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RESUMEN 

El potasio es el catión más abundante dentro de. tás células; por ianto es el principal 

determinante de parámetros lisiológi~(JS d¿· ·la levádura; tales C:omo: volumen celular, 

turgencia y la actividad enzin1átiC:a:¡~ntl~0 ,t~;:~,€U,Jª·;cl K+ entra por dos proteínas 

transpm1adoras, descrita como (lé'á.ií~ y b~j~ ~Hnidild (7i·kfp y Trk2p, respectivamente). 
•• - • < '. - ,·_,.. ).'· .::_·_-~·-· J0.:~~::-.;~/:~( ··-·· :···· 

Datos recientes, muestran que la salida:;~~)S\pudiei-a estar mediada por un antiportador 
.. .. . ;·:;· ':..'·.- ·-.'~::-/~:·i;;~~f.?.,:_";~:X":.-;-::_·->- . : + + 

K /H (Klwlp), un canal de K CI;fk(,1px..~!~oantiportador Na /H (Nhalp). Asi mismo la 

regulación del pH intracelular.pudiera e'star (étacionácia con estas proteínas. 
·::.~::~- \ .. : 

llaciendo ablaciones sil11ph!~y·¿al~bii1ii"dasd.clos genes TRKI, TRK.2 y KHAl• •. hemos 

encontrado que: de ;~~1á indcpe1~di~~ie :e,1 pr~ducto de TRKI es. el responsable del - ' . - «~ -"".' ' . . ,·._ ' ~ .-. _· ' . ; -. '. ., -· ... 

transporte de¡¿• de ati~ afl1íidad con1~ ya ti¡jb·i¡j sido descritó.' Las mutantes de los'gencs 

TRK2 y KHA 1 presentan u~:: fe~~ti¡i~\e~1ej~:ite á • la c~;~\silves;r~; ·~? d~'f(os genes 
" - -. '_/ / ;·,.'·.:,·· ;:·."._.·':, _.,;_'• 

anteriores uno se elimina de forma alter'.riadi ~11 \Jl1a n1~tani'e :11/.kf~~o-sé afecta el fenotipo 

descrito para esta. mutante;• finalmente 'ta• ~~ian7~'trii~"lif~"iJ'f~;~-~1AI )"es viable y 
°' • .. :.. • .. -:.• -·:,~:,.";,:::<;".,'~ .;~:: .. · · . .'' .• :··;._' . .':'•. •.;::_-.~ ..... ,..-,, ; ' 

su fenotipo se asemeja también al 'dé la m~tÍl;ité,simple déÍ tfánsp~rtador de alta afinidad. 

Por tanto los genes TRK2 y'KHAl>n:,s¡~;,:n'~ees~:i~s-~par~'ta célula y su papel en la 

regulación del K' así como del pH intr~:clul~rpudiern no ser importante, al menos en las 

condiciones experimentales que hemos utilizaclo. ·· 
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Generalidades sobre las 1é\•aduras:' 

Saccharomyces .11Jp, es un honi.¡o. u11Ícel~íi1lr, uno de cuyos principales usos consiste en 

la elaboración del pan, ce~veza:, vinos~ /~tros.1)roductos fermentados, así como el alcohol 

mismo. Este género d~ l~vadúi~ :~~111t'parte de la subdivisión Asco111ycoti11a; familia 
·._ . ..:.·: . .'··: ·'·' > ·.· -

Sacc/10ro111ycetaceae; subfamill; Sa~biuiJ·omycetoideae (Pl;aff, el al. 1978; Goffeau, et al. 

1996; Madigan, et al. 1997; Walkcr, 1998. Saccharomyces se11.1·11 s11·ic10 puede dividirse en 

cuatro especies: S. bayanus. S. cerevisiae,_ S. paradoxus y S. paslorianus (Vaughan-Martini, 

et al. 1993; Walker, 1998). En la actualidad existen 700 especies reconocidas de levaduras, 

lo cual representa apenas una pequeíla fracción de la biodiversidad que sh1 duda existe 

(Broach et al, 1991 ). Sin embargo, l_as levaduras no son tan ubicuas. Phaff ( 1978) seiiala 

que algmias levaduras exhiben una gran especialización por su hábitat. Para ~u disp~rsión, 
- ··- - ' ··- . . . -, ··e 

las levaduras no cuentan con ningú;í~'organcld o estructura especiáíizacla; ~equi~ren de la· 

acción mecánica del viento (en fon~1~ de aerosol), vectores animales; o l~:·~cii~id0a~ lrn~ana 
(Walker, 1998). 

·, --~-·- .· 

A pesar de no ser tan ubicuas, las le°Vaclurás se pueden locali_zár ~n cualquier ambiente; 
. ..:.' ·>; --:> ."' -: .. · ,;·, . i::~_(. .,. ·' 

terrestre, acuático y:11118la ii6ieü:':í:íC: hianera rrC:rer~~C:ia1 5~;1óC:ri1izañ sobre los tejidos 
- .•••. _ •. ,_ . >,.• ·-· - .·. ,, ·, 

vegetales (e.g. Nematosporll spp.y:O,,ii'i~s/b;;~~l;/,;i/;):'A.1gun~sespecies ·son comensales; 

e.g. Candida pilllolopesí;, ~a~ulid~ s~~iou. c),;;~,~lll)'C~~ g1i11utal11s que se asocian al tracto 

intestinal y Pi1yrosp~r11111 spp que.se ~socia con l~' piel. También tienen relaciones de tipo 

parásito-oportunista con los\nin1'a1es (c.g.' Ca1;did~ a/bJcans, y:~tras Candida spp), y han . ' . ' . -

adquirido gran importancia_ por l_as infeccion"<:s que· producen en los pacientes 

inmunodcprimidos. En vida libre,'podemos localizarlas en el suelo; un sucio rico puede 
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contener hasta 40,000 levaduras viables por gramo (e.g. lipomyces spp y Sclnva1111io111yces 

spp). En medios acuáticos, se pueden localizar tanto en agua dulce como salada (e.g. 

Canclida spp, CiJ'ptococcus spp, Rhodotorula spp y DebaiJ'Olllyces spp); algunas levaduras 

marinas existen a temperaturas de -3 a + 13 ºC, salinidades superiores al 35% y 

profundidades de 4,000 metros; nonnalmente se encuentra una concentración de células de 

10-100 levaduras por litro de itguri (aunque Jos números· pueden ser. mayores según la 

región de un estuario) (Madigan, et al. 1997; Walker, 1998); Muy pocas levaduras tienen 

preferencias extrcmólilas, pero hay algunos representantes,· lé~adÚras;ha1'6'tolerantes (e:g. 

Deba1J10111yces ha11se11ii) (G~stafsson, ··.·1976;·.·R.allÍos, .19,99); lev_mluriif d~111&filicas (e.g. 

Zygosaccharomyces rmi.~ii, que ~ucde crece~ en 40-7oo/.; d~~zÓcar)(\Valk~r/Í 998). 
- -,,,.,_. --.- .·¡.'. - ... --;.·: - - -

El primer· geno1~1ri secu~~~i.11#0 -~~niplct~·ipe~t~;,~,~;~:J,~.;~§.~~?ríoriíe·f~e ··e1 de 

Saccharomyces cerevisi~~; qlle ~e publicó ~n'. t 996/Est~ i~~act'ii'rri 'i'iJn~'i'ín ~~f16riia de 12.1 
( - .- :; . ·.".~:- - ":•-·-· -, 

Mb (equivalente a cuatro niilé~imas clel, tamañb del '.g~h;61~1a'~un:i~n~)':°dis't~ib~ido en 16 

cromosomas con alredédor ~e 6200 genes; ~e'ellos s~lo ~ara:~I· G~~ 8~.eUc.is se conoce Ja 
:·,.:,'<,/.',.",•e:.·.. o,•. , 

proteína que codifican/y Ja función fisiológica que ~ese~~éñan CBr~ac.Í1, et al. 1991; 
' . . - . - . '. -. j ~: ' " 

Goffeau, et al.· l 99éEn;ian;:et ~l.1999;Lewiii/2(}()0;~ 

Blocncrgétka de Íulcy~dÚra . .. 

El·.principal ~ecanism~ de trallsfomiaciólJ de_ene~gía quecarm:terizaa s. cerevisiae 

pem1ite clitsificarl~:c6n10 -~~··organismo qui~~ofgmi'o~~óri~¡;. y sÚ' cai~cid~d de vivir .eri 

ambientes anóxicos la ag'rupa como un aerobio facúltativo (~ro~~li,:~; dL 1 ;91; d~ríeau; ét 
- -: ... ; ·: ·,~;- .,_,_ .:· ': !-. .,'_ .>>-~::' ~-,:--.~-/'. ::·::~.:-~<'-~~-:->« (~'.~.:-~\~_?':_ ":·-:· -~.:·.>~,. 
al. 1996; Brown, 1999). Este organismo puede utilizar co'ínó.fueriie decarbono·azúcares 

-,. --· . - .. - ·-·"" :~-' ~ ;-.':-.•---·;;-:r,~:·.-_,._, __ ·--~::::? .. +---,=-:·e.-·--~:--'· ---- -- _ . 

. simples, 'aminoácidos, polioles, ácidos grasbs~ ; a.lcoii~J~~:~ ~lirat~~·o~,(;c~~pcinentes 
hidrocarbonados, varios compuestos heteroc!clicos y p~Íir!{éri~o~ (Walk~r, 1998). 
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S. cerevisiae obtiene su encrgia pririéipalmente de la ·glucólisis. Esta vía metabólica es 

de las más antiguas, ya que se ~ncuentra presente· en todos los microorganismos 

procariontes y eucariontcs, además de ser una de. las rmis rápidas y eficientes (J\1athcws y 

Van Holde, 1998; Nclson y Cox, 2000). En la glucólisis, Cn ausencia de oxígeno, la 

ganancia neta de A TP es de 2 moléculas, por cada molécula de glucosa degradada a etanol 

(Peña, el al., 1969; Peña, el al., 1972; Walkcr, 1998). En condiciones aerobias se producen 

22 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa degradada hasta C02 y. H20 (Nicholls, 

1987; Peña y Drcyfus, 1990; Arnold, 1998; Wang y Ostcr, 199~, Yasud~, 1998; · Peña, 

2000; Nclson y Cox, 2000). Sin embargo, este número puede aumentar a ·30 A TPs bajo 

ciertas condiciones experimentales (Walker, · 1998). 

El transporte de iones. 

En cimlqÚier cél~la; la me1~1bran~ pld~mátic~ ~~· la prl;.;,erii ba~e;a que encu.entran los 
_.• • • T' ' 

solutos para p~d~r entrar, debido a su ~ajá con1stant~'dielé.ctric~ (Peila,.J 9¿6;. Damaskín y 

Petri, .1981 ). Las. n1016~ti1a~:no.;~1~~~~ ~~~~~;~~~~e~~~~il ~Ü~a~.1fácll~1~nici ~o~ I~ Ü1eínbrana 

plasmática como resu1~rido;ct6 Í~ dif~siÓr;·¡,~~i~a (r~fia: 1995;Laidler';M~Íser, 1998). El 

tran~~ortc de Ín.oléc~l~r ~~¡~¡.~~ ci cargad~s· rcquier~ el~ :~n~;~¡~;;~sí ~iim~!'<lé~tas fo~adas 
, ' : . ·, ., . : . . . .; .: . ··~.;.·, . . 

por proteínas (transportado.re~ y canales) (Latorre, et al.; 1996;. Beril; l?í ~I;; 1998): . 
•• / • • . . ' .,r. :; .. --.' .. ; ' 

"--~--

La con;pr~nsióri d~I transporte de iones, a través dé la menibra~ri'.plásn~~iica de S. 
); ; __ -:·)~:·;:':. ···_<:·--:.'. ·~·; <:·.·'' 

cerevisiae, se inició con los trabajos realizados por Pul ver, et al; (1940);·1.¡er\lesy Y Nieisen 

(1941); Con~a;, eul1. (1946, 1950, 1954, .1955, I~ss)¡ R.~l~st~i~ •• :1~:~Uc1~~6, •1953, 
'>-'~ > <-:...·:;~:··· ·:_·~"-- .:.;;:'{'·.o_::_,: 

1958); Armstrong, et al. (1964), entre otros. Pero no 'rue l!asta'clC,sPVés ~.e ser prop~esta la 

hipótesis (actualmente teoría) quimiosmótica de ~itch~ll {;9~!), ~ue s~ loi;ó entender la 
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bioeriergética de Jos sistemas de tránsporte de iones monovalentes y divalentes (Nicholls, 

1987; Garland, 1992). Hoy, con Jos estudios de cepas mutantes de diversos genes 

relacionados con el transporte (Paulsen, el al., 1. 998), se ha logrado comprender algunas 

particularidades de estos sistemas. 

Van Belle y André, 2001, definen el transportoma de S. cerevisiae con un total de 320 

proteínas de membrana, de las cuales antes, Saíer, et al. ( 1998) habían propuéstti una fomia 
. ~. . - - -

de ordc~ar a Jos presuntos transportadores de S. cerevisiae; 'organizando a ·.10~ '258 genes_ 

conocidos hasta ese 111omento dentro de 42 f~~ilias; élasificación' que se; apoyóJn u~ 
criterio filogcnético (evolutivo), y un c~iterio de é~;e~ificÍd~cl por ~I· su~;·rat6(bi~q~flllico). 

