentración de piranina presente en la celda del fluorómetro. Esto quiere decir al menos 
dos cosas: a) que la magnitud de la fluorescencia no sobrepasa la capacidad de detección 
del aparato y, b) que no existe ningún fenómeno de apagamiento que disminuya la 
intensidad de la fluorescencia, y esto es aplicable en el intervalo de coneen tración de 
piranina estudiada (10 a 70 ¡.U de suspensión de levaduras). Por lo anterior se tiene la 
certeza de que los valores de fluorescencia obtenidos durante los trazos de pH, no están 
subestimados. 

El mismo fenómeno se observó en las curvas de pH vacuolar y citoplásmico, las cuales 
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también mostraron un valor constante en el intervalo de lOa 70 J.tI de la suspensión de 
levaduras, y ello significa que en todo este intervalo los valores de fluorescencia utilizados 
para el cálculo de pH son proporcionales al incremento en la concentración de piranina. 

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

4.2. EL pH CITOPLÁSMICO y VACUOLAR EN LA LEVADURA 

El objetivo inicial de la presente investigación fue conocer la respuesta del pH vacuolar a la 
adición de glucosa. La hipótesis plantea la suposición de que el pH vacuolar disminuye tras 
la adición de glucosa. El metabolismo de la glucosa produce A TP el cual incrementa la 
actividad tanto de la W·ATPasa plasmática como de la W·ATPasa vacuolar favoreciendo 
el bombeo de protones al exterior de la levadura y al interior glucosa respectivamente. Por 
lo tanto se sugirió que el solo bombeo de protones a través de la W·ATPasa vacuolar 
provocaría la acidificación de la vacuo la. 

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 regulación del pH interno de la levadura. 

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

Se observó que el lavado de las levaduras altera profundamente el pH interno de las mismas 
debido a su bajo estado energético. Durante la incubación con glucosa, las levaduras 
almacenan CO, el cual tiende a eliminarse al exterior en respuesta al gradiente de difusión 
provocada por la remoción del ácido carbónico del exterior. Por lo tanto, en vista de los 
cambios profundos del pH citoplásmico después del lavado de las levaduras, también se 
llevó a cabo la medición del pH vacuolar en levaduras tratadas de la misma forma. 

López el al (1999) presenta un modelo que muestra la relación entre los equilibrios del COz 
Y la W·ATPasa plasmática con el pH citoplásmico. Tras el estudio e inte¡pretación de los 
resultados obtenidos en este trabajo, fue posible extender dicho modelo hacia la membrana 
vacuolar y el interior de este organelo (Fig. 26). Además, la observación de que el ion 
potasio favorece la acidificación de la vacuola complementó dicho modelo acerca del papel 
de este catión en la regulación del pH de la levadura. 
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Dicho modelo muestra la íntima relación que existe entre la glucosa, el metabolismo 
energético y el C02 con la actividad de las H' -A TPasas plasmática y vacuolar de la 
levadura así como el efecto del ion potasio sobre dichos equilibrios. 

4.2.1. Modelo de la regulación del pH dtopló.mico y vacuolar 

Las características de la glucosa tales como su abundancia y estabilidad, ha tenido una 
enorme repercusión sobre el desarrollo de las vias metabólicas de los organismos, ya que 
éstos han establecido como vias principales de obtención de energia, la utilización de este 
sustrato (Lebninger, 19&5), 

La glucosa es la fuente de carbono por excelencia de la levadura, Este sustrato es 
fundamental para el óptimo funcionamiento del metabolismo energético de este 
microorganismo ya que además de ser rápidamente metabolizado a través de la 
fermentación (Gancedo y Serrano, 1989) la glucosa juega un papel primordial en la 
regulación de las vías metabólicas la levadura y en la activación de vías de transducción de 
señales (Thovelein, 1994). 

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

La vía de transducción de señales que activa la glucosa estimula la actividad de protein 
cinasas (Thevelein, 1994) y estas son las que aparentemente fosforilan a la H'-ATPasa 
plasmática (Serrano, 1983; Chang y Slayrnan, 1991; Brandao el al., 1994; Estrada el al., 
1996), La fosforilación de la H'-ATPas. plasmática 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 vías activadas con glucosa, sino que también 
depende del A TP que el metabolismo de la glucosa produce. 

