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RESUMEN

El pol;mo es el C'mon mas abundante demro de. Ias celulas. por fanto es el pnncnpal

;_dmcno:cs uno se chmma de forma alternada’en una mutante 4trk/; no se afecta ‘el ‘fenotipo

descmo para csta mulantc, ﬁnalmcntc la’mutantetriple (TRK TRKZ-KHAI) es v1aB]e ‘ky

su fenotipo se dsemcja lamblen ‘al ‘de_la-mutante simple del transponador de alta at’mdad

Por tanto los bcncs TRK2 y KHAI No :son;necesarios: para la celu]a y su papel en la

u,gulacnon dcl K '151 como del pH intri celular pudiera no ser lmportante, al menos en las

condncnoncs cxpcrlmemalcs que - hemos utilizado.




‘ ~lterrcstrc, acualxco y hast

Ia claboracnon dcl pdn cerveza,’ vinos y:otros produclos fcumcnlados, asi como cl dlCOhOl

p'u'lc de la subqulon Ascomycalma. famllm

mismo, Este g,cnero dc Iequura' orma

Sacc/mromycemceac, subﬂlmlha Sacc on ) etouleae (Phaf f, et nl 1978 Gof fcau, et al

1996 M'1d13m1, et al. 1997 Walkcr 1998. Saccluuomyces' sensu stricto puedt. dw:dlrsu en
bcualro especies: S. bay(ums, S cer ewsme S. pwa(loxus yS pa\lm mmu (Vaughan Mamm,
et al, 1993; Walker, 1998). En la actualldad cxnslen 700 cspccms rcconocndas dc levnduras,
lo cual representa apenas una pequcﬁa f‘raccxon de la blOdIVCI‘bldad quc sm duda exlstc

(Broach et al, 1991). Sin embalgo, las lcvaduras no son l'm ublcuqs. Phaff(l978) senala‘

que algunas levaduras exhiben una gnm cspectahzacxon por su habmt Para s dlspersmn

las levaduras no cucnlan con nmg or;,anclo o estruclur'l espccnhz a; T

accion mecdnica dcl viento (cn forma de acrosol) vcclorcs ammalcs o la‘actividad humana"’

(Wulker, 1998).

CA pcsar dc no ser.tan ‘ubicuas,’ la aduras se pucden localizar.en cu quter ambicnle;

aérco.” De:manera; prcfcrencxal se.locahzan sobre Ios tcpdos

adqumdo gran' |mponancm’por léxs :mfcccnoncs ue’ producen en. los pacnentes:

mmlmodcpnmldos. En vxda‘llbre. podcmos locahzarlas enel sucl(r un suelo rico puede




contener hasta 40,000’ levaduras viables por gramo (é.g. Li/)()/)z_)‘;},'és Sp); y Schwa.nniamyces
spp). En medios acuiticos, se pueden locallzar lanlo en '1gua dulce como salada (e.g.
Candida spp, Cryptococcus spp, Rhodola: u/a sppy Debafyomyce.s vpp), algunas levaduras
marinas existen a temperaturas dc -3 .a -_HBU"C_,- salinidades ‘superlorcs “al 35% y
profundidades de 4,000 metros; nkonnalmcnlé se encucntré unh conc'enlr'aciyéh dé células de
10-100 levaduras por litro dc agun (aunquc Ios numcros puedcn ser mayores segun 1a
regién de un estuario) (M'xdlgan, et al 1997 Walker, 1998).' Muy pocas levaduras tlencn

prcfcrcnclas exlrcmofhs, pcro hay algunos rcprcsentantes, levaduras® alololerantes (e;,

'1m 1oac1dos, pollolcs, ac1dos gras




_1987 Pcﬁn y Dreyfus, 1990; Arnold, 1998; W'mg y Oslcr 1998 Yasuda'

c1enas condncnoncs cxperlmcnlal(.s (W'xlkcr, 1998)

-~ S, cerevisiae “abticne su encrg,m pnnclpdlmcnle de la ;,lucolms Esta via mctabollca es

de - las mas anuguas yil quu se cncuenlm prescnlu en lodos los mlcroorgamsmos‘

procanomcs y cumrlonlcs, adcm.ns d(. ser um de las mi l‘dpld'lS y chcncnles (Mathcws y

an Holdc. 1998 NC'QOH y Co\, 2000) Ln la glucolms‘k en '1us¢,ncm dc o“geno, ln i
Ean‘mcm neta de ATP esde 2 molcculas por cada molecuh dc glucosz\ dcz,rndad'l a elanol o

(Puw, et al 1969; Peiia, et al., 1972; W.:lkcr. 1998) Ln cond:cnoncs acroblas sc produccn B

22 moleculas de ATP por cada molécula de glucosa dc;,r'ldada hasla COz ¥ HzO (Nxcholls, '

b ,2000 Nelson 'y Cox, 2000). Sin embargo, eslc numcro puede 'lumcntar a 30'ATPs ba_]o .

‘El transporte de jones.

ra:barréra que encuentran los

1998 Pcﬁa, S



: bioé‘n’éréélicﬁ de los sislemas' de tr’ans‘pbﬁc: dc ibnes monovalentes y divalentes ‘(Nicholl‘s,
1987, (ﬁarland . :I99:2). Hoy, “con los estudios de cepas mutantes de- diversos genes
lcldcnonados con’ cl transponc (l’nulsen et aI lA998), se ha logradocomprender algunas
meuculandades dc estos snslem’ls k '

Van Belle y Andrc 2001 delmen el transportoma de S. cerewsrae con un lotal de 320

‘plolelms dc mcmbr'md de las cuales antcs, Salcr et aI (1998) hablan propuesto una forma i

dc ordv.n'n‘ a los prc,sunlos transport.ldores de S ce;ewwae orgamzando a’los 258 genes; K

: Transpm te prlmarlo, :

Eslc lranspom. comprendc a- todo aquel que rcahzan protemas de la membrana'

conccladas dlrcctamcnlc a una fuente de energla, como cl ATP la luz o el poder reductor,

p'\ra transponnr solutos cn con 'a de su p enc:al eleclroqulmlco. E_|emplo de eslos sxstcmasv |

son las bomb'ls pnmarnas' . PATPasa los transportadores

multidrogas y las cadcnas tr'msport dc Iectrones ‘de la mltocondna y del cloroplastoi .

(Nicholls, 1987; Pefia’ y. Drcyfus, 1990 Amold et al. l998 Wangy Oslcr, I998 Lodlsh et

al. 2000; Nelson yCox 2000 Schcmer-Bobls, 2002)




Transpoi‘té sccun’dario,
EI transpone sccundano corrcsponde a diversos slstemaq de lransportc que aprovechan,
o blen h sm1ple dlferencm de conccmracnon de una ﬂustancna, oel polmcml clectroquimico

generado por el lranspoﬂe prlmarlo La dnferencla dc potencml ayuda a transportar a los

iones dcv uh ,lado’ a"*étro ‘de Ia membrana uede ;,cner'\r grandcs diferencias de

concentracnon a ambos lados de la misma. chmplo de estos ultnnos son: los anllportadores,

0 mtcrcambladorcs, como los que intercambian’iones monovalenles por protones CMYHY,

umponadores callomcos, que. permiten el paso”de.un pzmicu]a, y 'os sxmportadores que .

s abundante en’las células; en la levadura; cs el

abundantemente ‘en la membrana pl:asmz'lktic:Aa;(aprc_)Xlrvr{afdzvlvmc‘:nu}'j el 'O% del total de las




- proteinas de la membrana) (Peia, et al., 1984). El gene PMAI se localiza en el cromosoma
VII, codifica para una proteina de 99.61 Kda (Miranda M, er al. 20‘02, hitp://genome-
wwwd, stanford.edu/cgi-bin/SGD/locus.pl?2locus=pmal). Esta P-ATPasa" és ‘sensible al
vanadato y al dietilestilbestrol. La ablacion de este gene es letal para la célula ('Miraknda. et

al., 1995; Miranda, er al,, 2002).