. . . . >· ... -·-· ;_;' -- _.- .- ' ._ ' '~- '... . .,., .. '"' . -

Estos-·· sistemas ·de transporte •. trab~jaii} ~i·~~ienclo (el ; ~e~tid~ •ele 1tis /potenciales 

electroquímicos existe11tes ~ fravcs de la n1~~b;anii;:Íá·~:uer~~ c'on- la t~e~ria de Mitchell 
- ;~/;,_\.," ::.:.·: ·- -~ ~< '·}·, ~.:-< 

(Peña, 1975; Nicho lis; :1987). Considerando' lo anterior, al transporte de iones lo podemos 

dividir en: iransp~~e primario~scJ~nd¡i;i~ .. < 

Trans11orte. primario;; 

. Este transporte. comprende a todo ,aquel que. rc~lizan prot~ínas de la membrana 

conectadas dírectamcnt~ a una fuénte de energía; como el ATP, la luz o el poder reductor, 

para transportar solutos en contra de su potencial electroquímico. Ejemplo de estos sistemas 
. . - . . . . -

son las bombas primarias: Fl~ATl'j~~. --~~ATl'asa; P-ATPasa, Jos transportador~s 
multidrogas y las cadenas transportadoras de electrones de la mitocondria y del cloroplasto 

(Nicholls, 1987; Peña y breyfu~, 1990; ;_mold, et al. 1998; Wang y Oster, 1998; Lodish, el 

al. 2000; Nelson y Cox, 2000, S~heiner-Bobis, 2002). 
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Transporte secundario, 

El transporte sccun.dario corresponde a diversos sistemas de transporte que aprovechan, 

o bien la simple diferencia de concentración ·de una sustancia, o el potencial electroquímico 
. . 

generado por el transporte primario. La diforeneia de potencial ayuda a transpmiar a Jos 

iones de un lado a otr~ de la 1Í1embrana ·y ;puede generar grandes diferencias de 

concentración a ambos ladosoe la misma. Ej~;i1plode ~stosúltimos son: los antiportadores, 
.. :·.'.';~·--.,-.. ,-.<:, ·-·~~·).··: '._.-:- '.:·-'.'.' ,,· ' + + 

o intereambiadores, como los_ que iiitereambian iones.monovalentes por protones: M /H , 
' " -·, " . ~: . . ' -· " .. 

uniportadores catiónicos;- qd~ pern~ile'ii ~I paso de u~a:~articul~, yJos simportador~s; que 
- -<·': ..... ':~ " :;:· . 

transportan dos ~artícÚlás () ~io'1~cú1~; s¡~~Ítán~~lllent~ e,f la tni~ma dir~cción, eomo los 

simportadores catiÓn/subsÍ~a\C>/ii:./s"úbsÍ~~to, 

·_·· El potasioeic,1eati<Ínmono~ale~te1nás abllndante en·lascélulas; enJa levadura, es el 

pri~eipai d~te~i~;hte'.~~~p~r~;;it~~{li~i~ló~l~o~(K;, ~1.a1.1~9o; F~i~~~. •et. dí. · 1999), 

tales como_.el .v61~~e-~···¿~luhfr,_1á'·t¿r;eneia'y1a:a~tividad.enzirnática (Gaber,_·_,et al. 1988) .. 

Los prime;os e~tudl~·~;~(J;~·:¿¿~~~s~o~~ -~¡~~~~~s;:~ e~ ;e~~~ut~s, ·~~~fo~-r~~l~izi~os e~ los 
·,·:,.¡:·. -~ ~::.;~:-• ~--- o:'.·'.>;•;·~;;,';'- .-. _.,:., ... ·~~~'('¡/·' >;~ - - -- /, ... ···.::·._ 

~ños 4o·s por PÚlvc~y ~-~Is.:• '.'. . .. , ;{1)), ~:; ·· '' .:~~ '.~:~·. j' . :. >S·· 
- : ·. < ,'.' ::. :· .~:-·,'-"'"'-'.:.-o .. ~~.---'. . . · .. >" .~~ ; .»'.<·¡'_:~;; ·:,-.... -_.:,;,.:·:; ··:.\,,:,,--;; :: '<'' .. ;, . .::) :- .--~~-·-:: :~.-,~-~-'·.: :::,.:. _: ... " :, . 

En la levadura, el. transporte de icíncsK •es de; ti]Jo secuncládo; para entr¡¡ra la c•élula 

:~.=~~::·:::::;f t;;~,~J;;;f ¡~j,·~~~~~1{~~:i~f ~~~·;~;¡ ':; 
transporte primario eorr6 a ~~~gé> ci6 u~a"r~-AYr~s~ d~'~CirÜi~ada Pm~i p, qul1'~e' d'ist~illuye. 
abundantemente en la membrana plasmática. (aproximadamente· el .·10% dei total de las 
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proteínas de la membrana) (Peña, et al., 1984). El gene PMA I se localiza en el cromosoma 

VII, codifica para una proteína de 99.61 Kda (Miranda M, et al. 2002, http://genome-

www4.stanford.edu/cgi-bin/SGD/locus.pl?locus=pma 1 ). Esta P-ATPasa es sensible al 

vanadato y al dietilestilbcstrol. La ablación de este gene es letal para lri célula (Miranda, et 

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

Pma 1 p hidroliza al ATP para bombear 1-1+ al medio extracelular; este bombeo de H+ 
. ..·. 

genera una diferencia de potencial electroquímico (Mitchell, i 961; Peña, 1975; Peña et al., 

1981; Peña et al., 1984; Rottenberg y Moreno-Sánchez, .I~9~)qu~ es aprovechado por la 
+ .:"''·-·.>·-··.)--::· i f.. +·-- ', 

levadura para,tran.sportar K y otros sustratos al interior c~lul~r'..: El;_K es transportado por 

dÓs protéíllas mellibranale~ dellominadas .• T,rk 1 p''. y :-r;1á~;; d~fillid~s . i1íiéialinent~ con10 
. .• .. , ... :. ·-:-

;~ansportaclore~ d~ alta afinidad y de baja anriict~<l:· rd~~ecii~aJ11~nte (RÓclrI~~ez~Navarro y 

Ramos, 1984; Lópezy Peña, 1999; ~a~~s~ 1999).:;' ~M~ ~)\{ •.C. ······ 
. . --~ - .-.:_·- _". . -' /·~~-· '.-- ;> _;; <:·~_;'J'.~;~ _:;./-. · .. ,;·~~~;-, '. '. '. <,·_¡.)_'.~~/·:-~5-_,.<:~: :.:~:;¿_~ ~ ;;,:·:.., ~·.::,>·~:.-~;~:-~··e· -: ... ·. -- . :: 

Se ha observado que alrededor de dos. terc1os:.del K · transportado al ·mterio~ celular se 
. ,. ·. '--·· . '' ::;~ ..-.~;·,:.,:,•:'·.o~' ·:·,~f"··~\,·~~~~; .. :·,,,_.,_;: '·. -'~"--·-o:"_, :··-;,;~"·' ~-'. .. -- -··~-· - _,:-.--. •' . 

regresan al ex,terior_ (Rodríguez:Nava~()"y,Rarnos, ·I984;:Órtegacy Rdd;lgu~z;;Nn~arro, 

1985), y dado· qúc -_la ~;on~ent,~~ig~-il,!~~~~{de',~~+,f.ilJ~~;~;~~~;J~&~J~'..~éJ~"1.a(\~e y~~. 
reportado en S. cerevisiae hay' dos sistemas de transporte que )Je~iteJ ,co;t;?lar la salida 

de este catión. Una salida •se ha atribuido aun call~I ::btif.~aJ~~.·:;iie~(g.(¡~~o~i~ado1 
i ;. ,., "' .,;.;: 

Toklp (Miosga, el al. 1994; Ketchum, et al. 199S,; B~~'·f:r_a[/I~i;ft5~m~::f1,~'[·n999; 
http://genome-www4.stanford.edu/cgi-bin/SGD/locus.pl?locUs,;;;tok 1 ),' mientras. que· la otra 

'y~-' ·;,:· . ".. y·''j .. -\<< ?;.· ' . 
• • + +·,.·· -.····>\';!"?.<,_·· • ._,.,., ','.·~,:"-- '· :,, ·-,.·~ ·.-. •" 

se ha propuesto a dos protemas anti portadoras M /H ; denommada~·.Kha_I p (Ram1rez, et al., 
-~\ . ·:r_, 

1996; Ramirez, et al., 1998) y Nha 1 p (Prior, et al. i 996; Baftue'los, éí al; 2002). 
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Proteínas Involucradas en el transporte de K+. 

Trk l p y Trk2p. 

Ambos simportadores, pertenecen a la familia TRK, característica de algunos hongos 

unicelulares (Calero, et al 1998). Trk 1 p, es el transportador ele K+, considerado de alta 

afinidad .<La Km propuesta para este simportador es de 24 ~tM mientras que la Yma• es de 30 

nmol/mg/min) (Ramos, 1999). Propuesta originalmente por Rodríguez-Navarro y Ramos, 

1984, clonado y secuenciado por el gnipo 'de. áaber' ( 1988), 'esta proteína,. con. un peso 

molecular de 141 Kda, está compucstá dc:J,235'residuos, que se arrcglm1.cn 12 cnices 

transmcmbranalcs; el gene se localiza en el ~romosoma X, y su ablación ni):~s l~tal :p~ra la 
' > ·, • • ... • -, 

célula (http://genomc-www4.stanford.edu/cgi-bin/SGD/locus.pl?lo~us.;t~k 1 ):. 

El trabajo pionero de Rodríguez-Navarro y Ra;,,os (1984), mostró qlie la lcv~duraposec 

dos sistemas de transporte de K\ uno de alta afinidad y otrode bája a;.~¡d~d. ~i:u1timo se 

denominó Trk2p;·presenta una afin.idad 2 mM y una muy b'aja V1110,;d~.7 nmilÍmg/min 
- -'.-... <.:=-. '- . - .- : <·_.. - -: 
(Ramos, et al. 1985); fue clonado y secuenciado por Ko, et al .. 1990. Se localiza el gene en 

' '.' - . ' ·, , ., -. ,_· 

el cromosoma XI, y el tam~ryo del producto polipeptidko es de 889Jesiduos, con un peso 

nwlecular de 1o1 Kda: ta ablación de este gene t~;1ipoco es es~~Cial para la célula (Ramos, 

CI al. 1994; Ramos, 1999; 

bin/SGD/locus.pl?locus.;trk2). Datos recíent~s, propcmen cjJe este simportador pueda estar 

implicado en el transporte de H+. . : ·; ~ '-.. 

Baro y Rodríguez-Navarro, 2002; pri;~~,~~'ri ~uc' la estnicturh d~I simportad~r de Trk 1 p 

es un homodímcro, f uncionandci coino ufi ~~~l~1~brta'dcir, a. tr~~és .del cuál ~e transportan 
·. ·-. _, ·--·-· - .·l.·.·,. ··-.' '·.·· ',,. .... ·--

dos K+ por cada ciclo de .tr~nsportc. ·~st11d;os teó~ícos plan;'~a~ ~ue ~n1bos trallsportadores 
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. Trklp y Trk2p puedan estar asociados también, de forma hetérodin~érica (Stewart y Guy, 

1999). . -. ' 
,- . -

Ambos transportadore~ son considerados por Mulet, et al. (1999) como los de mayor 

import~~~ia para~: abatir_, e1 -: pOtenCial de men1brana cuando la ·célu.la se encuentra en 

_·, .:.. -)-.'.-;· _:: ;, 

Se loc~liza en el cromosoma X, y el producto po.lipeptidico del gene tiene un tamaño de 

873 ;esid~os de aminoácidos, con un peso moÍecÜlarcÍe 97 Kda. La ablación de este gene 

no es letal para la célula (hÚp://genome-www4.stanford.edu/cgi-

bin/SGD/locus.pl?locus=kha 1 ). 

Rothstcin y Bruce (1958) ya habían detectado la salida de K+ pero nunca identificaron a· 
,··: -. :-;,~-:~.. -_ ~'-._: . ' + '. - -. _:_. 

la proteína. Peña y Ramlrez ( 1991) describié~on la salida. de K de la levadura. como un 

sistema dependiente de energía. R,amíre~:.· itl1t.~' i996 ~~scribíero". la· pr~se~cÍa de un 

sistema antiportador K+/H+ presente en'i1a ~~~b~~~/pla~mátÍ~a. Ramír~z: et·~/ •. 1998; 

caracterizaron el gene YJLO;~JY;l':~?·f &k~)~~:f~'.'.~~ish~~·:~0º~fri7.~o~~f ue•.este.gene 

codifica para un antiportador K;JH\•'pcido que lo denominaron KHAJ:·.·Peña y Ramírez, 
.. , .·:. >~<~-.-~ ~._¡:1~--{ ¿>:/~:·," .).:)-::::_~ .. ~~-::::\.:·:,':;_~"'·: ·::·-~.:;.·x_· :.::;:.:·:::~_, ,'.:~<~\_ -::·:t -~- : /:'_:::-_'. ·-·:,:- ::) ~: ·:-_· ~ . ~ -~: - _ 

propusieron que Khalp~~umP,le.un papel importante en la regulación del K ·intracelular así 

como de la regulaci~ri ct~l?i{i~tf;ii:cl~I~~:. . •. 

. . · : ~ :. y}'.f:·:i~f; .. ~ .... • > >: 

NÍu~tp (anUportadorl'la+ o' j+tH~· .•. {:'.·,·· 
. .El gene se loc~l}~:¡~;~{J~r~~~s~:a XII; el producto polipeptidico tiene 985 residuos 

: -_ . :·. - '. --.. -.- ,,.- -_;·, . :-.;.:: ~ .. ::·--:·-.:~-:·:' ';~.:.' •'''. ::.'.: ·, . 

para la 1996; http://genome-www4.stanford.edu/cgi-

bin/SGD/l~cus.p1?16~us~nhal ) ... 
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Este antiportador se localiza en la membrana plasmática; inicialmente se caracterizó 

como un transportador de Na• ya que presenta una alta similaridad con el gene Sod2 de. 

Schizosaccharomyces pombe y con el gene Z-Soc2 de Zigosaccharomyces ro11xii. La 

sobreexpresión de este gene causa resistencia a Na+ y u•, mientras que su ablación 

ocasiona una mayor sensibilidad a estos iones. Bañuelos, et al. 2002, proponen que este 

antiportador también esté participando de forma directa en la salida del K+ intracelular. 

',, 

Participación del p~tasÍ~ c.rl'c1 metabolismo celular. 