Por lo anterior, se deduce que la H+ -ATPasa plasmática representa un blanco clave en la 
regulación del metabolismo de la levadura ya que los productos de su actividad, tales como 
el pH citoplásmico y el dpH y el d'l', tienen consecuencias muy importantes en la actividad 
de la levadura. 

La levadura también contiene vías metabólicas que son activadas a través del pH 
intracelular de la levadura entre las cuales se encuentran algunas relacionadas con la 
proliferación celular (Thevelein, 1994). Y puesto que el pH citoplásmico de las levaduras 
cambia notablemente tras la adición de glucosa, es posible que dichos cambios estén 
relacionados precisamente con la activación de los mecanismos involucrados con la 
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proliferación celular; más aún si los cambios de pH citoplásmico responden a la actividad 
de la W-A TPasa plasmática, enzima cuya función 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 levadura. El CO, representa no solamente la fuente primordial de protones·en la 
levadura, sino el sistema amortiguador del pH interno por excelencia. Además, el ácido 
carbónico es la fuente de bicarbonato el cual es de vital importancia para la levadura ya que 
éste favorece el mantenimiento del 8'11 a través de la membrana plasmática (López el al., 
1999). 

Sin embargo, la producción de CO, depende directamente del metabolismo energético de la 
levadura y por lo tanto de la naturaleza y concentración del sustrato al cual tenga acceso la 
levadura (López el al., 1999). 

4.2.2. pH citoplásmico 

Cualquier disminución en la capacidad de la levadura para mantener activa a la W-ATPasa 
plasmática tal como la disminución en la concentración de glucosa, provocará no solamente 
una disminución en el bombeo de protones al exterior de la levadura, sino una disminución 
de16pH y el.6..'V. Esto provoca una di:smmución en la capcidad de transporte de nutrientes a 
su interior y por lo tanto un retardamiento en la capacidad de desarrollo y proliferación de la 
levadura. Además, si la concentración de glucosa disminuye, la concentración de CO2 

producido y en la capacidad de amortiguadora de la levadura también viene a menos. 

Por lo tanto, una levadura ayunada presentará una disminución en su LlpH y A\jI pero 
además tenderá a perder CO, interno. Este es un fenómeno que la levadura debe evitar ya 
que una cuestión fundamental es que mantenga en concordancia el pH citoplásmico con el 
,Ó,pH y A\V. El primero puede representar una señal importante de activación de vías 
metabólicas y de proliferación celular, mientras que los otros dos, capacitan a la membrana 
plasmática 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 citoplásmico como el establecimiento del 8pH y 
8\f en la membrana plasmática, deben responder al mismo hecho: la presencia de glucosa 
en el medio o de alguna otra fuente de cabono que sea capaz de otorgar suficiente ATP a la 
H+ -A TPasa plasmática y estimular su actividad. 

Si la levadura pierde su capacidad de regular coordinadamente el pH citoplásmico y el del 
8pH y 8'11 en la membrana plasmática, la regulación entre la entrada de nutrientes a su 
interior y la activación de las vías metabólicas estarán desfasadas y este hecho podría 
provocar la muerte de la levadura. 

En este punto el ion potasio juega un papel fundamental en la regulación del pH interno de 
la levadura, ya que no solamente favorece el mantenimiento del .Ll\f gracias a su capacidad 
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de retención del bicarbonato, sino que también favorece el bombeo de protones a través de 
las W-ATPasas plasmática y vacuolar. 

Por lo tanto, el mantenimiento del pH citoplásmico, el dpH y el d'l' en la membrana 
plasmática dependen directamente de la presencia de glucosa y KCl en el medio; es decir, la 
regulación del pH interno de la levadura depende directamente del estado energético y de la 
presencia de iones potasio en este organismo. 