Pmalp hidroliza al ATP para bombear H* al mcdlo cxlracclular, estc bombco dc I-l

genera una dlfcrenma de potcncnl clcctroqunmlco (MllChC”' 961 : Pcﬁa, 1975 Pena et a/

1981 Pena er al 1984 Rottcnber{> y Moreno Sanchez, 1993) quees ap_r,ovecyhado por la :




. l’rotein:is involuycradas en el transporte de K.
Irklp y T rk2p. :
Ambos mmportadoxes pcrlcnecen ala fdm:lla TRK cnractensum de al;,unos hongos

umcclulan.s (Calcro, et al '1998). Trklp, es el lransporlddor de K coxmder'\do de alla

aﬁmdad (La K propucsta para este slmportador cs dc 24 ].lM mlenlras que la V,..ax es dc 30' X

nmol/m&,/nnn) (Ramos, 1999). Propuesta ongnmlmcnte por Rodnguc7 Navarro y Ramos B

1984 clonado y secuenciado por el g,rupo ‘de. Gabex (1988), esta protcun, con: un peso L

) molccular de 141 Kda, esta compucsla

lransmcmbr'\ndlcs cl gene se locallm en el cromosoma X y su ablacnon no es léta

k celula (bttp://genome- www4 stanl‘ord edu/cgl bm/SGD/locus lelocus brk

- El trabajo plonero de Rodnguez-Ndvarro y Ramos (1984), mostro que.la lcvadura posec = :

dos slstcmas dt. lmnspone de K uno de alta afmdad y olro de baJa afinida Illmo sc 5

fmdad 2 mM y una muy ba_]a V,..,1

: denommo Trl\2p, presenta un:

= (Ramos. et al 1985), fue clonado y. secuencnado por Ko et al ,1990. Sc Iocahza cI gcnc en

el cromosoma Xl y cl tamafio del producto pohpepudlco cs de 889 rcstduos, con un peso

'molccular de 101 Kda ‘La ablacxon dc cste genc lampoco es escnmal para la celula (quos,

httn //gcnome \vww4 stanford cdu/cgl-

c,: L 1994 Ramos,.' 1999

bm/SGD/locus nl"locus—lrkZ) Datos re jentes; e tc sxmportador pueda estar

m1phcado en el lransporte dc H

: " ‘Haroy Rodrlguez-Navarro, 200 ‘proponen que. la estructura del snmportador de Trklp

es un homodlmcro, funcnonando como un’'cosimportador,’

‘dos» K* por cada c1plo dc transppljtc.

l 235 1esnduos quc se arrcgh" en 2 cruccs,

7,‘nmo /mg/mm 5

agtravcs,dclAcualvsg: tran_s;;onan -

os'tedricos.plantean’ que ambos transportadores '




presencm de K

Se locallza en e cromosoma X y c] producto poh cptldlco del gene tiene un lamaﬁo de

A873 resxduos de ammoacrdos, con un peso molecular de’ 97 Kda La ablacion de este gene

; 1http //genome-www4 stanford. edu/cgl-

no * es letal para . la - celula~

bin/SGD/locus.pl?locus=khal).

a sahda de K* pero nunca ldenuﬁcaron a‘

Rothstein y Bruce (1958) ya habian deteéj

la proteina. Pefia y Ramirez (199]) ddsc hdardc K de la levadura' omo un

sistema dependiente de energla. Ramlrez, 996 describiero’n’ la‘ presencia ‘de:‘ un< .

sistema antiportador K*/H presen

caracterizaron ¢l gene YJL094c de

1996; http://penome-wwwd4.stanford.edu/cgi-




Este antiportador se localiza en la membrana plasmdtica; inicialmente se cai‘acterizé'j

como un lransponador de Na ya que presenta una alta similaridad con el gene Sod2 de_~

Sclnzo.mcchalomyces /)ambe y con el gene Z-Soc2 de Zlgosacchmomyces rou i La
. sobrccxpresnon de este gene causa resistencia a Na' y Ll y mu,nlras quc su ablacnon’

. ocasnona una mayor scnsnblhdad a cstos iones. Baiuelos, er al. 2002 proponen que este ‘

L anleoll'ldor tamblch esle parhcnpando de forma directaen la sallda dc] K‘r mlracclular. $

deslndrogenasa, mucslran
concentracién de potasxo
traduccion de las prolema

puecda unirse bastante bien

« Existen: varios: meca

_que hay diferentes sistemat




) esludxado por’ dlversos grupos de mvestlgacxon entre ellos el de Conway y cols (1950),' .

quncnes emplearon una tecnlca n la que no se podla dlferencnar entre ]os valores de] pH

) cuoplasmlco y el organelar Slavnk (1985), propuso el empleo de coloramcs ﬂuorescentes

. lndrosolubles como mdlcadores del pH mtcmo de la celula, pero el problema es que tardan '
en dnﬂmdlr al mterlor celular Kano y I‘endler (1978), introdujeron la plramna (ac1do 8-
Iudrox:-l 3 6 plreno lnsulfomco) dentro de liposomas, logrando detectar camblos en laﬁ‘

‘ﬂuotesccncna de ‘este compuesto debido a las modificaciones del pHen el mtcrlor de Ios‘ .

liposomas. Esto cambios de fluorescencia en la piranina, se deben a la presencla‘del grupo -

(-OH) ionizable del compuesto, ¥y son directamente proporcionaléé aI

recuperen parte de ‘los

Khalpy thalp).f-‘L‘.a ‘r'jre encia’de icidos dcbllcs en el interior cclular, talcs como el écldo

carbonico, lamblcn lpar en Ia rcgulacxon del pH mtracclular (Lépez, et al.k

1999; Enriquez-Freire, e al. 1999).- o

14




Recncmemente se ha relomado el papel de Ia vacuola en; la regulamén ‘del . pH

cnoplasmlco (Calahorra et al I998) ya que en la membrana vacuolar ha detectado una

proteina con acuvndad de anuponador de Na*/H denommado thlp Esla prolema

"ldmblen puedc regular Ia osmolarldad celular‘ asl como ayudar al mantemmlento del pH

B cuoplasmlco, ya quc mueve cl Na*; del cntoplasma al mtenor de Ia vacuola, en un

mlcrcambno con H' de la vacyola al cxvtoplasma (Nass y Raq, 1998).

Figura 1. Modelo cclular del transporte de potasio en Saccharomyces
cerevisiae. En este modelo se muestran algunas de las proteinas de la membrana
plasmatica rclacionadas con el transporte de potasio y la regulacién del pH
intracelular.
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nes’ Flogene as Es por l'll'llO

ﬁslolo;,m cm.lulm', mclabollsmo, blologla molecular y n.,lac «

e <ciencia " basica comq

un cxceleme modclo blOlOglCO lzmlo 'para ;n}vestlgam nes
blotccnolog,lcas.

on’ potasio en S..

Trabajos prcvnos h'm demostrado que, el’transporte .dcientrada’ del

cerevisiae cs mediado hoxj dds transp.

intracelular asi como la homeoslasns del potasm. A :




OBJF l lVOS
Oluelivo Gcncrnl

; ,Carnclcr zar cl pdpcl de las proteinas Tll\lp Trk2p y Kh'llp en los mecanismos dc

cnlr”l(h y sallda dLl ion pOl'lSlO, asi como su importancia en Ta lcg,uldcmn del pH interno de

‘la lcvadur'x Succh lomyc

A) L‘C’I'L’VI.S‘I(I(:‘.

> ',O‘bjcliv’os I;‘.qu. |'ﬁ

k"O;blc'n‘cr". mutantes "_canr"‘ablaéiones de los genes KHAI, TRK1, TRK2 y

: caraclcrlzarlas Fslologlcamcm

Oblcncr mul'mtes con abhcnoncs doblcs dc las combinaciones posibles entre cstos

‘g,cncs ycaractenzarlas. o

Oblcner ung mut'mle con abldcnon de los tres gcncs y caracterizarla fisiolégicamente.




nl,\'rmlilAl;lié Y METODOS.
Ccpm.
P'ua e:tL lmbajo v..mplcdmos |d ccpa l‘Y833 (MAT'l kan"’ lcu lys™, his’, trp”,ura’) de S.