Los trabajos de LasnhkiYSórénky (1935), Pulver y Vcrzar (1940) y Rothstein, et al 
¡·:;: ·-.:,; 

( 1953 ), demostraroi1 que 1~ pr~sencia de iolles de ¡(+ en el. n;ediCl dé. incubación acelera la .. 
-·. - .:•" '' ,.,., •,.--, ••''' • - .,:' •V'••· •• • < •,,. ' •, ·•, 

. glucólisis en levaduras t ria l~~~c¿'rn¿l~ciÓn d~ carbi:ihiclratÓs (Ri;thstéill;'J1 °dt.1946).'Estc • 
(:'.'· !"!~,."_,-:-~ _::;. ,:;'\::;,·-·-;-. ··:,·.':.:,' --

estimulo en··· la ··glucÓlisis,sólo ! e~ .•• '.logrado•cCl~; iCln~s .'mon.ovalenies• y: no ··cC>n•'divalcntcs ·,, 

• ci~thstcin, ... ··I.97_d);: i<l~~~::~·.~~la\e~'.i·n1·~~;c¡f ~ ... ¡:~.··.~~~~i~~~irel~~io1~d~j~~º~~.·~,·. • pi~ 
cxtracelular, · asÍ ·como'c611 '1~\;6~cént;,;ciÓn '<l¿1' poi~sic(~~t}~~é1~1a?(coñ~ay y O'.M~lley, 
1946; Rotllstein yB;.J<:c::i95s).;J.;,::L' ''' ~;}, ':~·: • ···.: ·• ::.~. C\. ';\ . •··· 
.. Estudios realizado~ i~ Iás cn~i·i~s;.~i,~~~tt.:c~:~sa,~~ff¿i:~~ci~~~~ii;~~cc~~;ldehído 
desl1idrogcnasa,·· mucstr~~ q'ue'····~st~sJ~?º~~~i:~~··:f ff se¡:~~~{;~~;~{tf~;if J.,t~Hiic~tre'.~e la·· 

concentración de potasio: del médio i (Rothsteiíi ·y)· Eriiís, :•194:6).,; L'os: estudios; sobre la 
-~:._ ~' \ :-:.~:-:·~ :· ¿'.\~~.~~~;:~:~(.·~;:~::;.'. ('~>'.~~.:~~,~~~'.:~ ~ ~.;·.,"i:fr::_::~;:~~{~:~ ;:·~~.;~~\t~~~~'.: J?[~~: -!; -~: ' -,;>.< ,·. ' 

traducción de las protcíriás· mucstrán _que ·exceso'aC:;rue..ZU·i<1riica)mpidé é¡ue el ribosoma .. · 
- _ : ;~-~ .. ~~:-: :- ~::_·-~ :~-~:~~~~;,~~·-):\;-{.:~~~~;-~~~~-,:_~};Vf::-;'_:~2;~l"f~? 0}f·~:~:~~l~~:.~k-1;~1;~~;::~ ~~f·\i~~t'.<~ ~i · - · · 

pueda unirse bastante bien al ~Am (Hirokawa;.2002; Rª.111,~.t{is.~pcan; 20op ....... . 
/i1X·-- :l_ ·,,: --<~::j~'. -·~; .. :.5~.· ~.)~~.\.: .. ~I ~:{ - • -. __ ,,. .• , "'.~: ,_.· i·;:~~J\< •;·:-

El pH intracclul.ar. ·.•· :· . :: ·.': ;.> '(. , '":· ;< ':":;, ; } .. :; 
Existen variós mcca.iismas· implicados ;~·~~l'~i;;'l~~¡~~"~et'pi.¡ -,illtr~~~Iular, debido a 

que hay dif~rentcs si~tema~ ~~ t~~spC>,~é ligad~s al ~icl:édc J+. El. pH. intracelular ha sido 
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- - -

estudiado por diversos grupos de investigación; entre ellos el de Conway y cols. (1950), 

quienes emplearon una técnica ell' Ja que no -se podía diferenciar entre Jos valores del pH 

citoplásmico y el ÓrganeÍar. Slavík ( J 985), propuso el empleo de colorantes fluorescentes 

hidrosólubles como i;1di~adores-del pH interno de la célula, pero el problema es que tardan 

en di fundir al interio_r celular. Kano y Fendler ( 1978), introdujeron la pi ranina (ácido 8~ 

hidroxi-1,3,6 pireno trisulfónico) dentro de liposomas, logrando detectar cambios en la 

fluorescencia de este compuesto debido a las modificaciones del pH en el interior de los 

liposomas. Esto cambios de fluorescencia en la piranina, se deben a la p~_esen~:ia'~el grup~ _ 

(-OH) ioniza ble del compuesto, y son directamente proporcionales al val,~r de pH ~n!re5.5 

y 8.5. Peña, et al. 1995, mediante el empleo de la técnica dé electri~~¡.j¿¡~J!'ir\t;d~iiJ~ron 
. . . ' - .. -- . - '' . "· - '"'"" ·-· -- ' ~ ·- ·-- . - -· 

la piranina en las levaduras, observando qu~ el co~pue~Ío ;{1~Caíiz'~'~ni¿'¡\¿¡¡~~l~~rii~~ no 
• - . . .•. ,.,.• • • .. ·'·l < '· - .,- ,· •• • ._;., ·.;.-¡.- ·"·'". ' 

.::~:: :;::;:::t.;'.:'.·2~;~~~t[t~~ij~¡~~~1~7~fif %~:~~.'M 
En la Ie~adurá, ~I pH intraceIÚI~r Ó~ciI~;d~nÍÍ'o~de:~}7-f/Y?)f;.~!licl~clé~:de'pH, 

- indepen~ientemente de los cambios en el pH-~ex_tra~~;:~hi'r (q~e- ~ij~cl~4'~1~~iri(v~I~res 
· --- 30 'd-d d H)(R __ . ______ .,R)_.·¡97'.i)'.f;;~:.p .. A~iQ~~ij~gs:~~~I\H-

:::::.'.:b~:::::;;:~::~I~f t~~11t~~~if !~~1il~!:~1~~ 
intracelular; ya que Pma 1 p hidroliia ATP y bombea H~'al exteriór celúlar;''prodúciendo uiia 

• ' " ·' . . ~'. ::: .- ·;- ·'.: ' ·-·. ' .... ,. ·.·;_¡;· ,--,. ,., ~=~: ·~ ,· .. ·,; ,, 

alcalinización del interior •. qu~~d~b~ s~i:i:<%~§~s~-d~pi{i la ~c~ióri de ~~~/~l~t~irias ~ue 
.. <'~·.·::?';~:<.·'~~)·~' ··.:·?:''"':h'.i:.,··:<'.· "'.; ·,.:,· .. ··• ·· .. · . • ' ··:;··.· -:(·"·,+··:.·:: :·: <·. 

recuperen parte de los H _ ~xpulsados!fiacia el mtenor (antlportadores M /H -, ejemplo 
. ' ··.:, . ·.;~~,·· <' t· -

Khalp y Nhalp). La pres~nci~éléáéicÍos débiles en el interior celular, tale~ com~ ~l á~ido 
' • • .,• A"••• o 

.· ... ¿) ~-. ·' 

carbónico, también deben participar en la regulación del pH intracelular (Lóp~z, et al. 

1999; Enriquez-F~eire'.e(al. 1~~9)'. 
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Recientemente, . se ha retomado el . papel de la vacuolá . en la r~gÚlación del pH 

citoplásmico (Calahorra, et al., Í998) ya que en la membrana vacÚolar s·e ha detectado una 
. . 

proteína con actividad .de:a.ntiportaaor de Na+¡¡.¡+ denominado Nhxlp. Esta proteína 

t~mbién puede regÚlar la ~smolaridaa celular, así ~omo ayudar al mantenimiento del pH 

citoplásmico; ya que mueve el Na+ del citoplasma. al .interior de la vacuola, en un 

intercambio con¡.¡+ de la vacuola al citoplasma (Nass yRao; 1998): 

Figura l. Modelo celular del transporte de potasio en Sacc/1aro111yces 
cerevisiae. En este modelo se muestran algunas de las proteínas de la membrana 
plasmática relacionadas con el transporte de potasio y la regulación del pH 
intracelular. 
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.JUSTIFICACIÓN. 
- - -

- -
Dentro de la subdivisió1_1 A.1·colllJ'Coti11a, _s. ce;·evisiae _es la levadura más estudiada; se 

tiene la secue~1cia· de todo su genoma, y hay una 'gran cantidad de información ·sob~e sú 

fisiología celu;ar, 111etabolisn10, biología n~ol,ecular y relaciónes filogenétiéas:- Es' por tanto 
. .· ... ·. 

un excelente modelo biológico, !Unto para investigaci~nes_ de .ciencia bás_ica comc:i 

biotccnológicas. 

Trabajos previos han demo~;;adó que el transp6rte dci ~1;tr~da del ion pota~io en S. 

cere1•isiae es mediado por dos tránsportadÓre~'.'u1;:{~e ah~ rit'inid~~ ct:ktp) y oÍro de baja 
- :· .,.: ;,:: -.~····., ·::x," ·. 

afinidad (Trk2p). En nuestro<Iabórat6rio 5¿ í1i prbpue'slo q~e Ía;i1biéil'hay'ú'il ~i~tema de 
":· '·~:'.''• " ···~o. - ' ' 'f.:. ' . ·:·e,•::.-· ', • ; . . :;CT:'.·t • . · - ., ' ' 

-.~---_ .. :.:.'..· :·:., .\·,·······:···+·..::;i\-} :::•.;"_·'--·· ->',-··e:_/''¿;¡",":':¡';:.~:·:·:< 
salida de este ion, mediada por un_ an~~~ort~,?or _1.~ _ lf-,; denominádo_Kha 1 p.:·,\ <: • 

Considerando que el pH i~tr~¿~1J1~i-'cl6'b'e·d~ ~er"~il:ái~~-1{1ir~g~I~';i'o )i'~u6 ~( i<lri potasio 
,' >..:- ::.::~·- •" _··;:~·:_~-~; '•k' ·--~- .-·": · .... :., - .-;.--, ··'·· '> 

participa en el_ control del volu~en''eelular~ 1~· túrgeric'i~.;Íafuerza1 iói1i¿Ü_y
0

la ~smótica, 
' .. _ .. •· ··-.-:.·:_.h·-;·,;::~~-,;-, .•. ',_,::::'.,;·•_c~ .--::-:-·.-·-:'·-· :-. :.~.- - :';,w ... -.-;\.,'. _,--•·-,;- ~ 

consideramos que el es1:1~ion1á~d~1ai1a~ci'clela~ i1~teracciones de esicis ~istemas dc~ntrada 
y salida de potasio ayu~~~á a ente11der mejor los m~canismos ~~- regulación del pH 

intracelular así como la hom-eostasis del potasio. 
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OBJETIVOS. 

Objetivo General. 

Caracterizar el papel de las protcinas Trk 1 p, Trk2p y Kha 1 p, en los mecanismos de 

entrada y salida del ion potasio, así como su importancia en la regulación del pH interno de 

la levadura Saccharomyces cerevisiae. 

o'bjctivos Es1iccific~s~ • · · 

Obtener 11Í1itant~s .simples. con ablaciones de los genes KHA /, TRK/, TRK2 y 

caracterizarlas fislológi~amente .. 
-::·,. 1 

Obtener mutanÍ~s •con ablaciones dobles de las combinaciones posibles entre estos 

genes y caracter.izarlas. 

·Obtener una mutante con ablación de los tres genes y caracterizarla fisiológicamente. 
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l\IATEIUAl~ES YMETODOS. 

Cepas. 

Para este trabajo empicamos la cepa FY833 (MATa kan•, lcu', lys·, his·; trp·,ura·) de S. 

cerevisiae,. donada por .la Dra: Mónica Montero de la Universidad Federal de Río de 

JÍ111eiro, Bra.sil. 

Medios de cullivo: 

Medio Rico: YPD, ~ompucsto de. peptona'. de gelatina 1 %, extracto d~ levadura 1 %, 
- . . . . .- . '. . 

glucosa 2%, para el m~dio líquido y la misnia composición más 'Ag~r al 2% para el medio 

sólido. . ._ . 

Me~/io Se/ectiÍ•o: SD, compuesto por bas{iíilro~eríada,.~ále~'niitierales y glucosa. Este 

medio se complementa con aminoácidos (histiÍlina;'Jé1Ícina, lisina; triptofano) dependiendo 
- . ; . . . --- . . . ·- - -.., -~;-...:-- -... ' - ::· '. - - ... ' .'. -:. . - - - . . -

de los marcadores auxotrólkos, I~ ~om1lll~ del ~1e1i~ ~~-:~ ~NB (DIFCO) 0.67 %, glucosa 2 -- - '_- - _- ,-_ .. - - . -.---- -,-. 

-. .._,- --·.·:-· .. -,,···." . 

%, aminoácidos 50 mg/L, más agar 2% (medio' sólido). .·· 

Los medios de cultivo, se csterili~aron'~or.15n.;irí a.121 ºCcon una presión de 1Kg/cm2
• 

Rcnctlvos Concentrados. 

Amortiguador MES-TEA 200 mM, pH 6.0 (ácido 2-(N-Morfolino]ctano sulfónico, ajustado 

al pH con trictánolamina); glucosa 1 M; KCI (Cloruro de potaslo) 2 M; CaCli 10 mM; 

CTAB (Cetiltrimetilamonio, bromuro) 2 mM; púrpura de br<lmocrcsol (i~dié:'adorde pl'.I) 4 
. :-~-"'. . ' .. ·. . . . . 

·. ~1g/n1l; HCI 1 N; ácido propiónico 50 %; NH,OH (hidróxido Íle amonio) 2. N; piranina 100 

mM; CCCP (Carbonilcianuro 111-clorofenilhidrazona) · 10 mM; DiSC3(3) (3,3'-

dipropiltiacarbocianina) 0.5 rnM. 
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Obtención de las mutnnt-cs: 

Construcciírn de l\lódulos tiecomhiÍrnntés: ~rnr~iidorcs d~ uuxot~~fí~ ~leTRPJ, /JISS+ 
y KAN•. . 