Los cambios del pH citoplásmico pueden ser rápidamente establecidos en las levaduras 
ayunadas gracias a la actividad de la W-ATPasa plasmática y a que ésta es activada por 
glucosa; además, la capacidad amortiguadora del citoplasma de las levaduras ayunadas debe 
ser menor dada la baja en la producción de ácido carbónico. Además, la actividad de la W­
A TPasa plasmática se favorece con la acidificación citoplásmica de las levaduras ayunadas 
debido a que la concentración de protones en el citoplasma debe desplazar su equilibrio. 

En este punto es importante considerar el papel del K+. El mantenimiento del .6.1.j1 a través 
de la membrana plasmática 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 producción de C02 sino que 
además disminuye la actividad de la W-ATPasa plasmática por lo que el d'l' disminuye en 
estas levaduras. Esto provoca que el ion potasio se elimine ya que su almacén, al igual que 
su entrada a la levadura, depende del d'l' existente a través de la membrana plasmática 
(Peila el al., 1975; López el al., 1999). Por lo tanto, una levadura ayunada tenderá a perder 
K+. Sin embargo, en este punto surgen varias preguntas importantes: 

¿Juega a1gén papel importante el antiportador K+ Ilf' presente en la membrana plasmática 
en la regulación del pH interno de la levadura? (Ramirez el al., 1996, 1998). ¿Por qué a 
pesar de que una levadura ayunada produce menos cantidad de C02 presenta un citoplasma 
ácido? ¿Por qué en cambio, la vacuola de las levaduras ayunadas presentan un pH 
alcalino? 

Puesto que el metabolismo de la levadura se regula también a través del pH citoplásmico, 
su acidificación puede representar una señal importante de disminución en la capacidad 
energética de la levadura; y precisamente la pérdida del ion potasio al exterior de la 
levadura es reflejo de la disminución en la actividad de la W -ATPasa plasmática, la cual 
depende de la presencia y metabolismo de la glucosa. Por lo tanto, es posible que esta 
señalización se lleve a cabo a través del antiportador K+ /H+ presente en la membrana 
plasmática (Ramírez el 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 disminución en la actividad de la H+-ATPasa 
plasmática con la acidificación citoplásmica. 

Se sabe que los mecanismos que son regulados a través del pH interno de la levadura son 
los involucrados en la estimulación o apagamiento de la fennentación y de la 
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respiraciónlgluconeogénesis (Thevelein, 1994). Por lo tanto, el cambio de pH interno en la 
levadura es capaz de regular la síntesis de novo de la glucosa o la utilización de otras 
fuentes de carbono diferentes a la glucosa. Por ejemplo el etanol, que es ¡roducto de la 
fermentación, es metabolizado a través de la respiración en la levadura (Gancedo y Serrano, 
1989). 

4.2.3. pO vacuol.r 

Los resultados obtenidos con el pH vacuolar, muestran que la acidificación vacuolar 
depende tanto del bombeo de protones a través de la W ·ATPasa vacuolar como de la 
concentración de ácido carbónico en el interior de la vacuola. Ambos mecanismos son 
activados por el ion potasio y de hecho en su ausencia, la acidificación de la vacuola es 
mucho menor que en presencia de este catión. 

Los resultados también muestran que el CO, no solamente es fuente de protones para la 
vacuola sino que además juega un papel de amortiguador del pH vacuolar muy importante. 
Por su parte, la actividad de la W·ATPasa vacuolar también es fuodamental no solamente 
en la acidificación vacuolar sino en el establecimiento del .1.pH y Ll'+' en la membrana 
vacuolar (Anraku el al., 1989). 

Los resultados muestran que el proceso de acidificación vacuolar es más lento que la 
alcalinización del citoplasma. Esto puede responder al hecho de que en el caso de la 
acidificación vacuolar están involucrados los dos mecanismos: la actividad de la f( ~ 
ATPasa vacuolar y la concentración de CO,. 

La capacidad de retención del bicarbonato en presencia de iones potasio es especialmente 
importante en el caso de la acidificación vacuolar, ya que estimula no solamente la 
actividad de la H'·ATPasa vacuolar sino también la capacidad de concentración de CO, en 
el interior de la vacuola. La alta dependencia de estos mecanismos de la presencia de iones 
potasio debe responder al hecho de que la acidificación vacuolar requiere de la 
concentración 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 la 
capacidad amortiguadora de la vacuola debe ser mayor conforme se incrementa la 
concentración de C02 en su interior, da lugar a que la acidificación vacuolar requiera del 
bombeo de una gran cantidad de protones y/o de la concentración de más ácido carbónico 
en la vacuola. 