‘C(.‘IL‘VISI(IL‘ dOnddd por Ia Dra MOI‘IlCd Montelo de’ h Umv«.mdad Federal d(, Rlo de

‘Jdnelro, Bmsnl

i Mcdms de culllvo

Los mcdlos de cultivo, se cslerlllzaron por 5mm a 121 °C con una prcswn de lKg/cm

Reactivos Concemrados

: Amorllbuador MES-TEA 200 mM pH 6 O (aCIdo 2-| [N Morfolmo]clano sull’omco, 'ljustadok:

al pll con trlclanolamma), glucosa .1 M;.KCl (Clomro dc potasno) 2 M CaClz 10 mM

‘CTAB (Cctlltrlmeulamomo, bromuro) 2 mM; purpura dc bromocresol (|t/

pg,/ml ‘HCI 1 N, ncndo propionico 50 %; NH,OH (hldroxnd dekamomo) 2N; qplranma 100‘ ;

CCCP (Carbonilcianuro m-clorofemlhldrazonva) mM VDISC3(3) (3,3-

dipfopil(iacarbocianina) 0.5 mM.




e ((.xtrcmo 3 ) dcl genc que: se dcsca chmm'\ (ohbonucleotldos “R . Vertabla:1. Con estos‘ i

olu,onuclcoudos se lcnllzaron rcdcc:oncs dc PCR para ample'c'ur cada uno dc los modulos .

: ,rccombmantcs.




Oligonuctedtido | Soepencia del genc Secuencia del mddulo
FTREL SICATFITACTTAAAG FFATTACCTETTTTTGATAACTAACA | CGGATCCCCGGOGTTAATTAAY
RTRK1 T TTGAGTACGAAAACCTATTTCTAAAGAATGAGTATATATG | GAATTCGAGCTCGTTTAAAC I
FTRK2 STGTACTATTCACCOACGATAAGAGGGTGTAAGAACCACTC | CGGATCCCCGGUTTARTTAAT
RTRK2 TTRGATAATACATATAATACTGAGTOAAAATFTACGTTGOGTC | GAATTCGAGUTCGTTIT AAACT
FEHAL TATGOCAAACACTGTAGOAGGAATTCTGTCGGGTGTAAATC | CGGATCCCCGGGTTAATTAA-
REHA] T AAATTAAGAACAAAGAAAATTAAAAAATTICTGCTGATAC | GAATTCGAGCTCGTTTAAAC Y

Tabla 1. Sccuencias de los diferentes oligonucledtidos “F” y “R™ de 60nt de longitud, que fueron
disefiados para construir los modulos recombinantes, de los genes TRK/, TRK2 y KHA .

PCR para la construccion de los modulos recombinantes.
Con Ios oligonuclcélidos‘de la labla 1, se ampliﬁcaron por. PCR Ios médulos

concspondlcmes ut|l|7'mdo el Klt Exp'md ngh I‘ldcllly PCR Syslem de ROCHE° y un

‘f lcrmocncl.xdon COY ll Pam la mezcla dc reaccnon se utlllzaron 1os teactivos del Kit, mezcla .

un ciclo de 5 mmulos a 72 “C Este proz,ramn solo s¢ modlf'co cuando el producto esperado o

supero lns 1500 pb y solo cn la canudad de cnclos de 25 a 30

Los produclos dc PCR que se obtuvncron se vcrlﬁca n'en un gel de agaros al kl% y sé #
punﬁc.xron cmpleando el Kn QIAGEN‘° PCR punf‘cauon &1 DNA purlfcado se concentro .

“enun SPL'ED VAC° (camar'\ centrifuga de vacno)

TESIS CON 20
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e 'dc agua dcsuldda estéril. I‘malmente sc inoc

VConslrucclou (IL Ins mutnnles.

l’l cpamcnén (Ic cclulas compctcnlcs y lmmfor‘m.lcmn. :

Pam oblcncn las ccluhq compeluues se inoculé un l'l‘hlll"l/ con 10 ml dc medio YPD,
que I‘uc mcub'\do por 18 h a 30 °C con agltacmn conslanlc (250 xpm) Sc lomo una ahcuolav k
del culnvo y se dutermmo h densnd'\d opnca 2600 nm cn un cspeclro!‘olomcuo Slummlw ’

modelo UV- 160A Con cstc culllvo se moculo un m'\lmz con 50 ml dcl mlsmo medlo o una

densidad opuca dc 0 45 U a 600 nm y se mcubo a 30° Ccon dyldcmn conslanlc, lrlst'l que

la densidad optlca fuer'l de O 5 a 0 6 U a 600 nm. Poslu:ormcnle I.ls células se Iavaron con

50 ml de .xgua dcslllada eslenl se resuspcndlcron en un: ml dc agua dcslllada cslcnl sei:

lr'msi'rlcron a lubo de'| 5 ml y 'se ccnlrlfug'lron por 10 seg El paquclc celular se lavo con : : .

-un. ml d(. acelato dc huo 100mM TE (Tris 10 mM EDTA

. ; ccnlnfubo y f'nnlmente el pdquclc celular se rcsuspcndlo en 500 pul ¢ dc ”mezcla'v‘de acclz{(p o

i dc;lmo +TE,

; Para l.l transfonnacnon sc colocaron en un tu o d

'salmon (10mg/ml), 15 pl del modu]o rccombma te. (d

compclcntes. A cstd mezcla sc agrcgarqn'BOO pld

' conccntracién que ¢l paso zmterior) mz'ls polietlle glic

por 30mm a30°C. Postenonncmc se agregaron

“C durantc IS min, Las cclulas transformad

' dcl modulo emplcado) con una allcuola de 00 pl decél "lféliSFerhddas y'ksckiricubaron a

0 °C Imsm que upurccncron colomnsv(dc tres a cu: 1
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Mutantc snmplc Aklm
Para Ia conslrucc' 5n

'kan leu

en el nusmo fondo genctlco con Ios modulos TRPI

: 'HISS y KANR Las dos prlmeras mulantes (ATI/\/ TRPI y ATy &l HIS5 ) sc seleccnonaron

en cajas con medio sclecu SD Trp y SD-His® respectlvameme, mlcntra que l'l mutanlc :

ATrki::KAN® se selccc‘lonol n cajas de medio rico YPD mas 400mg,/L de genctlcma

Mutante slmple' -Arrk2

La mutante devcste genc, s6lo se hizo para el médulo de HISS (mulanle ATr k2 HISS ),

sxcndo selcccnonada en medlo selccuvo SD Hls

tante doble




" Mutante doble: Ark/-Arrk2. -
“UEn c.l l‘ondo gcucnco dc la mutamc snmplc A7Ik/ I\ANR se ellmmo el gene “de TRK2

qullzando el modulo TRP/ Esl'u mutame doble A7lk1 I\AN“-AT;I:Z TRPI fue

scl'cccionada"é"h SI)‘;Tn7" : IOOan de KCI

Mutnntc tr:plc. ATrkl ATrkZ-AI\Iml

Esta mut'mtc se. obtuvo a p'\rur de la ccpa AT;kI I\ANR-AI\haI HI.S‘5 a I'1 que se

E btransformo con ¢l médulo TRI’I para el gcnc TRI\Z y sc eclcccnono en ca_]as SD-Trp + 100 ‘

By mM de KCI

o Extracclén de DNA (otal

De las colomas cslrladav en Ia ca_|a dc Petri ‘con medlo YPD “se ‘colecto u pcl]cl de

: cclulas que se rcsuspendxo en 50 pl de agua dcsulada cslcnl

. _EDTA lmM a pH 8 O) y se ccntnfugo duran(c Smm en’ una mlcrofuga
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En un tubo limpio, se colectd la fase acuosa, a l'\ que se '1grego 1 ml de etanol qbso]uto

frio (-20° C); la mezcla se homogemzo suavememe por mverslon y se cemrnfugo :

nuevamente por 2 min. El sobrenadame se desecho y al prec:puado s

TE mas 10 pl de RNAasa (10 mg/ml), mcubando nuevamen(c a.37.°C por 15 min, A Iab
mezcla se le agregaron 10 pl de acetalo de amomo 4M ma Iml de alcohol ab luto frio (- .