La construC:~ión-dc l_os n;ódulos rccombinantcs está basada en los rcsu_j'tados publicados 

por Longtine, M. et a/.;.1998. E11 este trabajo se describe un conjúnto:de plásmidos que 

sir\'Cn de templado pan; amplificar por la reacción encadena dela ~:Cltid1~rasa {PbR), los 
. '.· ,. -:-. .. , - ··". - ,, . -

:~~--./>:,•:. 

extremos, secuencias homólogas para los genes que. se desea climir~_a_r. ·lJ11; .ve;1taja 

adicional de estos módulos es que. con excepció~ dct mó~~1ci·~~i:a>rAp1 que es de s. 
' • • •' ,- ; "• ' ·'· • ,'.-, ~~'. • ; O .·v •" • 

cerel'isiae, tos otros dos son genes ortótogos, _ J-11ss+ cic s~/;,.;~~~cé,'a,:ó,,,y~~s p~mbe y 
.•. ' . - -" '---- - - ·-. . . _¡ . --~ - - ' - ... 

KAN'1 de Esc/1ericllia co/i, con los que se cl_imirm tri ~o~ibili~a~ -~~ ~c~~~;bir~a~iÓ~ ~cJn;eÚos 
mismos y no con ta región que sc<lésca cti;11inar.'A'ciicio;íai~6,;¡cgst~i-J{ódl;\ósi~nti~nen 

· --··--·' -L~'~: ···,:-:-_; '_,_ .. --. ·-~~ '-:_;;·-:,·:··--_-,,-~~~-~~ 1 : 'L.~:-~:-:-o·~--,---· -

una secuencia de 20 pb en su~ cxtrcniosqlic ~~nnitc 'an~ptifihar C~alqiÍiera'cÍé ellos'., 

Para ampliflc~r cada úno de· Ío~ rii;dl;los;-i~- dis~~a}~~--~·l:igonuc\~fti~d:: ~e 60 ~b; que 

contenían en su-cxtr~1~10 5' unascctic:~~ia el~ 1J~b ~ci~c~pg~~i~~ie:;~X:~cnÍo5'dcl gene 

btahco que scrí~ climina~6.'n;ás'ío··pb' dc.tii ~se6u~~cia~dc{i~·~::~1'ódt~¡~~s:ri1ig~~~~léóíidos . 
; ,, ·.~ , " \ '~ 

"F"). De igual 111ar1cra ·se . diseñaron. oligonuclcÓtidos en 'la sci:uéhchi i:()riiplementaria 
.. . .· . . . . , : ''., ,.>'._"'·' ;:.· .. '': ''.:>-/_~·.- ·/ - \, ·_, .. _"' ·' .;_. _ •. _:, 

(cxiremo 3 ')del gene que se desea eliminar (oligonuétéótidcis•"R';) .• vc~·t~bta•i. CÓrí estos . . . · ... · - ... -~ 

oligonucleótidos se realizaron reacciones de PCR para a~plificar cada uno~c los módulos 

rccombinantcs. 
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Secuencia del gene Secuencia del módulo 
l--,-F-T-1-~ K-1--F"-'-"';"-· .=cc"'A"'-'r°'r'°1-"-rA~<""TrAAAlj rr,, rr A< T rrTrrn <J,\TAACT AAC A <T1GATccccnc;G1TA1\ TTAA·-' · 

C)Jii.,:011m·h·i1lido 

RTRK 1 s·-r1(;An1 AniAAAAn 'TA rnc1 AAAUAAT<iAOTATATATG CiAATHTiAGc .. 1c-c1·1T1 AAAC.J' 

FTRK2 .s·-n¡ rACTArl c·Ac r< 1..u·c;A·1 A.-\<iA<i<i<iT<i·1 AA<i1\A< rAc·Tc < ·cic:tAT<Tc·n i<Krn AA'ITAA-J' 

RTRK2 .s·-AnAI A·\TA<'ATA"J "" rA<··1(i,\<il<iAAA,, nAt'ciTT<iccr1c <iAA"TTCt1AC1c·1c·cr1-r1 AAAc-.1· 

r---- FK_l_l_A_I __ --,-.. -,,-.,-.c-,,-;,-.,,-A-A-,-.,,-,-.. , t.i 1·Ac i< IA< ,e iA1\rrc·1t1 r< ·<1c1ciHiTAAATC <.TiUA'J"<. ·t·cTc;c;c_¡rrAATr AA-.1 · 
.____.!!_f:5l!A 1 5'-AAArl"AACiAAl'A1\:\liAAAA'l""IAAAA1\AT"ITl"fGCHiA'l"Al" liAATIC'CiAlll'Tl'liTrT,\AAC-J' 

Tuhh1 1. Secuencias ,te los diferentes oligonucleótidos "F" y "R" de 60nt ele longitud, que fueron 
disc1iados para construir los módulos rccombinantes, de los genes TRKI, TRK2 y KHAI. 

PCR para la conslrucción de los módulos recomblnantes. 

Con los oligonucleótidos de la tabla 1, se amplificaron por PCR los módulos 

cotTcspondicntcs utilizando el. Kit.· Expand High Fidelity PCR. system de ROCHE'°, y un 

t.crmociclador COY .11.· Par~ la mezcla de reacción se utilizaron Íos ~eactÍvos ·<:!el Kit,· mezcla 

de dNTPs 10 mM, oligonucleótidós (Ry F) 200 nmoleslj!lY DNA~e lo.s ~lásmidos,con los 

módulos ( 100 ng), con el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizació.n durante 1 O 

minutos a 94º C, seguido de 25 ciclos (desnaturalización por 30. seguñdos ª. :94 ,.ºC, 

alineamiento por 45 segundos a 55 ºC y extensión por 2 minutos a 72 ºC ). T~rn~·inancl~· ~Ón 
un ciclo de 5 minutos a 72 ºC. Este programa solo se modificó, cuando. ;I pl"~ciu~to es'perado 

superó las 1500 pb y so.lo en la cantidad de ciclos, de 25~ 30. 

Los productos de PCR que se obtuvieron, se verificaron en. u·n.gCI de agarosa al 1 % y se 

purificaron empicando el Kit QIAGEN" PCR purifi~ation; El riN2pu;ific~~o se concentró 

en un SPEED-YACº (cámara centrífuga de vacío). 

TESIS CQ~T 
FALLA DE ORIGEN 
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Construcción de lns mutnnt~s. 

Pre1iarnció11 de células c.ompc.tentcs y trnnsfornrnción. 

Para Obtener las células competentes, se inoculó un matraz con 1 O mi de medio YPD, 

que fue incubado por, 18 Ji a 30 ºC con agitación constante (250 rpm). Se tomó una alícuota 

del cultivo y se dete1111inó la densidad óptica a 600 nm en un espectro fotómetro Shi111adz11, 

modelo UV- J 60A. Con este cultivo se inoculó un matraz con 50 mi del mismo medio a üna 

densidad óptica de 0.45 Ú a 600 nn~ y se incubó a 30° C con agitaciónconstnnte, hasta que 

la densidad óptica fuera de 0.5 a 0.6 U a 600 nm. Posteriormente las células se lavaron con 

50 mi de agua destilada estéril, se resuspendicron en un mi de agua destilada estérH, se 

transfirieron a ttibo de 1.5 mi .y se centrifugaron por 10 seg. El paquete celular.se lavó con 

un mi de acetato de litio IOOmM, TE (Tris 10 mM -EDTA:l;mM a:lln<pH 7.5), se 
. . .• ·i •• ~. - ~ 

salmón ( 1 Omg/ml), 15 µJ del módulo recon1binantc (de:5 a I() µg) y.SO ~I de las células 

competentes. A está mezcla se agregar~n J:~O j11J;&e~~I?j:~~)JfT?,;··+E:(ambos en igual 

concentración que el paso anterior) más_ polietil~n_gliS!1L~}<50_,°1'.;_}~.n1e~cl.a total se incubó 
: '. ·'-•:-· ~ . .:-

por 30min a 30º C. Posterionnente se agregaron ,fo~1''cié'd·Í~eti1slllróxido yse incubó a 42 
\:: ... :;" ~ -~.c:~-~\:>5f<';: .. ~;·:.:~_.,.2<;t. -_ ;: ~~ _:..... . 

ºC durante 15 min. Las células trar;isfo1111addssc ccnti{fugaronyresuspendieron en 500 µI 
. ~ ":. - ''_-,,:" 

de agua destilada estéril. Finalmente, se ino~~Jri~6~ :ehjds ccin ~iedi~ (seJcétivo dependiendo 
•• • - ' '· - 1 :--~;·;~: :~--~· - ' ::- • i ' ; ' 

del módulo empicado) con una alícuota de_ IOO°µJ_de célulastránsforrnadas y se incubaron a 

30 ºC hasta que aparecieron colonias (de ires ~ curiÍrodia;), 
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Mutante simple: tlkltal. ; . , ...... • •.. ·. . . • .·· . . 

Para la construé:cióÍi de esta mutante y todas las demás; se· utilizó la cepa FY833 .(MA Ta 

kan•, leu', lys·, his·, tÍp'.:~r~·)'., La,ce~a siÍ~es;re F~833 se.¡ransformó empleando los 

módulos, de TRPl c,H/SS\¡a1ÍÍb~s áblaciÓ~e~· (LiKiial::TRPI y L:iKltal::HISS+), se 

seleccionaron crí. caJa~ so~irr:Y so-·1~i~:;'~esrc~i¡~~n~~ntc. 
:¡.·,~ .:,.'.-'( ·;,~ ·.- .·"· :.·.·,. 

Mu~antc slmple:~r2~. 2 , , 
_;.;·:::· 

La ablación de éste gc1ié se' hizo en.el mismo fondo genético con los módulos TRP/, 

i11ss+ y KAfV't. Las dosprfmer~s~~Jta~;es (L:iTrkl::TRPI y L:iTrkl::HISS) ses~leccionaron 
en cajas con medio selecti.vo SD-Trp' y SD-His' respectivamente, mientras .que la nmta.nte 

L:iTrkl::KAN1 se seleccionó con cajas de medio rico YPD mas 4oOmg/L de geneticina. 

Mutante simple: ·LJJrk2. 

La mutante de este gene, ~ólo se hizo para el módulo de HJSS+ (mutante L:iTrk2::HISS+), 

siendo seleccionácla en medio selectivo SD-His·. 

Mutante ~obl~: LJí;~]~'&hal. ; 
': ;·.~ \ ·,. . .···¡ >· 

Para esta n1ut~ntc/ se Ütiiizó la¿epa .L:i7}k/::KA¡yR, utilizando el niódulo ff/SS+ para 

s.cleccionó én.8ocHis·.'fariibién se re~li:i:ó 1a·éorisirucdón de .. 1á mutante ·doble cinp1c'ando 
' .: • •• .: ' -. • ' ' ' • • j ., ,. ,., ., •• ( • • ' • • •• < ' ••• '·. • - ,.. ' '' - -~-~ :; ., ;.: '·; : , • ' ' 

cf riio fondo · ~dn~li¿o )~'. ~Jta~'t~ sl1npl~;d~ 1j[ k1 .; :#1i~+ ~ ~~I ~ódülo de ~RP 1, para 

~Íi~1i~ar.el ge~~··de KHA /; c.stáiTiut~~Íe '(.L:i7i:kl.~;HJSS+-iiK,1taj:: ;TRf /)scseleccionó en 

SDlrp. 
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Muhrntc doble: ¿j/rkl-.dtrk2. _ 
En el fondo genético de la rnutántc, sim1~lc d7i-kl:.:KANK, se eliminó el gene de TRK2; 

utilizando el módulo TRP/, Esta mutante doble d1i·k/::KAN'~-dTrk2::TRPI, f1;e 

seleccionada en SD-Trp«+ IOOmM de KCI. 

Mutnute doble: ¿j/rk2~'&Jlal. 

Las cepas ~Klr~l:;TRPJ y dKlral::ll/S5' se transformaron cm] los módulos TRPI e 

HIS5+ de forma combi~ada p~rn te~cr unamis~la mutar~ie eón difer~nte~ ma~cadores de 

auxotrofia. Las dobles rnutantes,fuero'n seleccionadas en cajas SD-1-lis- y SD,Trp". -
' . .. . .. -· -

Mutante triple: dTrkl-LJ.Trk2-&lia/ • 

. Esta mutimt~ se obtuvo a partir de la cepa dTrkl::KÁ~-dK/r~l::HIS5', a la que se 

transformó con el módulo TRPI para el gene.TRK2 y se seleccionó en cajas SD-Trp: + 100 

mMdeKCI. 

Extracción de DNA total. 

- De las col~nias estriadas_ en la caja de Petri con medio YPD, se colectó uri pelkt dé 
. -~' .·;· -

células que se rcsuspe~dió en 50 ¡ti de agua destilada estéril. A est~ ~u~p-~1ÍsiÓn' ~e alÍregó, 

200 µ1 de solución d~ lisis (2% de tritón X-100, 1 % SDS, IOOmM d~ ~db{ 10~~ fris-~I 
' . . ' . . .... : .. . . - ' . . ., ' . : " ' ~.· :; :.· :_'].'' ,: .t:; \'' . - ' 

{pi-! 8) y 1 mM de Na2EDTA). Posterionnente, se agregilronáoo'µJ/de-~na'.~ezcfa de 

Fenol:Óorofo~;o:iÍ~oh~I -i:oamilico (en_ prop~rción 2j:24: Í j~-~eri'~~ d~{vi~-~io·~~-0.?-m~- -

niin·a tclllperatura ambiente. Posteriormente seagreg~i~n 200 ¡il d~'TE CTris'25mM y . . . -· ·,: ;· ........ ···' ' 

EDTA lrnM a pl-1 8.0) y se centrifugó durante 5min en una microfuga. 
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En un tubo limpio, se colectó la fase acuosa, a la que se agregó 1 mi de etanol absoluto 

frío (-20º C); la mezcla se homogenizó suavemente por inversión ; se centriÍugó 

nuevamente por 2 min. El sobrenadan te se desechó y al precipitado se agr6~arón .400 ~ti de 

TE más 10 ~11 de RNAasa (10 mg/f!!I), incubando nuev~merlíe a' 37 ºC por 1'5· min. Ala 
;. ;~: .'· 

mezcla se le agregaron 10 µI de acetato de amonio 4M niás 1r'n1 d~ al~bhoi'ab~61utofrfo (-
. ¡,· .,._ .. ··- .... , ....... -

20 ºC ). Se homogenizó suavernente y se centrifugó p~r2111in'aJt:V~?1§ci<l~# máxima de la 
··,_, ··y··_, -- -;,·,::·_:·.··:._:_:::/>':~:.':.··:"J.""·:·:>-- " --

microcentrífuga. El DNAya purificado se resus~endió en '5oµ(ae-agua cle~tilada'~stéril. 
{·\--··-,;:'· 

_: _ :~_-_'.""· _:: -
. ~-. !"~- ·; 

Comprobación gc11ét1é:i de las mutantes c¿rlstríÍldait .. : 

Las mutantes obtenidas se. verifi.caroi1 ·.por ~cR/~tili~~ildo el siguiente programa:· .. un 
:,-._- --- ~ . ~ 

ciclo de desnaturalización durante 10 miriuíos_::a, 94 ºC, · seg~Ído' de: 25 ciclos :·::.· :~¡·.-. 