En el caso de la W-ATPasa vacuolar su actividad debe favorecerse en presencia de iones 
potasio ya este catión favorece la retención de bicarbonato tras el bombeo de protones a 
través de la bomba vacuolar. En el caso del CO" 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 ácido carbónico de difimdir nuevamente hacia el 
citoplasma. Por lo tanto, en el caso de la acidificación vacuolar, el ion potasio actúa no 
solamente desde el interior de este organelo, sino también desde el citoplasma. 
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Algunos investigadores proponen que tanto los polifosfatos como los aminoácidos básicos 
almacenados en el interior de la vacuola juegan un papel primordial en el proceso de 
acidificación vacuolar (Okorokov el al., 1 980; Klionsky el 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 aminoácidos básicos 
en gran cantidad, es posible que el almacén de protones bombeados por la Ir-A TPasa 
vacuolar y los que la difusión del ácido carbónico introduce a la vacuola, sean captados en 
gran parte por estas moléculas, favoreciendo el almacén de protones y la acidificación 
vacuolar. De hecho se sabe que la actividad in vitro de la H+ -ATPasa vacuolar se favorece 
en presencia de iones cloruro (Wada y Anraku, 1994) debido a que dichos aniones 
diaminuyen el ÁIJI a través de la membrana vacuolar; este mismo papel podrian estar 
jugando in vivo, los polifosfatos que se almacenan en gran cantidad en la vacuola. 

Un aspecto muy importante es la entrada del ion potasio a la vacuo la. El hecho de que el ion 
potasio se introduzca a la vacuola a través de un antiportador K+/It (Nas, y Rao, 1998) 
presenta la ventaja de que aún cuando no exista un llpH entre el citoplasma y la vacuola, el 
ion potasio es capaz de intemalizarse a la vacuola gracias a su gradiente de concentración 
entre el citoplasma y la vacuola. 

Por lo tanto, si en un principio no existe un suficiente Ll1.V a través de la membrana vacuolar 
tal que haga posible la entrada de este catión a la vacuola, éste de cualquier forma se 
introduce gracias a su gradiente de concentración lo cual, a su vez, favorece la retención de 
ácido carbónico en el interior de la vacuola. 

La vacuola es un organelo de almacenamiento de iones, proenzimas, aminoácidos entre 
otros metabolitos (Roomans el al., 1979; Okorokov el al., 1980; Klionsky el al., 1990). El 
transporte de muchos de ellos se lleva a cabo a través de antiportadores acoplados con 
protón por lo que su almacenamiento depende en gran medida del ÁpH a través de la 
membrana vacuol., (Klionsky el al., 1990) y por lo tanto, del grado de acidez de la vacuola. 
A su vez, la activación de proenzimas como la carboxipeptidasa A, la cual es una proteasa 
cuya activación y salida de la vacuola, depende del pH vacuolar (Klionsky el al., 1990). 

Puesto que la acidificación vacuolar es un mecanismo lento y que depende de un estado 
metabólico muy activo, es razonable pensar que la velocidad de acidificación vacuolar se 
encuentre coordinada con el transporte de metabolitos a su interior así como con la 
activación de ciertas proteasas, más aún si se considera que el requerimiento de iones y de 
ciertas actividades enzimáticas se presentan siempre bajo ciertas condiciones metabólicas 
las cuales cambian radicalmente entre una levadura ayunada y otra que contiene una alta 
concentración de sustratos. 

Por lo tanto, la velocidad de los cambios del pH citoplásmico y vacuolar deben responder a 
la función de cada uno de ellos en el metabolismo celular. En el caso del pH citoplásmico 
de las levaduras ayunadas se observan cambios muy rápidos en presencia de glucosa lo cual 
parecería tener una función regulatoria sobre las vías metabólicas que degradan glucosa. 
Además, 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 explicaría la prioridad en el 
cambio metabólico de la levadura de un estado respiratorio/gluconeogénico a otro 
fennentativo. 