20°C). Se homogemzo suavemente y se ccntrlfugo por 2.min a la'velocidad max1ma de lka :

mlmoccmnfuga. LI DNA ya purli'cado se resuspendlé en 50u] de’'agua desulada estenl

"ciclo ‘de _ desnaturalizacién

durante

' .PCR, se muéstran en la'tabla'2
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Tipo de Sccucncia de oligonucledtidos Tumaiio del

oligenucledtido producto de
PCR

Forward TRK1 | §-CGGGATCCAGATGTGGAGTCTGGACCAGG-3" T00ph
Reverse TRET | S-GGACTAGITGGTGITGATATGCAGCATACG-3'
Forvard TRR2 | S-AGAAGACCCACGACAATCC-Y 603ph
Reverse TRK2 | 8- CTCATCTCCTCATCAACAAAAG-Y
Forward RHAT | S“TTAGCCAGTCATGCTCAG-Y #00pt
Reverse KHAT | §~CCTCCAAGCAAGAATACAAY

Tabla 2. Sccuencia de oligonucledtidos para comprobar la ablacion de los genes TRAI,
TRK2 y KHAL. Los diferentes oligonucledtidos  se disefaron por un programa especial,
cligiéndose solo aquellos que presentaban una T, baja.

Caracterizacion fisiologica de las mutantes.
Crecimiento celular,
De cada mutante, se inoculd un'matraz con 10 ml de medlo YPD y se mcubo toda la

o nochc a 30 °C con agltacnon constante. Se dlluyo 100 veces una a]ic ota de IOO pl de caqu

culuvo y se delemuno el nimero de cclulas con. un hemocltomelro de Ncub'luer. Con estosk o




'lgn‘a’ io Mamnez, Manuel Ortines y Aurey Galvan En la cubeta

minutos. Los trazos se cahbran con una solucion de KClI, agrcgando allcuotas dc IOpM,'a e

un medio sin cc]ulas, con amomguador MES TEA pH 6. 0 2 mM en’ un volu 1cn tolal dc“rv

10 ml. Se csumo cI transporte dc K+ tamblen a dlfcrente pH empleando cl amomguador

dcido tart'lrlco-TEA para pH 4. 0 y blcnm-TEA para pII 8.0.

' Dcigfh1i;inéi6l| del_bombeo de protone

_Utilizando un electrodo de pH
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registrando una linea base de un minuto, posteriormente se agregan 125 mg de células y se
continua el rcgislro por 3 mihutOS més‘ Finalmcmc se agrega glucosa 50 mM y se continta
el rc;,lslro por 15 mmutos Los lr'lzos se cahbran con una solucién de HCI, agregando

‘ 'lllcuol'w de 0 25 y. L a un medlo sm celulas con amortiguador MES-TEA pH 6.0, 2 mM,

k en un volumen loml dc lO ml Se esumo c:l bombco de H* también a diferente pH,

g.mplcando : qnln_;;,uadgrwamdqlargarqqo-TEA para pH 4.0 y bicina-TEA para pH 8.0.

“:Empleando Parpura de bromocreso

r los camblos en absorbencna del purpura

guador ,‘écidcl) :

‘ se col¢pan »k(‘:n una celda para electroporar de:0.4' mm, 'nplic‘ari‘dq un p,kl.illsd de2 kK'V,fz.S pF y
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calculo del pl-l mlraccllular, conla“ecua de:Henderson-Hasselbalch y las correcciones

" adecuadas.

Estimacién del pdt nc

El potcncnal de

0 mM de KCI paraV :

observar ¢l abalumcnto dcl potencml de me bran ormado m|c1almente para cada
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Las celulas se mcubalon en ‘un amoru;,uador dctexmmado (MES-TEA pH 6.0, icido

e tartanco-TEA 'H 4,06 blcma-TEA pH 8 0 a IOmM) mas- SOmM de glucosa, durantc 3mm

‘l‘mahzado este tlempo, se agregaron dlfercnles concenlmclones de Rb* (de 0. ImM a ]OmM

: del conccnlrado frlo/callenle), mcubando du c otros 3 mm pdra despucs f’llrar en f'ltros:

: mlhpore dc mtrocclulosa con 45plm de dxam o del poro, lavando cada t'ltro con’ 10 ml dc :

: un conmdor de cenlelleo modclo LS6500 de Beakmann
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RFSULTAlios :

Cons(ruccién de Ios modulos recombinan(cs

- Se construycron los médulos KANR HISS y TRPI con extremos homologos dc los

gencs TRK/ TRK y. KHAI (Flgura 2) L'1 amphfcacnon de Ios modulos se. reahzo con el

nucleotxdos de la tabla 2, que reconocen una reglon complemenlarm ‘

f‘constanlc del plasnndo El tamafio de los mddulos se prescnta en la tabla 3.

Plasmido Tamaiio del producto de
) PCR

pBMa3l1 1559pb

(KANY

pBM32 1036pb

(TRP1)

pBM33 1403pb

(HISS5")

Tabla 3. En esta tabla sélo se dan los pesos respectivos de los diferentes productos de PCR
de los tres diferentes pldsmidos utilizados. : .

Con estos modulos recombmantes se transfommron las celulas FY833 En Ia f gura 2se
mucstra un csqucma dc la estructura general dc los modulos a51 como, su mtegracmn por

: rccombmacnon homéloga al. genoma de la levadura
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BUL A

Forward 6t

Reverse 6tni

Reacceiéon de PCR

NMarcadores de anvotrd

m Mo dulos

construidos

Extremo homologo Lixtremo homdalogo
al gene blanco al pene blanco

Cepa sitvestre Recombinacion homologa

T N

Mutante
AK hal:: HisS*

Figura 2. Construccién de Madulos recombinantes, se muestra de forma esquematizada
la construccion de un mdédulo recombinante, que se emplea para climinar ¢l gene KHAL. En la
parte superior se representa el plasmido pBM33 junto con los oligonucleétidos R y F de 60 pb,
con extremo complementario al gene de KHA 1. Después de una reaccion de PCR, sc obtiene la
construccién del médulo; mismo que se introduce a células competentes y. por medio de
recombinacion homoéloga se ablaciona ¢l gene deseado.

Verificacién de los genotipos
Las colonias scleccionadas de cada transformacion sé crccicron ‘en cajas con~losk

marcadores correspondientes de auxotrofa, obtemcndo dc esla mancra una prevenf'cacnon -

N del genotlpo. ya que solo crecieron Ias colon s que contenian dentro de su genoma el gene :

'adecuado para sobrcvnvnr frenle a la ause

TERIS CON 31
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de las mutantes dAkhal, Awkl-Akhal y Akhal-Atrk2; y s6lo una construccién de las

nutantes Atrk2, Ark1-Atrk2 y Atrkl-dkha l-Ark2 (Tabla 4).

Cepa mutante Viabilidad de las mutantes
Atrkl:: TRIPT Viable
: Viable
Viable
Viable
Viable
Al-lml FIIAYM Viable
Airk1:: KAN* Ak 2:: TRPI Viable
Atk 1:: 11188 —Akhal:: TRPI Viable
Ak 1::KAN¥ —Akhal:: HISS' Viahle
Aklal:: TRPI-Ark2;: HISS' Viable
Akhals: HISS' —Awrk2:: TRPI Viable
Arrkd 2 KAN®=Akhal:: HISS' —Atrk2:: TRPI Viable

Tabla 4, Lista de mutantes construidas en este trabajo, asi come Ia viabilidad de la
construccion de la mutante.