(desnaturalización por 30 segundos a 94 °C, ~lir1e~rilie~to prir 45 seguridos a 55 ºC y 
,,-,,,,, 

extensión por 2 minutos a. 72 ºC)i: Tefrninando'céírl Ün '_Ciclo di:' S 'n1inutÓs ·-a .72. 0 c> Este 
V , ·,·." • ' ·.- .·~ ·;."•f 

programa sólo semodificó cualldo 'e1. proaucio'esperádo sup~~Ó las f500:i)b :Ysóloen la 
~.- -~ --. ' - ,;:_'.' y~----."- >~;(; '._-:, ... , ,_.: \;::.-:;,: .. · ~j'';:,~ . ;~:~<:--" . .:::-::: . ~:~r.//'~ ,''- ' '_· ~ :· ·. 

cantidad de ciClos, de ?~5,,a'3~: ::·;' ·~;,. -~··-·· ;; -'CL ;{};2( \, ·~'.:) ::~;-. ·~;¡;,. \fr -
Para .verificar la pre~erieia d~ los iiiÓd~ló~;,·utillzaÜ1bs cuiil¡~•ú'ieia::de' los Óligci~~cleótidos 

_._. _ ·, · ; -.. · · · ·'.·.:- .:-:·"~:{:i;y;;:..;-:~i:~-:<~:~·;~ 1>)»¡::_:?:·<:~?:::!-"~--.-;\~fY._!:-i,,!0~~:.::{:!~;·!;·~{~(~f:: .. ~-.}~i·;":._ (~:;¡-~:;.:.:;:·:r.~-:~·:_'.fV~- .. -:· '-~ 
F y R descritos en la Í~blá' 1, ya que todos los módulos ccintieilen•los mismos 20 pb en. el 

., .. :._ ;\,;··; ~ b . /i:'F~_:..s,~ ~ ... ,,,,. ,. ·--=1:·~;· ::·:, .- ~i ó·,1-· ; . <·· ::: :··1~:<'n· : ~~" . ;¿_·.-•. ~. - ·-.--.-

extr~_mo 5·._así.-.~~~-~ •. c~,~r~,·;~)$.~f~:P{f.~~~{ª~~j~l~c{:°/f:~• s!.·~i~;~\~ª~fj:.Yili:g°:~ucle.~tidos. 
específicos de. aproxinuidamcnte:20'pb para'. cada •urii(de.las :regiones codificantes.de los 

'" - •" e .·~-" - e':•'_, -:; ·,; • • •• ;.:,-~-,: •- -- -- - :;•, ~i . .- -- • --- • ~ ·,:-t-. f - " 

genes TRKJ, TRÓ /KHAÍ 1.~_séeÍíenela de cacla ¿Úgonui:leótlcÍo, que sé'utilizó en este 
' .:.-- ~:~·.-: .. _.:"·: :,-:,_. : 

.PCR, se muestran en la'tabla2. 
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olls:~!::::~,~~111111 Secuencia de oligonuclci•tidos 

1-"nrnitrd TIUo.:l s•-CGGGATCCAGATGTGGAGTCTGGACCAGG-J• 

Tmnaño dl'I 
proc..luelo dl' 

PCH. 
700ph 

.~~:,:::~ ·~~~~~12 ~::~~;~~~~~~~~;~~:~~~~~·~~~~~.-~~:~-~c.;cAGCA'l~~A_C_<_;-_J_' -.~-,.-o~.,,-,,-,--< 
Ht'\'l'tM' Tlth:2 S'-CTCA'l'CTC'C'.TCA"l'CAACAAAAC;-.1• 

Fornittd h:llAI 5'-rl'AGCCAGTCATGCTCAG-J' HOOph 
~-'t•_"'-"-'-º-"-"-"-'~-s~·--c~C~'~T~C~CAAAC;CAAC;AATACAA-J• 

Tuhlu 2. Secuencia de oligonucleólidos puru comprobar la ublación de Jos genes TRKI, 
TRK2 J' KllAJ. Los diferentes olignnuclcótidos se discrlaron por un programa cspecinl, 
eligiéndose sólo aquellos que presentaban una T 111 baja. 

Caracterización fisiológica de las mutantes. 

Crecimiento celular. 

De cada mutante, se inoculó un matraz con 10 mi de medio YPD y se incubó toda la 

noche a 30 ºC con agitación constante. Se diluyó l 00 veces una ali cuota de 100 ¡ti de cada 
; . - .-. . -· .-,- ·-.:· · __ , . . . 

cultivo y se detcm1inó el número de célula~ con un hcmocitóme.tro de Ncubaucr. Con estos 

cultivos se inocularon matraces con 50,000 células/ml; ~ue fa ií1~~ba:r~nb~r 1i h a30. ºC 

con agilación constante. Las células oblenidas se. lav~~on doS:~e6~~ c~n agua dc~tilada y se 

resuspendieron ª razón de o.s g111111:n asJa <lesti1~~a(áéL~i~~'~o á:YUr1a.das). o bien se 

resuspendieron 0.1 g/n1l de agua destilada, se incJh~ron p~/: 15 l~ a 30 ºC con agitación 

constanle, se lavaron dos vcc~s y se'resuspe~cli~~on ri~almentc a 0;5 glrí1l en agua destilada 
~ ¡ . " . . . - ' 

(células ayunadas):, 

"'. - \. - . 

. El coiitenido·cl~ p6t~si~s~':midÍÓ ári la~ céluias ayunadas y sin ayunar. A 50 mg de .. .,._ ... --- .. ' .... ,., .. - . 

6c1~1~s c100 µi)~~~1e~nsrig~ro:~ 9oor11 de'C:1'Ás200.PMYseincúb~ron por15 n1inutos; 
'i·;;.. '"'"· ·.,:··::· ., 

posteriom1ente. se ccntrifügarÓ~ 30. segÜnd·o·s. a J 14,000 rpmf .El sobrenadan te se· diluyó 

l :I O coll aguadesionizada y se detc~ninó el ·c~nt~~ido de potasio en un fotómelro de flama 
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Car! Zeiss PF5 37177, calibrado a O con agua desioniiáda y a 100 conúria solución 1 mM 

de KCI. 

Medida del transporte de potasio. · 
' .. ' : ·-·~ ' .':~:·~ '.' .. :. :;,':. . '>> . ' . '. . . . . 

Los cambios .en la concentracic)nextrac~luiar depotasio se siguieron con un electrodo 

de valinomicina seJCcÍivéi'j:iara este catión, conectado a un potención1etro Selection 2000 

. Beckmun, ucoplaéJb>~ \í'n ~i~te11iá de. registro (computadora) elaborado por los lngs. 

Wi;·fredo M~rtíndi:r'.~yúi1', ;in,~cio Martínez, Manuel Ortines y Aurey Galván. En la cubeta 

del instrumento''se agregaÍi l Oml de amortiguador MES-TEA 2 mM, pl-f 6.0 y se registra la 
':'.;·:.- :_-.-··- ,.. ·, . . . 

línea base por t~n minuto,. se agregan 125 mg de células y se continúa el registro por 3 

minutos más .. Finai~1ente se agrega glucosa 50 mM y se continúá .el ,,registro por 15 

minutos. Los trazos se calibran con una solución de KCI, agregando alícuotas.de ,IOµM, a 

un medio sin células, con amortiguador MES-TEA pl-1 6.0, 2 mM, en un volumen total. de 

l O mi. Se estimó el· transporte de K+ también -~- difcrent.e pH; empleando e_l amortiguador 

ácido tartárico-TEA parapl-I 4.0 y bicina-TEA para pJ-1 8.0. 

< ·:.(::: 
Determinadón. ilcI · bomlléo élcilro'tones: • · 

···:-.' ~-;.'.:.'''. .. ,~ :".:<;- 'f./3-~.- ·.:<<·': 
Utilizando Íin electródo de-pH. ,'. ·, 
, ·- .<, . -·~·';:··, :<}_·: ... ·--~::'.:,~···'.';'.,;,~~:<. ~--~: ·> '; 

El bombeod~ prol~~e~;se•¿üantificó 'mediante el empleo de un electrodo de pl-f. En una 
·:- '. ,--_·, - :_-:··.-. ·:':}~-:-- __ ~:\·?~:,~::~';1:_:_· ,:·'. ·._.-.. . . .. - : : ·_.. . 

. c~nmra con té;i1pé~aHir~'b~nifoiado CJÓ~Cj, se registraron .los cambios en la concentración 
·+ .-..... ' ··, ·' /' ,·.'.:::~,·-~·:;,.~,k~,::t_;:·:.·:,~;;}::·-;-,-;.,.. - ,-¡. "' > ,. : ·-~': .·, -. ~--· :·;·.';.;' ';::· ~ ·- -· 

.de 1-f extracelulares; ,medim1te un electrodo compuesto,. conectado. a un. potenciómetro 
' ' ' ... ; ~ ' .. {·~" .. ·- ._:, 

Seléction 2000 Biickn1an; acoplado a un sistema. de regisiro (con1puta,dora), Clabóf;do por ' .· -._.· . - -.. , ...... _, ·' "' _-., .- .· ' - '_ .. ,,_ ..... ,·.,, .-; .. .'· ,·•.,.,. ,- ,•., 

los lngs. Wilfredo.MartínczPáyán,Ignacio Martínez, Manuel ÓrÍinc~·~\ú'r~YGa1viíii. Eri.-
.. . . •. . - ' ' . '. ·.'-. ' ·.-. .::,_-;, .. - . -

la cubeta del instrumento se agregan 10 mi de amórtiguadó;'l'vÍES:TE1(2:111M, pl-f 6.0, 
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registrando una linea base deun minuto, posteriom1ente se agregan 125 mg de células y se 

continúa el registro por 3 ri'iir;utos más. Finalmente se agrega glucosa 50 mM y se continúa 

el registro por 15 minutos. Los trazos se calibran con una solución de HCI, agregando 

alícuotas de Ó,25 ¡1E9 a u;,· medio sin células con amortiguador MES-TEA pl-1 6.0, 2 mM, 

en· un volunién total de 1 O mi. Se estimó el bombeo de H+ también a diferente pl-1, 
._ ... 

. ' ' 

empicando el amortiguador ácido iartárico-TEA para pH 4.0 y bicina-TEA para pH 8.0. 

· EmplcaÍido' 1'
0

úrpura d~ b~~mocrcsol. • 

El bomb~o de protones, s~>d~tc·n~inó por. los cambios en absorbencia del púrpura 

~rllll;~cresol. En una ~elda de 3~11 se c~ld~ah 50 µI d~ célul~s (25 mg de levaduras) 

áli1ortiguador MES-TEA pH 6.0, 2 rí1M/í;iás~~I IÍidic~clor de pH; el púrpura de bromocresol 

, C4 ~1g/ml de ~onccntración fi~al) par~ uri VllLmen final de 2 mi. Los cambios en 

absorbencia se siguen a 494-S~7~rneh;un ~sp~ctrofotór~etr~ de·doble longitud d~ onda 

(DW2, O lis convcrsion). Después d·~ ~~~i~trd~ la línea base se adicionan, 100 ·~11 de glucosa 1 .... ·. - .·. ' .. ·-· ,- . . ,, · .. 

M (50 mM de concentración. fin~!) p~ra energizar las h!vadura~. Posterio~~ll;e se agregan 

50 ¡11 de KCI (50 n1M).y se continúa el registro. Al finaliza~ éa~á lote cle experimentos, se 

obtiene una curva 'de titu;acióri; rig;~g~Í~do·6ollc61lir~6i¿~·~s w~~¡g~t~~-ci~:·~ci'·l N. Se 

estimó el bo1i1be~ el~ 1-dt~I"Íibié~''.a clifereÍlt'e ¡)Í-I,:'e~pfe~~cl~ ·-~!· ~~ó~Ígu~élor .ácido 
'-,·/:.,:: ·.,:_·.· 

tartárico-TEA para p!-14,o y bicii1á-TE/\para pH s:o,. 
<-: .,- ; .... ;: 

.. ',:/~ .. ·· -~ ... ;-~.'.'· " 

Cambios del pH intrac,clular>;· .··: ·•·•·· .. ·. 

s~,clectro~or~h;~(l~~P¡t~rri~~-c~Í~l~s ~yunadas de cada cepa, siguiendo el siguiente 

se colocan en ~na celda parh ~lcctroporá; de 0.4 mm~ aplicando un p~lso de 2 KV, 25 µF y 
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200 n (con un pulsador Bio-Rád gene). Posteriormente se lava tres veces con· H20 dd, 

centrifugando (20 seg a 14,000 rpm) y descartando el sobrenad~nte. Al 'final de los la'vados 

se rcsuspende el paquete celula:en su ~ol~lllei1inicial co~ ~~Oidd., De estas células ,se 

colocan 50 ~11 (25 ~ig de tá~adu~~s) ~n u~~ celda~lle c~ntie'neam~rtig~ador MES-TEA pH 

6.0, 2 mM, pará un vÓlumerí final dé 2'm1; se in,icla eJ tr~~ocon la adición de las células. 
•,<:·:>- >•::.' ~ -«<'" ~: •e·;:. ;~ 

Pasados 60 seg se agregan IO'd ¡,i) d{gluc~sa (SO §:Mfy 2 ínin\Íespués se agregan 50 }ti de 

KCI (50 mM). S~ e~Jt~f\¡ ·~H-fi~;;~~:l~i~~ ?t~~füJ1 a diferente pH, empleando el. 

amo11iguador ácido ta~~~ico~~JJ\ para pJ 4.Ó';; bÍcina-TEA para pH 8.0. 