En comparaci6n con la importancia que presenta la regulación del metabolismo energético 
en la levadura, el almacenamiento de iones y la activación de proenzimas constituyen 
mecanismos de regulación más fmas y que responden a su vez al estado metabólico de la 
levadura. Eso explicaría en parte la lenta acidificación vacuolar en comparación con la 
respuesta del pH citoplásmico a la adición de la glucosa. 

El mecanismo de regulación del pH interno en la levadura funciona de manera 
independiente de la actividad de la anhidrasa carbónica ya que, a pesar de que ésta es una 
enzima ubicua (Henry, 1996), hasta el momento su actividad no ha sido reportada en 
hongos (López el al., 1999). 

La anhidrasa carbónica es la enzima encargada de catalizar el equilibrio de 
hidratación/deshidratación del ion bicarbonato (ver ecuación 2). La anhidrasa carbónica se 
caracteriza por su actividad extraordinariamente alta; de hecho, esta enzima es la que posee 
la actividad molar más elevada de cualquiera de las enzimas conocidas hasta la fecha. La 
anhldrasa carbónica cataJiza la conversión de 36 millones de moléculas de sustrato/mino x 
molécula de enzima (Lehninger, 1985). 

La levadura se distingue por no contener ningún transportador de bicarbonato en sus 
membranas a diferencia de lo que se observa por ejemplo en las células animales (Guyton, 
1987; Berne y Levy, 1988) por lo tanto, tras el bombeo de protones a través de las H+­
ATPasas plasmática y vacuolar, el bicarbonato se retiene en el interior de la levadura. Esto 
se debe a que el bicarbonato es uua molécula con carga y por lo tanto no es capaz de 
difundir libremente a través de las membranas biológicas. Sin embargo, a la levadura le 
favorece la retención de bicarbonato ya que éste ayuda al mantenimiento del .1", a través de 
la membraua plasmática (López el al., 1999) pero la producción y almacenamiento de este 
anión dependen de otros factores. 

La presencia de glucosa es fUndamental en este aspecto ya que no solamente incrementa la 
producción de CO, sino que favorece el bombeo de protones por parte de la H+ -ATPasa 
plasmática el cual, a su vez, da lugar al almacenamiento de bicarbonato y al incremento del 
pH citoplásmico; éste último favorece también la ionización del ácido carbónico en 
bicarbonato y protón (López el al., 1999). 

La regulación de todos los factores relacionados en el mecanismo de regulación del pH 
interno de la levadura responden fInalmente al estado energético de la misma y como tales 
también son utilizados como señales metabólicas (es el caso del pH citoplásmico; 
Thevelein, 1994). La cantidad de ácido carbónico, bicarbonato y protón son regulados 
precisamente por el metabolismo energético y la actividad de la Ir-A TPasa plasmática. 

Dentro de este panorama, la actividad de la anhidrasa carbónica alteraría definitivamente el 
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mecanismo de regulación del pH interno de la levadura ya que la producción de ácido 
carbónico. bicarbonato y protón no estaría en función de la capacidad metabólica de la 
levadura y por lo tanto el pH interno no podría llevar a cabo sus funciones de seiial 
regulatoria en la levadura. Por lo anterior, se concluye que la anhidrasa carbónica es una 
enzima que la levadura no requiere dado el papel del pH interno como seilal metabólica del 
estado nutricional de este organismo. 
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5. C O NC L US ION E S 

1.- La glucosa juega un papel fundamental en el mecanismo de regulación del pH interno de 
la levadura; el metabolismo de la glucosa produce el CO, necesario para amortiguar el pH 
de este microorganismo además de que el CO, es la fuente primordial de protones para las 
H' -ATPasas plasmática y vacuolar. 

2.- El mantenimiento del equilibrio del CO, y de la H'-ATPasa plasmática en la levadura 
requiere de un metabolismo energético alto que mantenga una alta producción de CO, y 
una óptima actividad de la H'-ATPasa plasmática; lo anterior resulta en la regulación del 
pH citoplásmico y en el mantenimiento del "'pH y el "'IJI a través de la membrana 
plasmática. Además, un metabolismo energético alto favorece la producción del CO, el cual 
amortigua el pH interno de la levadura. 