Las doce cepas anteriores se resembraron en cajas con medio YPD para extraer el DNA
total y realizar las reacciones de PCR, para verificar que estas cepas seleccionadas tuvieran
los productos de PCR correspondientes de la regidn codificante de los genes eliminados, asi -

’ f,,c'omb del médulo empleado.

‘Con los oligonucledtidos espccn(’cos que s¢ dlseﬁ'lron para amphﬁcar un fragmemo de,5

“la rcglon codificante de cada uno de los genes se hicicron las reacciones de’ PCR para cada ;

una: de las cepas' y se corrleron ;‘en>un gel

e electroforesis ‘en agarosa-al:,1%, con-un':

amortiguador TBE 1Xa 50 mV durante:3 hr.(Figura‘3)

‘Los productos dc PCR ampht‘cados del: DNAde.laicepa’silvestre Fy853',$on: un

‘producto de 800 pb, qye corresponde 4 la presencia del gene KHA, un_scg_gndo’f)roduclo de

B 700 pb que 'co'n"é'sbbrrl'dév_alk gc':_ne‘dc‘TRl\"l_' y.un’tercer producto de un fi_lhmﬁb de 6073'pb que
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. cs}fcépondé al 'gcne de TRK2. No hubo amplificacién de ningtin médulo (Figura 3, Carril
A). :
A partir del DNA gendémico de la cepa mutante Atrk/ ; KAN” (Flgura 3 Carrll B), solo

se amplifican los fragmentos del gene KHA/ de 800 pb y: TRKZ de 603 pb asl como unk

producto que corresponde al mddulo de I\ANR de 1500 pb

Para la mutante Awrk2::HISS® (Flgura t3, camlv,(.:)“ se ampl . aron os’ffrrkag'ny"{enlo"sk dé

 KHAI de 800 pb, el de TRK1_de 700 pb, y ¢l médulo de' 1403 pb; que corresponde a

. //155

L‘n Ia mutante'lrlple Alrkl I\AN" Akhal:HISS —Awrk2::TRPI solo ‘se ampllf' icaron

: f’, los tres médulos quc Son KANR dc 1559 pb HISS/ dc l403pb y TRPI de 1036 pb (Flgura 3

C'U’Tl| H)
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} SO0 o

10on—p Ko ’ S Qje—1RP

750
> «— TRK1

M A B C D E F G HV

Figura 3. Electroforesis del producto de PCR de las mutantes cmpleadas en este
estudio. El tamafio del producto de PCR para el gene de KHA/ cs de 800pb, para ¢l gene
TRK]I es de 7OOJ?b y para el gene 7RK2 es de 603pb. El tamaiio del producto de PCR para
¢l médulo KAN® ¢s de 1559pb, para cl /IS5 es de 1403pb y para TRP/! es de 1036pb.
Carril  A:  Fy833, B: Awkl:KAN®, C: Awk2::HISS', D: akhal::TRPI, E:
Akl :KAN"-Akhal ::HISS', ¥: Akhal:: TRPI-Awrk2::HISS*, G: Atrkl::KAN®=Awrk2::TRPI, H:
Atk ::KAN®-akhal ::HISS ~Awk2::TRP1 y M: 250pb DNA Ladder.

De cada una de las mutantes obtenidas, se tomo una muestra del cultivo y se les colocd

cn glicerol para conservarlas a —70 °C, dentro de un criotubo.

Caracterizacion fisiologica de las mutantes.
- Crecimicnto celular.
.2+ Todas las mutantes obtenidas en este trabajo fueron viables y su rendimiento promedio

fue de'1.7-1.75 g /200 m! de medio YPD.
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: l)ctcrmimlci(’m de potasio intracelular,

£l comuudo de potasio se midié en las células ayunadds y sin dyun'zir, nwdiamc cl

g unplco de detergente CTAB, técnica que se duscrlbc en m'\lcndlu y mclodo - Esle

o dc'lérgenlc fue utilizado para romper u las células y po_der mcdir la conccntracic’)n del K*

unracelulur ocupando un fotémetro de Nama Carl Zeiss.”

Par.l este pardmetro, encontramos que en las cg.lulas sin ayunar cl COI'llLl'IldO de pol'mo 3

“es llgcmmcnlc muyor para Ias cepas’d/rl\'l y Alrk_’, cn comparucnon cpn la’ cepa ‘5|lvcstrc:~

y durkl-

khal

mlcnlms qun, leS ccpas muldnu,s A/\/ml Atrkl- Ank.’. Atrk]- AA/lal ~Anrk2,

i AA/lal AIIAZ l'unblen mos(r'lron un conlemdo un poco menor de; pot oymparacno‘n‘

e con’las mulanl All'kl yk All'k L'IS ccpns mulanlcs quc prcscman ablacion'de: los g 1es dc: :

cstadnshcqnu.nlu no sngm!’cauvos.

“w
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Potasio intracctular

Células Células ayunadas

Cepa no ayunadas [mM)

[mM]

Fy833 228.97 +- 8.54 131.41 ++-2.98
Arrk1::KAN® 240.50 +- 7.47 139.53 +- 4.63
Arvk2::HISS® 241.79 +- 10.43 137.32 +-8.01
Akhal:: TRP1 233.88 +- 9.27 138.80 +- 9.28

Akl KAN® —Ark2:: TRPI

232.39 +- 11.86

138.99 +- 4.29

Atrkl:: KAN®—Akhal:: 1HISS*

235.96 +- 9.31

135.26 +- 3.99

Akhal:: TRPI—Atrk2::HISS"*

235.02 +- 10.27

135.8 +- 2.36

235.02 4+ 8.04

140.56 +- 5.37

Atrk1:KAN® —Akhal:: 1HIS5 —Atrk2:: TRPI

‘Tabla 5: Potasio intracelular de las distintas cepas estudiadas. Las células se crecicron
en medio YPD durante 18hr y ayunadas 15hr. Se determind dejando incubar a las células en
CTAB 200 uM durante 1S minutos; centrifugando 30 seg a velocidad maxima; se recolectd
cl sobrenadante y se diluyd 1:10 en H,O dd. Las medidas se realizaron en un fotémetro de
emision de flama Carl Zeiss PF5 37177. Se presentan los valores de las concentraciones, asi
como su desviacién estandar.

Determinacion del transporlc de potasio,
En los ltazos de Ia I‘lgura 4 a le 60 se observan los cambios en la concentramén )

: extracclular de: potasno, segmdos con un electrodo espccti’co para este: fon, tal y como se.‘ N

del catlén ala

célula. En la cepa Fy833 sc observé una salida de potasi guida de una' entrada de este

cation poslerlor a la adlcné de glucosa (Flgura 4a) Estc,trazo se uuhzo para comparar con

todas las cepas mulames
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Glue
30 q S0mM

KIZERTE)

2 m K

[} 120 240 360 480

Tiempo (seg)
30 - okt

K o M)

Mk hhat
25 o

ARRaT-AA2 ] ::

s 1 T T f T
0 120 240 360 480 0 120 240 360 480 O 120 240 360 480

Tiempo (seg) Tiempo {seg) Tiempo (seq)

K o luM}

Figura 4, Transporte de potasio de las cepas Fy833 y Ias mutantes a pH 6.0. Las células
se crecicron en medio YPD 18 hr y se ayunaron 15hr. Después de colocar el medio de cada
experimento (MES-TEA 2 mM, pH 6.0) en la celda, para un volumen final de 10 ml, se -
inicié el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormentc se agregd 50 mM-de -
glucosa, con la finalidad de energizar a las células y puedan realizar la captura o transporte
de este ion. El registro del potasio presente en el medio se detecté mediante un electrometro
especifico para este catién.

Las diferencias lmporlanles son Ias s:gmemes.