Al terminar cada tra~o, seobtuvCI é1 }~lor\j~ I;¡ flu~rescencia máxima, agregando 50 µ1 

de hidróxido. de nmóniO (NH~OH 2 • N),j~·p~< el ~alor de fluorescencia mínima se 

agregaron 50 µI de ácido propiónico ·~¡ 'sq~J..:iA.Íii!Jo~ val~res se emplearon para realizar el 

cálculo del pH intracelular con la ~cua~lóll d~!Hender~on-Hasselbalch y las correccionés 

adecuadas. 
-~:~,~._: '. . 

Estimución del potcnc~~I d~-rri~n;b;~na.; .· .. 
- { ' - ~ 

El potencial d~ n1éí11br~ll~\e''.ésti11ló ~mpleando la 3,3 ':dipropiltiacarbocianina 

(DiSC3(3)), qúe 'sc'di~t:i.;J~~ ~¡~'~¡~~~o'la f~mÍáción del potencial de membrana. Los 
•• ~ • ; : ' 1 ,-., 

cambio~ en ÍaÍl~Óf~;c~~fi~d~ ~1;~-~·~,~~~esto se siguieron"a 5~0 nm de excitación y 590 

nm de eniisión' ~n :¿íí {~~~~iiraÜEorJ;eÍ~~ 's2A Ámfll~o MDX 1000. En 'una celda' d~I 
' ,, ' - ::_·.) .. __:-·· - .·,\'_ 

tluoróm'ctró, se agregó: ~CCP / I O ¡!M, CaC)i; . Jo'o íl~.;glúcÓsa; 50mM, amortiguador 

• MES-TEA pH 6.0, 2 'm~ par~ tn v~lu~~~ liria¡~~ ·iiiii'.~·•5Qµ1 rJ~ ~~Jui~k ci} ~g' de 
- >-;" .. ::·,;, . .:~· .. ':· o;..:.~)( . . : 

levaduras), dejando. transcurrir dos · minufos;. Pasádéis)~s·~~s:~ini,t~~-~.:· in,~ubáción se 

agrega In cinnina (DiSC3(3), 0.25 µM), y posÍeriorrncnie sc)grcg~-·50 ÍnM de KClpara 

observar el abatimiento del potencial d_e membrana' formado; inlcialmente para cada 
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mutante. Se estimó el potencial de membrana también a diferente pH, empleando el 

amortiguador ácido tartárico~ TEA para pH 4.0 y bici na-TEA para pH 8.0. 

Chiética de Transporte de 8í'Rb +, 

. -
Las células.se in~ubaron en un amortiguador determinado (MES-TEA pH 6.0, ácido 

. • tartár;co-TEA pH ~.O obicina-TEA pH 8.0 a iomM) más SOmM de glucosa, durante 3min. 

~inalizaÍ:lo este .iielnpo, se agregáron dife~entes .concentraciones de Rb+ (de 0.1 mM a 1 OmM 
;, ·.·· '-, . ' 

del concentrado frío/caliente); incubandoduránteotros 3 min para después filtrar en filtros 

milipore de nitrocelulosa con 45~tm d~ diÓmefro del poro; lavando cada filt~o con 10 mi de 

KCI IOOmM. '.:·. .... . :_,_ . -. >---.<- .._. ,:·::: ... 

Los filtros se disolvieron en líquido d~ centelleo durante. 12 hr pa~a c6noc6r cuaÍlla . , . ... . ,,. . .... "\, .. ;./ -

radioactividad se t~hllspÓrtó a esa determinada c~~centraciÓn ci6 R.l;\µÜ~taritó se empleó 

~n contador de ~ent~;le~ modelo ~S6500 de Beakri~~nn. 

29 



RESULTADOS .. 

Construcción de los módulos recomblnantes . 
. , . " 

Se construyeron los módulos KAN", HIS5+ y TRPI, con extreÍnos homólogos de los 

genes TRK/, TRK2,.y.KHAI (Figura 2). La amplificación de los módulos se realizó con el 

dmpleo de los~Iig~nucleótldos de la tabla 2, que reconocen una región complementaria 

constante del plásrnido. El tamaño de los módulos se presenta en la tabla 3. 

Plásmldo Tamaño del producto de 
PCR 

pBMJl 
(KAJV"J 

1559pb 

pBM32 1036pb 
(TRPJJ 
pBMJJ 140311b 
fl/ISS+J 

Tabla J. En esta tabla sólo se dan los pesos respectivos de los diferentes productos de PCR 
de los tres diferentes plásmidos utilizados. 

Con estos módulos recombinantes se transfom1aron las células FY833 .. Enia figura 2 se 

muestra un esquema de la estructura general. de los. módulos, así como. su integración por 

recombinación homóloga al genoma de la levadura: 
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....... 
Extremo hnrnólt.lgtJ 

al gene blanco 

Cc1J~1 silvestre 

l\lutnntc 
L1K linl::lfis.'í• 

1\11n·e11tlo1·l• .. tk• 

n2p 

#b' 

} """""°"" <O• PCO< 

} 
l\lúdulos 

construidos 

l~xtrcmo homólogo 
al gene blant:o 

de & 94 l 
JH.ccombinacié111 ho111blog11 

Figura 2. Construcción de Módulos rccombinantcs, se muestra de forma esquematizada 
Ja construcción de un módulo recombinan te, que se empica para eliminar el gene KHA 1. En Ja 
parte superior se representa el plásmido pBM33 junto con Jos oligonucleótidos R y F de 60 pb, 
con extremo complementario al gene de KHA 1. Después de una reacción de PCR, se obtiene la 
construcción del módulo; mismo que se introduce a células competentes y por medio de 
recombinación homóloga se ablaciona el gene deseado. 

Verificación de los genotipos 

Las colonias seleccionadas de cada transfomiación se crecieron en cajas con los 

marcadores correspondientes de auxotrofía, obteniendo de esta ·manera una preverificación 

del genotipo, ya que sólo crecieron las coloni~s q~e co~te~f~~ dentr~.:de sJ~en~ma el gene 
,_--· ·--: ;" / ,~:;.:.· .. ·J_:~/ __ :-~:'.~0:;"~ ~~~i::t:':~~;,\~~-~-· ~--}\~<~:·/,~\~ ::}:.;~~~ _·.-~(~;_ . ~ /::-';· 

adecuado para sobrevivir frente a la ausencia.dél_nutriincnto'o lá presencia del antibiótico. 

De forma simultánea se verificó la viabilid~d ci61a~:~blac
0

iones de los gene~ TRKJ ,'TRK2 y 
- . . . - . ' ,. 

KHA l. Por tanto se obtuvieron tres c6n~trúé0ciorics de lri mutante ¿j/rkl, dos construcciones 

l TESrn CO~T 
lJALLA DE _OHIGEN 
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de las mutantes .tJkha 1, .tJtrk 1-.tJkha I y &ha l-.tJtrk2; y sólo una construcción de las 

mutantes .tJtrk2, .tJtrkl-.tJtrk2 y .tJ1rkl-4khal-4trk2 (Tabla 4). 

Cepa mutante Viabilidad de las mutantes 
átrkl::Tl/1'1 Viable 
átrkl::lllS5' Viable 
t1trkl::KANR Viable 
átrk2:: JllS5' Viable 

&hal::rR_l_'.1_ --------1------'-'_ia_h_lc_· ------< 

1 
________ Llli_·Jr_al:: ///.\'S. \'iabh.• 

'1lrk/::l\ANH-t:.1Jrk2:: TRI'/ \'iahll' 
,_ ____ át_1·k~l~:._·1_11_s~·s.' -Lllilwl::TRl'I Viablt• 

átrkl::KAll'"-Lllilwl:: JllS5' Viabll' 
Llli/1ul::TRl'l-átrk2:: JllS5' Viable 
Lllilw/:: JllS5'-átrk2:: TRI'/ Viable 

átrkl::KAN"-Lllilral:: JllS5'-átrk2:: TRI'/ Viable 

Tabla 4. Lista de mutantes construidas en este trabajo, así como In viabilidad de In 
construcción 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 co1Tespondicn1es de la región codificante de los genes eliminados, asi 

.como del módulo empicado. 
- ' _.· " - « 

Con los oligonucleótidos específicos que se diseñaro.n para amplificar un fragmento de 

la región codificantc de cada uno de los genes, sehicie~~!l' la~ re~cd~~esaePCR para cada 
· '.'.\': ·.·!.'r ;..·; ... :.~: .,. .· .. ·c,,c ···" · .. ::.-, 

una de las cepas y se corríeronen un gel de:eleétrófore.sis ·~'¡i' ag.~~os¡¡ al.1%; con un 
. . . . ·~_;:-:·"//;;-~- , , r.- -- ,. ··:_; - ..... : 

amortiguador TBE 1 X a 50 mV dllr~llte 3 11r_(Figuni"3).''/ . 

Los productos de PCR amplific¡¡dos dcl:p~NA de la c~p¡¡ silvestr~ Fy833 son: un 

producto de 800 pb, que corrcsp~rid~ Ü'Ía prese°ncia del gene'kHA; un segundo producto de 

·· 700 pb que corresponde al ge;1e d~/RKI y unt~rcer pr~ductCÍde ~n t~maño de 603 pb que 
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corresponde al gene de TRK2. No hubo amplificación de ningúnmódulo (Figura 3, Carril 

A). 

A partir del DNA genómico de la cepa mutante .dtrkl::KAJV'l(Figura 3, Carril B), sólo 

se amplifican los fragmentos del gene KHA I de 800 pb y• TRK2 de 603 pb, así como un 

producto que corresponde al módulo de KAJV'l de 1500 pb: 
+ - . ' '.:.'.;: ... ··;.:::~;·;·· ·. :<<.". ' 

Para la mutante .dtrk2::HIS5 (Figura 3, carril C) 'se amplificaron los fragtúentos de 

HIS5+ . 

. En la mutante&hah'.TRPJ; se ari1plif'Ícanlos fragih'en'léls'de 70o' y:6o3 pb de los genes 

TRKJ y TRK2; asi como el módulo'~~~~P/ d~'io:Jci;~b'.(;¡¡~ra ;;'carril~; .• · 
: ~;. - .· '· ' . '' . . --: . ' ,._ - ,. ' '. -- . ,, •" - .. ·.. . ' ,' 

En' la m'utante .cl<>ble',_d;;.2j.;.:j¿~-.d~fiaJ:'.·/1fü+;\'~(,1~.;~.·~~~Jfrfi¿\~':~1 ·fragmento de 
' '.'.,. - " ··;·.y._·,:,; <.·~_:: -.. - ' ,,{ 

TRK2 de 6.~3 pb. y füo~ ~mpÚficlldos, que corresponcl~ll ~' 1élii' mÓéJ~1éJ~; KAN'1 'e HIS5+ 

(Fígur~3, ca~íl ~) . . :. · . :{ y\ .. 
'"";•::.' 

·En la, ~n;ta~i~'doble ,&hal::TRPl-.dtrk2::HIS5+, s~a~pHfi~óe(fr~gme~to~e ,gene 

TRKJ d~ 700 pb, a~í como dos módulos, el que corr~spotÍd~ ~•~R~f e'l!1s5~ C~igura 3, 

carril F) .. 

Ei1, la m~tant~ Lltrkl::KAN1-Lltrk2::TRPJ, ~~·~~piirlcó :el f~gmentél de 800 pb que 
. - ··- ' ''. ""'« - ,,';:·.._'. ">' "" -

éorrespciÍ1de al gene KHA 1 y el de losdos m6dulos KA,\iR 'y TRP l (Fíg~ra' 3; carril G). 
" 

,En· 1a mutante triple Átrkl::KÁ¡ji_~&/1al}H!S5,~ -AÍrkl:'.·TR_PJ,.sólo se amplificaron 

los tres módulos que son KAN1 d~,1559 p~, HIS;~ de. 14~Jpb~ ~~Plde.1036 pb (Figura 3, 

carril H). 
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M A B C D E F G H IV 

Fi¡:ura 3. Electl'oforesis del J>l'oducto de PCR de las mutantes cmJ>leadas en este 
estudio. El lamm1o del producto de PCR para el gene de Kl-IA I es de SOOpb, pant el gene 
71lK I es de 700Vb y para el gene 7/?K2 es de 603pb. El tamai1o del producto de PCR para 
el módulo KAN es de 1559pb, para el /-llS5+ es de 1403pb y para TRPI es de 1036pb. 
Carril A: Fy833, B: dtrkl::KAN", C: dtrk2::/llS5'. D: dklwl::TRPJ, E: 
dtrkl::KAN"-dklwl::lí/S5'. F: dkltal::TRP/-dtrk2::1//S5+. G: dtrkl::KAl'l'-dtrk2::TRPI, 11: 
Lltrk/::KAN"-dkltal::lllS5' -dtrk2::TRPI y M: 250pb DNA Ladder. 

De cada una de las mulantes obtenidas, se tomó una muestra del cultivo y se les colocó 

en glicerol para conservarlas a -70 ºC, dentro de un criotubo. 

Caracterización fisiológica de las mutantes. 

Crecimiento celular. 

Tod~s las mutantes obtenidas en este trabajo fueron viables y su rendimiento promedio 

fue de 1.7-1.75 g / 200 mi de medio YPD. 

------·-------· 1ES1.S C()N 
FALLA D~ ORIGEN 
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Dctcrminacií111 de potasio intracelular. 

El contenido de potasio se midió en las células ayunadas y sin ayunar, median!~ el 

empico de detergente CT/\B, técnica que se describe en materiales y métod.os.· Este 

detergente fue utilizado para romper u las células y poder medir la concentración del K+ 

intracelular, ocupando un fotómetro de ílama Car! Zciss: · 

Para este panímctro, encontramos que en las células sin ayunar el contenido de potasio 

es ligeramente mayor para las cepas Lltrkl y t1trk1, en comparación c~,; hic.cpá sil\;cstrci 

mientras que las cepas mutantes dklw/, Lltrk/-;Jtrk1, Lltrk/-;Jkha/, ;JkÍia;:~¡;.k2 y L.ltrkl-. 