3.- El proceso de acidificación vacuolar depende tanto de la actividad de la H+-ATPasa 
vacuolar como de la difusión del ácido carbónico al interior de este organelo; ambos 
mecanismos son dependientes del ion potasio por lo que la presencia de este catión es 
indispensable para que la acidificación vacuolar sea significativa. 

4.- El CO, juega un papel fundamental tanto en la acidificación vacuolar como en el 
amortiguamiento del pH de la misma. Aparentemente esta molécula se encuentra en alta 
concentración en el interior de la vacuola lo cual también le otorga la función de regular el 
pH citoplásmico sobretodo en aquellas condiciones en las que la levadura es incapaz de 
retener al C02 citoplásmico, por ejemplo en las levaduras incubadas con glucosa con o sin 
KCl y lavadas. 

5.- El ion potasio juega un papel primordial en la regulación del pH interno de la levadura 
ya que su capacidad de retener al ion bicarbonato favorece tanto la actividad de las H'­
ATPasa plasmática y vacuolar como la acumulación de CO2 en la vacuola; esto a su vez, 
estimula el metabolismo energético de la levadura. 
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6.PERSPECTIVAS 

Dada la importancia del ion potasio en la regulación del pH interno de la levadura, un 
aspecto interesante por continuar sería el estudio del transporte de dicho catión al interior de 
la vacuola. 

Tal Y como se observa en el presente trabajo, la interpretación del comportamiento del pH 
vacuolar requirieron de la elaboración de los trazos correspondientes al pH cítoplásmico ya 
que, en primer lugar, es necesario saber si el ion potasio se está introduciendo a la levadura 
para a cotinuación averiguar la respuesta de la vacuola a la adición de dicho catión. 

Por lo tanto, el estudio del transporte del ion potasio a la vacuola requiere del 
establecimiento de una técnica que permita la medición directa de dicho transporte a través 
de la membrana vacuolar y que evite la necesidad de conocer lo que sucede primero a través 
de la membrana plasmática, 

En nuestro laboratorio se han realizado estudios acerca de algunos compuestos que son 
capaces de permeabilizar la membrana plasmática y que por lo tanto hacen posible la 
medición del transporte a través de la membrana vacuolar. Tal es el caso del DEAE-dextrán 
(dietilaminoetil-dextrán)y del CTAS (bromuro de cetil-trimetil-amonio) los cuales llevan a 
cabo dicha función. 

Con el establecimiento de la técnica de levaduras permeabilizadas sería posible la 
aplicación de la técnica de la piranina para la medición directa de la entrada del ion potasio 
a la vacuola. Puesto que la penneabilización de la levadura eliminaría la capacidad 
metabólica de la misma, sería necesario la aplicación directa de A TP a las levaduras para la 
medición de la actividad de la H'-ATPasa vacuolar asi como de la utilización de 
inhibidores de esta enzima tales como el ion nitrato y el ion cuproso para conocer los 
efectos de éstos sobre la acidificación vacuolar. Esto representaría un avance importante ya 
que dichos inhibidores son incapaces de atravesar la membrana plasmática por lo que en la 
levadura completa su uso es más complicado. 

Además de lo anteríor, sería posible llevar a cabo estudios cinéticos del transportador de 
potasio en la vacuola con el uso de distintas concentraciones de K+ así como de su 
selectividad frente a otros cationes monovalentes como el Na +, Rb + Y es +. 

La elaboración de más trazos de pH vacuolar de levaduras incubadas con varias 
concentraciones de glucosa y de KCl daria más información acerca del proceso de 
acidificación vacuolar en la levadura. Así como la respuesta del pH vacuolar a la adición de 
glucosa y KCI durante el trazo de pH también aportarla más información acerca de las 
características de la entrada del ion potasio a la vacuola. 

En general, se requiere llevar a cabo la caracterización bioquímica y cinética del transporte 
del ion potasio ala vacuola de la levadura. 
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