* La falta de Trklp ocasnono una mayor sa]lda mlclal de K al mcdlo cxlracclular, aS| :

como tamblcn se cvno la recuperaclén de’este lon después de ser cnergxzadas las celulas

lanlo de I'xs mulantcs Slmple, dobles 0 tnple

T S'Tq Fﬂrsl
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* -La ausencia de Trk2p no afecté osuj:nsib'lcm'cnte_'el comportamiento de las'ccp:as en que’;

“se eliminé, independientemente de si.esto s hizo en forma simple o en combinacién:. "
. 'cdn otros genes. .

. La auscncna de Kha]p'tampoco parece modificar:el comportamiento. de las celulas en’

. que se chmma ya sea solo o en combinacién con otros transportadores.. -

lmcmlmcnlc, adcma

sahda lenta dc K* al

menor quc a pH 6. Dado que la actividad de la H"-ATPasa a este valor del pH es’

: mcnor (Peﬂa et I 1972), la velocidad del transporte del K* tamblen fue menor. :
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“® " Laausencia de TrklIp ocasiond en todos los casos én que se elimind, en la desaparicion -

de la entrada del K",

s MK 1-Atrk2

IO B SUUUR R L
©,.0 120 '240° 360 480
= Tiempo (seg)

akhat-ankz.

Kl

s n T - L
0 _120 240 360 480 0 120" 240 360 430 0 120 240 360 480
. 'ﬂempo (seg) o Tlempo (seg) _; £ Tiempo (seg)

Figura 5. Transporte de potasio de las cepas Fy833 y las mutantes a pH 4.0. Las células
se crecicron en medio YPD 18 hry se ayunaron 15 hr. Después de colocar el medio de cada
experimento (4cido tartarico-TEA 2 mM, pH 4.0), para un volumen final de 10 ml, se inicié
el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se agregé 50 mM de glucosa para
energizar las células. El potasio presente se detecté mediante un electrometro especifico
para este cation.

e La ausencia de Trk2p no produjo cambios importantes respecto a las cepas respectivas

en que se le elimind.

TRSIS CON
FALLA Dy ORIGEN
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‘e La .1usenc1a de Khalp se lradu_yo en una’ mcnor sahda mlcnal del K en todos Ios casos,

lransponadores. o

Con obJeto de cs(udlar el transpone en’ cond'cnones f'avo ables para la entrada y cwna

“acumulacion dcl polasno dentro dc las cclulas, se agrcgo al medlo extr: celular 100 pM de .

“KCl.
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A pH de 6. 0, cdmo\en la' éuéehc 2 dc K aﬁadldo la cepa sxlvestre moslro transpom. de .

K aproxnnadamenle a Ios 2 mm despues de la adlcuon de glucosa alk medlo transportﬂndo*

hacna el mlerlor alrededor de 20 pmolas de K exlracclular (l‘lgura 7a) En cuanto a las

" mutantes, dc nuevo parece repenrse el patron ya descrllo en los expenmentos sm Ia adlcnon '

s d-Atrk2
Atrk2 Alrk1-atrk:

AL

[ Iuen st e s sl
0 120 240 380 480
triple Tiempo (seg)

= ‘m:ke m
T

1t e et et e |
-0 120 240.360 480 CI 120 240 360 480 . 0 120 240 360 480

= Tiempo (seg) Tiempo (seg). - - Tiempo (seg)

Ko luM)

e
B

Figura 6. Transporte de potasio de las cepas Fy833 y las mutantes a pH 8.0. Las células
se crecieron en medio YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr. Después de colocar el medio de cada
experimento (bicina-TEA 2 mM, pH 8.0) en la cubeta, para un volumen final de 10 ml, se
inicié el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se¢ agregé 50 mM de
glucosa, con la finalidad de energizar las células. El potasio se detectd mediante un
electrodo especifico para este cation,

de K*; si se comparan las mutantes individuales de Trklp, Trk2p y Khalp con sus
respectivos controles con el gcne se observo los SIgmeme'

e No se abservd transpone alguno en las cepas carentes del Trkl1p.
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e~ La ausencia de Trk2p no modificé sustancialmente el transporte observado.

e 'Laausencia de Khalp tahipoco modificé el transporte

Iuc
105 Atrk1

airk1-atk2
100
o5

g - Fy8a: Alrkz akhat

P |

¥ g5

. 80
75 ——r—r
0 120 240 360 480
Tiempo (seg)

105
Alrk1-akhat triple

100
g 85
_i g0 Akhat-atrk2
% g5
80
75 ~t—r—7 o T
0 120 240 350 450 0 120 240 360 480 0 120 240 360 480
Tiempo {seg) Tiempo (seg) Tiempo {seg)

Figura 7. Transporte de potasio de las cepas Fy833 y las mutantes a pH 6.0. Las células
se crecieron en medio YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr. Después de colocar el medio de cada
experimento (MES-TEA 2 mM, pH 6.0; mas 100 uM de KCI), para un volumen final de 10
ml, se inici6 el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se agregé 50 mM de
glucosa con la finalidad de energizar las células. El potasto presente se detecté mediante un
clectrometro especifico para este cation.

Los experimentos con la adicion de 100 uM ‘dé K* se repiticron también a los pHs de

4.0 y 8.0, y los resultados son sern:cjame:s (Figs. 8 y 9); es decir, cn general, sdlo desaparece

FALLA i g




cl transpone en ausencia de Trklp, y Ia ablacnon de Trk2p y/o Kha l p no parecen modlﬁcar

el f‘enotlpo en cuanto a este parametro,

Gluc
50mM Ark1

103 Alrk2 dkhat Ark1-Ark2
102
Z 101+
¥ 100 4
x
99 -
98
97 - —— T
0 120 240 360 480
T
104 4 Gluc fempo (seg)
50mM .
103 AREPT  wnat-ankz

triple

102 4
101 4
100 +
99

98 ~
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Figura 8. Transporte de potasio de las cepas Fy833 y las mutantes a pH 4.0. Las células
se crecicron en medio YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr. Después de colocar el medio de cada
experimento (icido tartarico-TEA 2 mM, pH 4.0; mas 100uM de KClI), para un volumen
final de 10 ml, se inici6 el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se
agregd 50 mM de glucosa con la finalidad de energizar las células. El potasio presente se
detecté mediante un electrometro especifico para este cation,
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Figura 9. Transporte de potasio de las cepas Fy833 y las mutantes a pH 8.0. Las células
se crecieron en medio YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr, Después de colocar el medio de cada
experimento (bicina-TEA 2 mM, pH 8.0; mas 100uM de KCI), para un volumen final de 10
ml, se inicid el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se agregé 50 mM de
glucosa con la finalidad de energizar las células. El potasio presente se detectd mediante un
electrometro especifico para este cation,

El bombeo de protones.

En los resultados de las f'guras 10a 12 se muestran los reglstros de pH cxtracelular, ’

seguidos con un clectrodo de combmacmn para pH Los trazos se: m:cmron con cl reglstro

del pll de la soluclon (Imea base); en el medio a pH 6.0 (Fig. IO), al momento de la adlclon

~de las celulas de la cepa:silvestre. (Fi ).se observé una alcalinizacién; del :medlq, :

scgunda de una pcqueﬁa recuperacio nakestabihzacién dél trazo. Posteriohnenlc, al

agregar glucosa al mcdlo (despues de 2a 3 mm) se observo una acidificacién (trazo hacm

“"E@m r‘:n" “
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Figura 10. Bombeo de protones al medio por las cepas Fy833 y las mutantes -
obtenidas, a pH 6.0. Las c¢lulas se crecieron en medio YPD 18 hr'y se ayimar’on:IS'hr..
Después de colocar el medio de cada expenmemo (MES-TEA 2 mM, pH 6. 0) en la camara,

para un volumen final de 10 ml, se inici6 el trazo de lectura-y se agregaron 125 -mg de -
células. Posteriormente se agregé 50 mM de glucosa, para energizar: las células. Los"
protones presentes en la cimara se detectaron mcdlante un electrodo de pH

: Slgl.llCl'llC
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Figura 11, Protones bombeados al medio, por las cepas Fy833 y las distintas mutantes
a pH de 4.0. Las células se crecieron en medio YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr. Después de
colocar el medio de cada experimento (dcido tartdrico-TEA 2 mM, pH 6.0) en la cdmara,
para un volumen final de 10 ml, se inicid el trazo de lectura y se agregaron 125 mg de
células. Posteriormente se agregd 50 mM de glucosa, para energizar las células. El registro
de los protones se registré mediante un electrodo de pH.

e El' bombeco que normalmente se observd con la cepa silvestre disminuyé

sustancialmente en la cepa Awrk/, aiinque no totalmente

. Aunquc en. el cstudlo del (ransponc del~K‘r en especnal a pH 60 el transpone
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Figura 12. Bombeo de protones al medio por las cepas Fy833 y las mutantes, a pH 8.0.
Las células se crecieron en medio YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr. Después de colocar el
medio de cada experimento (bicina-TEA 2 mM, pH.8.0) en la cimara, para un:volumen
final de 10 ml, se inici6 el registro y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se

agrego 50 mM de glucosa, con la finalidad de energlzar las’ celulas El reglstro de protones .
se siguié mediante un electrodo de pH.