&ha /-;Jtrk2 también mostraron· un contenido un poco ménor dé potas~o,· ;;·,1'.·1~mpa~ación 
con las mutante~ Lltrkl y ;Jtrk2. Las cepas mutantes que prescrit~n ~bl~ciÓn ~e l~s ~enes de 

TRK I y KHA 1 con excep~ión de la cepa ;JÍrkl, prcscnt~·n wí n1ismo éoiitcni,do de· K+ 
·,.; 

.. intracelular (Tabla 5). 
~· '' -o:-;"'- : '.· 

··Para el caso de. las células ayunadas, encontramos' que el :¿oiít;;riid·~ de potnsi6 fué 

ligeramci1t~ mayor para las cepas dtrkl y la mutante ~trk)~~k/:a1~1~rk:j, ~n ~oniparaciÓn 
. . ' . . ,- . . ,, -~ .' l"; ~-·-·'. ...... , -;:._ ;, , .. · . : :; . "' ,., , 

pre~cntan t;na ligera disminuciór; de este valor,;1~á~inio O'Í:isgr~rid~.~rilas d~s nmt~ntcs . ,, ·. . .. ., . · ... '.· .· ... ···· ... • " .. _ '·'·, , ___ . -·· ._,, . 

anteriores: El contenido •de· K_+ i~tracclul~r, dc~Ja(c;1~u;;;~¡~~··¿¡jfo~:tik!idÍ/~!ra/-,tJ~rk2 
,, . . ,,..._.' .. ·.:,. 

presentan una sinÍilar coíiccntración; pairóíiquc'sc rcnc.láerí estris mismas cepas cuando no 
' -. .: __ ,_.,. ·. ··:_, .. :'·' 

están áyuimdas (Tabla s). ' 

En ambas condicio~~~ 1dcepa~ilvcst~e prc~entÓ CI contcriido de K' una concentración 

menor que todas las mtltant~s:(4~blu 5). Los cambios observados, sin embargo, son 

estadísticamente no significativos. 
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Potasio intracelular 
Células Células ayunadas 

Cepa no ayunadas lml\11 
lml\11 

Fy833 228.97 +/- 8.54 131.41 +/- 2.98 
t1trkl::KANN 240.50 +/- 7 .4 7 139.53 +/- 4.63 
t1trk2::1/JS5+ 241. 79 +/- 10.43 137.32 +/- 8.01 
LJkltal::TRl'l 233.88 •!- 9.27 138.80 +/- 9.28 

t1trkl::KANN-t1trk2::TR1'1 232.39 +/- 11.86 138.99 +/- 4.29 
t111·k 1 ::KANN-LJklia l ::llJSS+ 235.96 •!- 9.31 135.26 +/- 3.99 
LJklm J:: TRI' J -t1trk2: :111ss• 235.02 •!- 10.27 135.8 •!- 2.36 

t1trkl ::KANN-LJklm J ::11/SS+ -t1trk2:: TRI'/ 235.02 </- 8.04 140.56 +/- 5.37 

Tabln 5: Potnsio intracelular de las dislintns cepas estudiadas. Las células se crecieron 
en medio YPD durante 18hr y ayunadas l Shr. Se dctcm1inó dejando incubar a las células en 
CTAB 200 ~tM durante 15 minutos; centrifugando 30 seg a velocidad máxima; se recolectó 
el sobrcnadantc y se diluyó 1: 10 en H 20 dd. Las medidas se realizaron en un fotómetro de 
emisión de flama Car! Zeiss PFS 37177. Se presentan los valores de las concentraciones, así 
con10 su desviación estándar. 

Determinación del transporte de potasio. 

En los trazos de. la Figura 4 a pH 6.0, se observan los cambios en la concentración 

extracclular de potasio, s~guidos. con un elcctr~d~ especifico para ~ste ion, tál y como se. 

describe en maierialcs; ~ét~á~sY~1 ~egist;o s~ in;6ia .c~nla Hrieab~s~. ~ue co~esponde a 

la concentración de potasio• exist~nte • ~n el · ~édi~ (7iµM);\AI miri~to ~e agregaron' las 
/ '.·.·::,,·,·~~·-~--,~ ··.-:·: .. '',. ·.··_, -~-" .,.:. --~: .. · -'··· 

células, observando un incremento en ia éonc~ntr.~ciónde•~+.;clebido' a': la sálid~'d~· este 

catión del interior celular. Este·.trazo''se pue~ci sig~(/dur;nte:do§(~i~ttó~'.si'f•qu~ se 
.. . <· .. · ... _ .. \::::·-· ·s-.'-· .... '°' '-.>:>:-' :~:. ·:-.::·., !· ··.··:-- ,, ·;-, ... ··.» < . .,__ 

observe ningún cambio importante., Post~~iOnn~~te ,al ':acli~io;¡; glucdsa ai ITl~dio~ se 
:\ ~ ::~:~~%-~ ... ;:;-t.'.:·{): ,.::,.?/:i:'·:·_/:\::·:_·_:.\ü\>~:\::;:··.c.?.A:·: (·">~: ~}/~·-.~.\¡ -<··; 

observó una disminución del potásio éxtracelular, lo que implica la éntrada del catión a la 
• 1- -.. :·' :- ... ·';",::1. . .., ~ 

célula. En la cepa Fy833~,e ~b~ervó ~~á ~alidridc p~taslo, ség~ida ele una entrada de este 

catión posterior a la a4ición dé gl~cos~ (Figura 4a). Este trazo se utilizó para comparar con 

todas las cepas mutantes. 
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Figura 4. 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 l 5hr. Después de colocar el medio de cada 
experimento (MES-TEA 2 mM, pH 6.0) en la celda, para un volumen final de 10 mi, se 
inició el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se agregó 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 detectó mediante un electrómetro 
específico para este catión. 

Las diferencias importantes son las siguientes: 

La falta de Trklp ocasionó'una mayo~ salida inicial de K+ al medio extracelular, así 

como también se.evitó la recuperádón de.este ·ión. después de ser energizadas las células 

tanto de las ri111tantes simple; doble¿ o triple. 
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• La ausencia de Trk2p no afectó ostensiblemente el compórtamie~to de las cepas que 

se eliminó, independientemente dé si esto ;e hizo ~n foi'm~ simpleoencom~inación 
con otros genes. 

La ausencia de Kha 1 p ta!iipoco parec~'modifi6~~ ~I ~~riíport~~,i~nto de las células en 
, ... -.'. -.. · '· .'·· . . ·:·~·- .>·,, •.: ':,.''··<·,"¡" ,·.~'.,~- ··:·~.-, .. ' 

que se elimina, ya sea solo ó en combinacióri' coi! ófros tran~pcírtadores; 
- . -- ' ,_ :·· :<:~:;: ·;·· ::·-·: <~:-;, --~;'.t:;/'' .-,- ~:.:,: __ , ___ ·;_ <. :.>. -. 

/ . '"· ~~·o;:. /V :t;: s:,· . 

,,~:~~: ::: ~,;,z:iJ~~~~~~~r:f 11~f '~Jt:::.:~: '.:' :.::·; : 
muestra el transporte de K.;n1edido á•pH'4,0.rnaj() esta condición, en la cepaFy833 se 

observó una sali~~·~:pol~~i~"'.c~~;~¡re~~d~~·~~ :; i µ:~).'s~guida deuna lenta entrada de este 
-- ~ ,_: -; ·;:.J.--, -- ··;.. .- ... :·· ,-.. _ -~, - ) ., .~- = ;'¡,, · · · .. r :·" · · ,-. 

catión posterio~ a la adi~iÓn cié'glÜcos~ (p¡'¡fü~'sa)i ~'difer~ncia dé la salida régistrada a pH 
' ~~ ,!:; t • ~ • ,- /·nJ• 

. :~~~:::::::,::::~~do j::~~;JJ<t:tt,~'' ;;;\f Hti,~~·}t~;;ci,,o" 
En la Figura 5a, obser'1ariios ~J~ 1~~· céW1ii;;·c1/1~.b~~~ ÁÍrkl.~~~~~fa~'.t~ ~~r ~~~cgadas 

• - 1 ' • \ :.'.;< - ., ,':'\" :: ·~::·~·i_,>. ·,; >:;~-;-

ª' medio amortiguador, prese~tar~.n.•,~fª.-~.r:J~d,~Id~;~~+;",},ille[~/1•~;it:;~~tº~:qu+e· eI, de las· 

células de la cepa silvestre; pero,· al"ágrégar;gluéosa; ,no '.recuperaron d K que salió 

inicialmcnt~. ademá~ ·de esta sii1id~ i~;~rªF~~ ~&ti1~¡~. ª; ~edio,iás eé1¡{1as presentan una 
- -, ~··: ... --·~-¡·:···:," . • :_'','··:_.,-· -~:.- .,. ·,"; ,-, . 

salida lenta de K¡. al medí¿ e~tiac~l~lar: i . 
;o_:-·. ,_ ... ·'·. 

Los resultados di! l'.1 Fi~~r~-~~-pJ~d~Íi ~~~umir como sigue: 

En la cepa ~iÍ~c;;~c, ~kco~;ra,de lo esperado, la salida del K+ a este .valor del pH fue 

menor queª· pH J.~.'.~a~~que la actividad de la H+-ATPasa a est~ ~alar del pH es 

Íi1cnor (Peñ~:~I a~ .• ; 972), la velocidad del transporte del K+ también fue menor. 
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La ausencia de Trklp ocasionó en todos los· casos en que se eliminó, en la desaparición 

de la entrada del K'. 
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Figura 5. Transporte de potasio de las cepas Fy833 y las mutantes a pH 4.0. Las células 
se crecieron en medio YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr. Después de colocar el medio de cada 
experimento (ácido tartárico-TEA 2 mM, pH 4.0), para un volumen final de 10 mi, se inició 
el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se agregó 50 mM de glucosa para 
energizar las células. El potasio presente se detectó mediante un electrómetro especifico 
para este catión. 

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

en que se le eliminó. 
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La ausencfü de Kha 1 p se tradujo en una menor salida inicial de( K.+ en todos los casos, 

al comparar cada mutan!~ con lo qGe sería su controÍ respeciivo. 

, -

Dacias algunas de las diferencias' -~nconti-adas: a, los otros ~~lores de pH, se_ decidió 

estudiar e1 transporte tan;bié~ a piLsX'.Loi ~~sJ1taJ<Js ;,~ µ~eae~ resumir como sigue: 
\'. -. ~-

A pH 8.0, la cepa silve;trci ~·;esghtó úria'~~lida d~ ~!rededor de 30 µM de K+, valor 
. .7:'J ,_. 

semejante al observado ~pÍI 6.0;};1ii ~diCiÓI; d~ glu~~sii 
0

prod~jo su tran~poite d~ forma 
. . " ::';'<· , ... <·, . - '':;·_,- ·-· • • - . . . -

mucho más rápida ~¡ ini~~io~'Ye1GJ~r.;~n ccirnp~~~ciÓn con lo obsenfiido a pH 6.0, y 
. - . ·.-;:. ' - - :--- "-", . . ' ' ~ ,; ,_' -.. ,., .. , - ' . -. . . . . . , ., . 

- - . <' ._, "· -'.~.;--/º:·,·:-t,',::~:-·_;)./.:·,,-:·:;··:.-_-_,-.:~·:;;.;.::¡:_~-:~_:,·,::;_::_,_:._ .. ·,>_·+~-:·-~··· ,'.::- .·-~---':·· ... :. ·. 

desde luego, a pH 4.°:: Aden1ás, Iascéh1lascaptllraron todo eIK que salio 1mcialmente, 

al ser agr~gadas las c6·1~1as:cri~~;;ª·'~a;}, J;.:· U;> ,,_ ..•• , .:·; ; ;; ,, .: . -~ , , . . , 

La ausenc,ia de, ~~kl·~ ;~:~;~ri~~}f e\ih~~ ~¡~~i~\i~ióJ:~h~\gii~i~! d;({r~~;p6rte, {en-'una 
-. : ' •,:. -<' '-~'):·.·- -i "'.~,-;:.. ·_-¡::.~:· ': .. "'' . : :::-: <·:,--;:·, :·~(" 

salida. ,, - ' ·e• ' ·,>, .. ::.~'',;:;; ;•¡{"/ < 

-La, ausencia de Trk2p~~:' se t:i~¿j~ ~~'·lii'~~~.P~~~í~' ostensibl~'~e:~~ciO' de la cepa 

silvestré o d~·ias' ot~~iiTidt~nti~ en:'1¿~;::sosi'~n:~1'~' ~~~:;¡iii¡~~,;¡n ¡¿µ_~i~di;;'io~al.. 
' La eli~1Ínación ~e Khal p ta~~o~~ p/o~~J~ h;~~¿~; ~~~bi~º-~i~nifl~áti~o; ya fuera 

·<~·- '"·' ".~. . .. -:::-_. - . ., _. 
eliminado ele la cepa silvestre o d~ las disti~íasniütantesde Trklp,Trk2p, o de ambos 

' ' - - ., :·., ;,_·,, ·,. -·· .. 

transportadores. 

: ;- ~ . -- ' .. - : . . . : . .' -

Con objeto de estudiar el transp~rte en condicion,es ,fa~orablespara la ,entrada y cierta 

acumulación delpotasio dentrod~ las células, s~ agi~gó al medi~~xtracelularIOO µM de 

KCI. 
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.. A pH de 6.0, como enla ausellci~ de K+ añadido, la ~epa silvestre mostró transporte de 

K; aproximadamente a los 2 mill despuésde la adiciónde glucosa aÍ medio; iránsportando 

hacia el interior alr~dedor de.20 ~unolasde K': extrac~lular (Fig~ra 7a) .. En .cuanto a las 
' ' . . . , 

.· - . -

mutantes, de nuevo parece rep~tirse el pairó~ yá descrito en los experimentos ~in la. adición 
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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 mi, se 
inició el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se agregó 50 mM de 
glucosa, con la finalidad de energizar las células. El potasio se detectó mediante un 
electrodo específico para este catión. 

de K•; si se comparan las mutantes individuales de Trklp, Trk2p y Khalp con sus 

respectivos controles con el gene, se observó los siguiente: 
. ' . . . 