_.Inc1u51ve, a pH dc 4.0, 1a’ eliminacion de Trklp: ocasioné luego~de la” dxclon"de la

gl»ucosa; un vaIQr constante del’pH:del mcdlo, mlemras que én las mutantes en las que
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. como, control para poder comparar.con las ‘otras cepas mutzmtes (F lgura 13a) Los camblos k

mis rclcvantes son los siguientes:
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Figura 13. Bombeo de protones al medio por las cepas Fy833 y las mutantes, a pH 6.0,
seguido por los cambios del pirpura de bromocresol Las células se crecieron en YPD
18 hry se ayunaron 15 hr. Se agregaron 25 mg de levaduras a una celda con MES-TEA pH
6.0, 2 mM, mas pirpura de bromocresol (4 pg/ml de concentracion final) para un volumen
final de 2 ml. Al avanzar el trazo, se agregé 50 mM de glucosa para energizar las
levaduras Posteriormente se agreg6 50 mM de KClI para observar los cambios del bombeo
de H'. Las lecturas se realizaron de 494-587nm en un espectrofotémetro de doble longitud

de onda dual (DW2, conversién Olis).

e Como se csperaba, el cambio del pH al agregar la glucosa s mas lento en la mutante

»Trkzp, al agrcgar 50

la amdxf’cactén
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o Dctcrminacién del pH intracélular;

La e’stin'mcic'm del pH intracélplar se realizé empleando piranina fntroducida a las
“células por medio de élec}kobbracfén. La électfoporacién se realizd sggﬁr'l se describe en
ma’terial y mélodos. Las céluiés cérgz;das con piranina sé colocaron .en un ‘amortiguador
MES-TEA 2mM pH 6. O y con el empleo de un ﬂuorometro, se mlle la fluorescencia de

460-520nm. De esla se ca]cularon los valores del pH mednante Ia ecuacnon de Hendcrson-

Hasselbalch Se obtuvneron los trazos antes de agregar glucosa, del efecto de este sustrato y

luego de la adlclon de KCI.

Los trazos dc la Figura:14, muestran en su valor mlc1a1 una linea base de pH mtemo

(Peﬁziycéls.;ylk9‘9y‘8),jtvxi(ui_a idificacién pequefia y pasajera del interior celul

de las mutantes construldas Los ,dato mas relevantcs d estos experlmentos son los

stgulemcs
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Figura 14. Cambios del pH intracelular, de las cepas Fy833 y las diferentes mutantes a -
pH 6.0. Efecto del K*. Las células se crecieron en YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr. De las
células clectroporadas con piranina (a un pulso de 2KV, 25uF y 200Q) y resuspendidas al
50% en H,0 dd, se toman 25 mg de levaduras y se introducen en una celda que contiene
MES-TEA pH 6.0, 2 mM, para un_ volumen final de 2 ml. El trazo se inicié agregando las
células ante agitacién constant as d ’s 60 seg se agregd glucosa 50 mM. Postenormente
se agregd KCI 50 mM. : . :

e EIl aumento producxdo por la adxcnén del KCl fue menor en todas las cepas carentes del i

transportador Trk

" repitié en otras experimentos.
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o rébrd&uéibles de- ukn ;

i presenc:a de glucosa o de glucosa m ‘K Esto se venfcé observando_ las celulas al

mlCl‘OSCOplO, de modo que se uene la segurldad de que el pH que ‘se mlde corresponde al

’c‘noplasm‘a. .

‘ Esumacién del potencial dc membrana.

En la l"xgura :18 stlmo el potencxal de membrana, empleando a la-3,3'-

e dlproplluacarbocmnma,‘ Y ""nte que se dlstnbuye siguiendo la formacxén dcl :

: potencml de membrana y en las ondxclones que se uuhzé aumenta su ﬂuorescencla a”
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Figura 15, Estimacién del potencial de membrana de Ia cepa Fy833 y las mutantes;
efectos del K*, a pH 6.0. Las células se crecieron en YPD 18 hr y se ayunaron 15 hrs. En
la celda del fluorémetro se agregd: CCCP 10 uM, CaCl, 100 puM, glucosa 50 mM y MES-
TEA pH 6.0, 2 mM, para un volumen final de 2ml. Se colocé la celda en el fluorémetro,
con agitacion constante, agregando 25 mg de levaduras e incubdndolas durante dos
minutos. El potencial de membrana sc estimé agregando cianina 0.25 uM. Posteriormente
se agregd KCI (50mM) para observar ¢l abatimiento del potencial de membrana formado
inicialmente. La fluorescencia sc siguié en el tiempo a 540> 590 nm de excitacién y
en1ision, respectivamente.

en buena parte por la adicién de K* al medio, y el trazo muestra una-disminucién de los

niveles de fluorescencia. El abatimiento.del potencial de mcrﬁbr‘anzi ‘de’las célilas de la-
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Figura 16, Estimacién del potencial de membrana de la cepa Fy833 y las mutantes;
pH 4.0, Efccto de 1a adicién de K. Las células se crecieron en YPD 18 hr y se ayunaron
15 hrs. En la celda del fluorometro se agregé: CCCP 10 pM, CaCl, 100 uM, glucosa 50
mM y dcido tartirico-TEA pH 4.0, 2 mM, para un volumen final de 2ml. Se colocé la celda
en el fluorémetro, con agitacién constante, agregando 25 mg de levaduras e incubandolas
durante dos minutos. El potencial de membrana se estimé agregando cianina 0.25 uM.
Posteriormente se¢ agregé KCl (50mM) para observar el abatimiento del potencial de
membrana formado inicialmente. La fluorescencia se siguid en el tiempo a 540> 590 nm
de excitacion y emision, respectivamente.

que corresponden a experimentos realizados a pH 6.0, 4.0 y 8.0, respectivamente, y puederi -

resumirse como sigue (Figs. 15a 17):

e Las mutantes en que se cllmmo el transportador Trklp no mostraron Ia dlsmmucnon del g

: Vpotencml que se observa cn Ia cepa silvestre al agregar K+ En pamcular a pH 8 0 (Flg‘ :

=17, a), la soh nusencm de Trklp parece dc_|ar todavia lugar auna dlsmmucxon del
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Figura 17. Estimacién del potencial de membrana de la cepa Fy833 y las mutantes;
pH 8.0. Efecto de la adicién de K. Las células se crecieron en YPD 18 hr y se ayunaron
15 hrs, En la celda del fluorémetro se agregé: CCCP 10 uM, CaCl; 100 uM, glucosa 50
mM vy bicina-TEA pH 8.0, 2 mM, para un volumen final de 2ml. Se colocé la celda en el
fluorémetro, con agitacién constante, agregando 25 mg de levaduras e incubandolas
durante dos minutos. El potencial dec membrana se estimé agregando cianina 0.25 uM.
Posteriormente se agregd KCl (50mM) para observar el abatimiento: del potencial de
membrana formado inicialmente. La fluorescencia se sngmo en el txempo a 540—) 590 nm
de excitacién y emision, respectivamente.

potencial al agregar K*, probablemente por ia via'de Trk2p,

e - Hay sin embargo una pequeﬁa dxsmmucxén del - potencial ;al- grégar ei K . que

desaparecc enla mutantc en la que se ellmmo c]uyendo, desde luego a

‘la mutantc triple (Flgs.rls a 17,' Yy g).
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e La ausencna de Khalp no cambla de manera lmportante cl fenotlpo respecto aeste

parametro a nmguno de los valores de pH estudnados

. Aunque no de f'orm onstante, las cepa en las que se e]lmmo Trk]p mostraron la

- mstalacnon del potenclal de manera mas réplda, lo cua] se esperaba por a ausencm de

\ ; una via de entrada del K

Paraimetr s ci éllc

transporte de 8GRb“ :

,; Los experlmenlos d transporte de K*Vreallzados medlante el uso del electrodo

vespecxﬁco, dado que miden'la concenlracmn ‘del K extracelular dan mformac:én sobre elk )

muy grande; como puede apreciarse de los valores de R%"

56




. Las ccpas caremes de Trk2p no; moslraron dlferencms 1mporlantes respccto a Ia cepa :

snlvestre m aquellas en quc el transportador se ehmmo snmullaneamenle con Trklp

f la velocxdad maxxma, ya ‘sea en Ia mutante SImple o.en Ia mutanle AKhal ATrkZp

Como ya ‘se seﬁalo, los olros datos deben lomarse con reserva por Ia dnspersxon dc los

g datos.

pH 4.0

FY833 | Arrkl | Atrk2 | Akhal | Atrkl- Atrkl- Akhal- | Triple
Arrk2 Akhal Airk2

Voaax | 0.157 | 0.127 | 0.161 0.148 0.119 0.107 0.233 0.148
K 0.829 | 5.070 | 1.191 0.883 2.631 2.724 1.114 5.307
R? 0.948 |} 0.943 | 0.994 | 0916 0.857 0.968 0.971 0.924
pH 6.0
FY833 | Arrkl | Atrk2 | Akhal Arkl- | Arrkl- Akhal- | Triple
Arrk2 Akhal Airk2
Vmax | 0.266 | 0.048 { 0.220 | 0.319 0.023 0.107 0.347 0.042
Km 0.329 1.698 | 0.337 | 0.350 0.248 1,251 0.412 0.887
R? 0.963 | 0.780 | 0.972 | 0.987 0.833 0.941 0.992 0.846
pH 8.0.

FY833 | arrkil | Arrk2 | Akhal Ark]- Atrkl- Akhal- | Triple
Ark2 Akhal Atrk2

Vmax § 0212 10.177 | 0.226 | 0.234 0.184 0.211 0.252 0.093
Km 0.135 | 0.642 | 0.120 | 0.250 2.201 0.546 0.294 0.880
R? 0.868 | 0.976 | 0.715 | 0.841 0.856 0.968 0.958 0.691

Tabla 6. Parfimetros cinéticos del transporte de **Rb", caracterizado a diferentes valores
de pH extracelular. Vgay (nmol/mg/min) y Kp, (mM).
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DlSCUSlON.

De los expenmenlos reallzados a pesar de que las dlstmtas cepas sufneron Ia ablacnon

kdc uno-o varxos ' de los prmcnpales genes mphcados en‘el lransporte del potasxo, el

conlemdo dcl cauon en las lcvaduras cultwadas ba_lo nuestras condlcmnes es esencnalmente

el mismo, mdependlemcmente dc a condncnon en que se esludlaron' es declr recnen

obtenidas del culuvo o despucs e un ayu ode. IS horas.

Rodrlgucz-Navarro y Ramos (198 sc bneron un slslcma doble p‘ ’a cl transporte del

i los. obtemdos en la cepa carentc del transponador tk2p,’ que‘son del mismo orden (Tabla»‘

76) sza las dlscrepancms se deban a ‘las diferentes’ cepas'y a'las condiciones del cultlvo,~' v

S ya que ellos utlhzaron medlos smtétxcos en; los que’ controlaron ‘la* conccntramén del

: potasno, mientras que nosotros uullzamos eI medlo YPD que contlene aproxtmadamente 15

mM de polasno
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VLa funci(’m y ias de 1a pre cia 1 de Trklp

Encomramos lamblen que Ia sxmple ablacmn del gene TRKI, es causante del prmcnpalk s




".geney de su producto pohpeptldlco respectivo, como se observa en las 1i guras senaladas

para las cepas en las que se elimind este gene. Es interesante seﬁalar que hasta la f'echa no

cxlsllan estudlos completos de todos estos parémetros en las cepas en que se produjo la

i ablacnon del gene sino sxmplemenle la medida del transporle del K+

- FI papcl de TrkZp' .

En termmos gencrales, y de acuerdo con nuestros experlmentos,"TrkZp ‘ﬁo es un -

estras condncnone no tuvo nmgun papel relevantc, ni

lransportador esenc al al menos cn

con ,los ; o;ros

. constantes cinéticas del transporte del *Rb"

El papel de Khalp:

Los resultados de la ehmlnaclén del gene KHA[ enAel fondogenétlco de FY833 son

dlferenlcs a los ya descrltos por Ramlrez, et al 1998 Nuestros resultados, muestran que la

,ellmlnacnon de este antlportador no afectd la regulacion de la salida del K% de la célula, estof.f
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observados antes, se deben al fondo genclnco de Ia levadura utlllzada (R757o.), incapaz de

smtetlzar suﬁcxente uracﬂo, que no parece estar en cantldad sufcncntc en el me 10 YPD

“Aun si se Ie agrega aI med|o, ]as celulas de la cepa snlvestrc mueslran una capacldad, i

kmsuﬁcncme par'1 bombear otones y'transponar el K que obvnamente se rec perd al hacer‘

“plasmatica de las células.
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CONCLUSIONES

. Trklp es el prmcnpalk smtcma de transpone para el(K en la Ievadura, y su presencla es

ol que seﬁalan que ‘este transportador puede presentar una. moderada’afinidad por el K"

o] Khalp parece no tener una funcnon esenclalven la levadura, nien el tral spoﬂe del K ni

en'la regulacmn del pH
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' PERSI’ECTIVAS

" necesario . estudiar '»sus‘

i “si‘mulléhcamcnle con KHAL:

o tienen funciones vicariantes; es decir, si la ausencia de uno es compensada por el otro :*

.. 0 no,

9' : Exlste tambxcn ¢l gene NXPI que aunque ‘se descrlblo Iocallzado en el interior de la k

frcelula y noen la membrana plasmatlca podna tener algun papel en Ia regulacxon del pH

'klntemo de la le dura

Serxa mtcresante mcdlr tamo el RNAm asi como los nlve]es de protema de Trk2p en

-'Ias dxfercntcs mutantes (construldas en el trabaJo antenor), aS| como “en la cepa .
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silvestre, para observar si la proteina en realidad se expresa o regula de acuerdo con las

) ':'huevas céhdidionés' ‘dé'au'se‘riciéwy présencia de genes como TRK1, KHA1 y NHAI.

. gQueda f‘nalmeme por estudlar la regulacnén de los genes del transporte, que comparten

‘la propledad de contar con un extrcmo carboxnlo intracelular muy largo, aunque algunos

‘experlmemos preliminares: reallzados por Sychrova (no publicados) indican poca

: *mﬂuencna de’este’ fragmento en mutames en las que se expresé Nhalp sin esta regién de

,la prolema. hE
el Hay propucslas de que Ia vacuola desempcﬁa un papel lmportanle duranle RER
' -;homeostasxs del K* y del pH mtracelular. Sena necesario desarrollar nuevos métodos

para destacar la lmponancm de este organclo durante la homeostasts de ambos lones
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