• No se observó transporte alguno en las cepas carentes del Trk 1 p. 
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La ausencia de Trk2p no modificó sustancialmente el transporte observado. 

• La ausencia de Kha 1 p tampoco modificó el transporte 
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Figuro 7. Transporte de potosio de los cepos Fy833 y los 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; más 100 µM de KCI), para un volumen final de 10 
mi, se inició el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se agregó 50 mM de 
glucosa con la finalidad de energizar las células. El potasio presente se detectó mediante un 
electrómetro específico para este catión. 

Los experimentos con la adición de 100 µM de K+ se repitieron también a los pHs de 

4.0 y 8.0, y los resultados son sem~jantes (Figs. 8 y 9); es decir, en general, sólo desaparece 
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--__ --.7- • 

el transporte en ausencia de Trk 1 p, y la ablación de Trk2p y/o Kha 1 p no parecen modificar 

el fenotipo en cuanto a este parámetro. 
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Figura 8. Transporte de potasio de las cepas Fy833 y las mutantes a pH 4.0. Las células 
se crecieron en medio YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr. Después de colocar el medio de cada 
experimento (ácido tartárico-TEA 2 mM, pH 4.0; más IOOµM de KCl}, para un volumen 
final de 10 mi, se inició el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriom1ente se 
agregó 50 mM de glucosa con la finalidad de energizar las células. El potasio presente se 
detectó mediante un electrómetro específico para este catión. 
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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; más J00~1M de KCI), para un volumen final de JO 
mi, se inició el trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se agregó 50 mM de 
glucosa con la finalidad de energizar las células. El potasio presente se detectó mediante un 
electrómetro específico para este catión. 

El bombeo de protones. 

En los resultados de las figuras. 1 O á · 12 se muestran los registros de pl-1 cxtracelular. 

seguidos con un electrodo de combinación para pH .. Los trazos se iniciaron con. el registro 

del pH de la solución (líne~ base); ci~ el~i:di~ ·a· pH 6:0 (Fig; 1 O), al momerito de la adición 
·: ' ~ :.: <·, ·"/·: ~ :: -·.?f:·,:·:<!/ -~> ~;t;}:,-. ·. ~f.·~:~-._·-,¡~~r::·Y}::::·. ·<:·.:>- -· > .:'.:~ _,.: : -- · -· , -··._, 

de. las. células de la cepa silvestre,::(Fig'.'JÓ.á) :~e. observó una alcalinización. del. medio, 
,, -':~ - .,..-· ;~~x:'~C::1.'·-~~~t'":=<. -~~~'-=::,_.;-:;~_e-,·<·. - ' "•. . - - - e_ -

seguida de una pequeñll recup~~~¿fón }'.llna estabilización del trazo. Posteriormente, al 
• - ,-_ • - ·, -.:;··· , __ ,_,';J ,,_ -...·.- ' ·•. -, • 

agregar glucosa al medio (d~sp~és d~ 2 ~· J lllin) se observó una acidificación (trazo hacia 

rrE"'r0 r1n·· l ~·0.u.l -.1. ~I 
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Figura 10. Bombeo de protones al medio por las cepas Fy833 y las mutantes 
obtenidas, 11 pH 6.0. Las células se crecieron en medio YPD 18 hr y se ayimaron · 15 hr._ 
Después de colocar el medio de cada experimento (MES-TEA 2 mM, pH 6.0) en la cámara, 
para un volumen final de 10 mi, se inició el trazo de lectura y se agregaron 125 mg de 
células. Posteriormente se agregó 50 mM de glucosa, para energizar las ·células. Los· 
protones presentes en la cámara se detectaron mediante un electrodo.de pH. · 

arriba) que continuó por lo menos 5 minutos más. Este trazo se utillzó. para cou'-ip~rar_ con 
-,.;:_:,:· 

,. ·< ··.'.,<.·f._"·> . ·," ... ~':/', ·=· .·- ."'"-. ·_ .. ··->." . : ··+ . 
todas las cepas mutantes (Figuras 1 O a, 11 a y l 2a): (;orno se esperaba, y dado que la H -· 

A TPasa debe vencer la resistencia de. la. concentm~;~n d~'.10~' prótones ext~.:Üos/ (Péíla el 
- :-.::· <.-··::: _. :~.' :~::: '-~~>: ·'~)~' -->·:~~,'. .. -.;.::~~~~;.'· ·:-~{;:;.:·., :_'./::;,_~<:_:/:;-~; .. ~; :.:»_· __ >)~>:: ~ .:."~:5;:'. .. <;~'.c._,·" :· .... ~ ·.·_:'_'_ :_ .:.:·, 

al., 1972), el bombeo aumenta a .medida ·que .• aUmenta· el pH; No obstante; en las tres 

condiciones, (pW4.0, 6.0 ; 8.0), s~'obs;rvó u~ •pat~Ón semejante; que consiste en lo 

siguiente: 
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Figura 1 t. 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 (ácido tartárico-TEA 2 mM, pH 6.0) en la cámara, 
para un volumen final de 1 O mi, se inició el trazo de lectura y se agregaron 125 mg de 
células. Posteriormente se agregó 50 mM de glucosa, para energizar las células. El registro 
de los protones se registró mediante un electrodo de pH. 

El bombeo que normalmente se observó con la cepa silvestre disminuyó 

sustancialmente en la cepa '1trkl, aunque no totalmente. 

• Aunque en. el estudio del transporte de.1 K+, en especial a pH 6.0, el transporte 
. ;·.. . '. ,. . ':. 

desaparece al élimi.nar Trklp;'no sucede.así con el bombeo de protones, pues aún en 

.·ausencia de esté tra~~~()'~adir\líf u~~t:~be~'.i~ntb;de prot:nes al agregar glucosa. 
i, ·~ -~·:·: ~'. <' . , •:¡ . ' - ' 

Si bien laclimfnh~i6;;clciTrkZp~~1f~ét~·,sílv~síreno nlodificó el bombeo, al tener la 

doble mutante deT~klp yT~klp ~í se ~bserva un efecto aditivo en este 
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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 e'xperimento (bicina-TEA 2 mM, pH 8.0) en la cámara, para un vo_lumen 
final de 10 mi, se inició el registro y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se 
agregó 50 mM de glucosa, con la finalidad de energizar las_ células. El registro de protones 
se siguió mediante un electrodo de pH. 

,, 

parámetro, de modo que en las mutantes carentes de Trklp y T~k2p_-~e<almtió por, 
' . -.. . :.· - ' ,. - .. - .,, -· - ... ¡- ': ','. .f.,' ,·_·· 

completo la acidificación del medio, á ex~ép~ión; de lo obserV~do a pH B.o; ~n donde 
< ·-::;' ·' ._.".;._·:..::<~~~--\' "~~--- --""-' - .:." __ ,· .. _ ~'-·'-', '.. -,.;~·-;:;.;-- :,~:-.-.':-:_ -·-=/-'.::·,_:-· :::-;, .. -'--·,;-.. ,--< 

todavía se observó una acidific~~ió~· reriiá~~ní~. ~iín':~n ¡~ mut~nt~: triple c'fig. : l 2g). 
· - . -_· >.-. ·· -"'..:·-::.< --?;\·.-·:,.\<;~!::-.-:,:)~;_;-._.·;;(;:;>t:J:~\_:'_--f·: .. ,:-::F~-; :'·'.'.'-~\<- }}:~:,:{:/_~~~i,:::·:;;X--':··:".~~.:):· .. : <·:·:. , , ·; . 

Inclusive, apH de4.0/la éliminación deTrklJ1'ocasionó;0 1uego dé la'adición dela 

glucosa, un valor constm;ite"delpH deÍ. medio, n1ientras que en las mutantes en las que 
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se eliminaron ar11bos, Trk 1 p y Trk2p, se observó una alcalinización lenta pero 

constante. 
. '.~- ', -. - . . .. . . - .. ~ - -

La aúsencia de Khalp río produjo ningún .cambio en el comportamiento; nial ~liminarlo ·· 

solo, ni en combin~ción con los otros t;ansportadores. 

:~:':~-:-::-: ~:-"''; ';_:. 

Dado el ine~ii~~I~ rtiido '(~u~ ist! ()J)tie'né s¡g~i~.rid6 los cambios d61 · medio con el 

~lectrodo de ;,.,, y ~~;a '6b~~rva~, ,; estimÚlaciÓ~ del bombeo de W·de~pués ·de agregar 
. .·,.. . ; .. ·· .\'~·-'"•· ··•.::--·", ... <•" _, ', '; ."··; ' . .. -. "·; .' <'",.·. ·.-·_ ' ' • _·_, ' 

concentraciories' ~~yo~es\1~ t¡¿+·a:las'éél~las ,múta~tei,se. de~idió ~eg,liir .. los ca~bios 
utilizandÍ> el pú~ura'<le; bromÍ>cre~<>1 ~omo iridicador de µ8 ;xte!llci. E'ri un~ celda se , 

.. "- -· .. - .'/ - , . f' .. - - . ,·,, ,_ -,· ·1:·'·,··:¡-1•",,, ... ,.·.,- .... · .-

colocaron· las c~lulás ·en Üll arr;cirtiguador MES~TEA pH 6.o; 2 niM;}násiel. iridicádor de 

pH; los cambios de la absorbenCiá se siguieronde 494~587 nm,; en:un espedrofotÓmeÚo de 
-- .. > ! -_. . ·. \,'."~ ;·:·.>:.: ;- .. 

doble longitud de onda. ,.,. .. t .... 

rn inicio de1 trazo .. de ía e.epa' silve~~re ~efea1iió sfn l~~:i~i6Jó¡, ~e ilg!Ücos~·;µ·ara 

::::::i:~~~l~f ll~~~~!~f ~i;f l1t ;~f ~~t:~~ 
glúcosa, se estimuló el .bombeo·. de H ; que decayó'ligerámente con el tiempo: Diez minutos 

. ~esp.u~~ d~ inic~a~~. ~¡Ji~~· ,~·~ª~~~~Ws~~~~~,~'.~t~ój¿~'~.:~i~~ia·.~isrri;~üJi¿~ ·~~·1 ·~H 
extracé1u1ar, · · áriaréniemente~pó(algÍín ~~recto a~. ~~ci~i¡fióíl,.ci~1'. í«:,~ c~Ee1 ~é~l~~anie; 

· .. ·.'( : ·<~/·:·. -.: ~,,. · .. : -.---;.; .. ~;'. ::;~::r:---\~:t~_='~ ·~·-T:; ::;-.\'F:~~·_·/~;:l·~;~':--;~~';:::~:;~~~: ·. -\·~r<~~---· .,_~~--: 'f;:_,, .. , .:--:·.:_1-·:.-- -. '. .. J. ; :<\. ·:.~>::: ->· :::::,'-., ·.; .. ~ - \' 
Partiendo de este nuevo .valor inicial;'.el ,bombeo .de H • volvió a estimularse; y la curva de 

aé.Ídi flca~lón, rápid?~~' ün 1ri~~·;~fa~'. f~ ·:cl~~i~~'.~~~.~~ ~I . ti~m~~:. E~t~ tf~~o se empleó 
-~;_." :;.:.' «•,:/:;-'.,; -~ ;1;<~ ' ·» ·,· 

como .crintrol para poder comparar con las otras cepas mútáníes (Figura 1 Ja); Los cambios 
-.. -.. _-_,. -·;· . .,, .... - ·._ - ..... -., . . -: . ·,, 

n;ás relevantes son los si~ui~nt~s: ;:. 
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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 púrpura de bromocresol Las células se crecieron en YPD 
18 hr y se ayunaron 15 hr. Se agregaron 25 mg de levaduras a una celda con MES-TEA pH 
6.0, 2 mM, más púrpura de bromocresol (4 µg/ml de concentración final) para un volumen 
final de 2 mi. Al avanzar el trazo, se agregó 50 mM de glucosa para energizar las 
levaduras. Posteriormente se agregó 50 mM de KCl para observar los cambios del bombeo 
de H+. Las lecturas se realizaron de 494-587nm en un espectrofotómetro de doble longitud 
de onda dual (DW2, conversión Olis). 

Como se esperaba, el cambio del pH al agregar la glucosa es más. lento en la mutante 

sin Trk 1 p, tanto sola como en . distintas combinaciones: Sin embargo, con·' estas 
' ... ' , .. 

concentraciones de.K+ (50 mM), la adición delcaÜón:prod~jo Ün au~enlo importante 

·en el b6mbeo d.e.·_-~rii6ne_s.·_: .•.. · •.···· ••·,.·~··•.·'.'/f. }'.;~.·: :;,\'.j~;: ···.: .. :·· •:: 
·/:··.···. ._:;:· "< .. 

• • Llama la atención. tambié.n que en las m'utántés en que no están presentes niTrklp ni 

Trk2p, al agregar 50. n1M de' KCl de 't~das formas se observó un aumento importante de 

la acidificación. 
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Determinación del pH intracelular. 

La estimación del pl-1 intracelular se realizó empleando piranina introducida a las 

células por medio de electroporación. La electroporación se realizó según se describe en 

material y métodos. Las células cargadas con piranina se colocaron en un amortiguador 

MES-TEA 2mM, pl-1 6.0; y con elempleo de un fluorómetro, se midió la fluorescencia de 

460-52011111. De ésta se calcularon los valores del pH mediante la ecÚ~ción de Henderson

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

luego de la adición de KCL .·· .,' ·. . _ .. , '.'' ·.' 

Los trazos de. la Figura I4, ~Üéstran .en su ~alor inici~I uJa líne~ base de pH·interno .. :. 
característico para cada ~epa,•que mostró Ún au~ento lige;ü;:iuego :ele la adición de la 

·;. :< .; .:._ ~·::·; ·- ,:~·;,;~=· :·. '.:.:~~-:\~ .,, ~.~:( >:,~:.'.;~: ... ,,:};:.:·.->~/~:/>'.~·~~(: ;-: ~::·:>:-~·/z/-:_ ·'.-; ;~-:-·.; ~ -~> ·-::. ': 
glucosa, y un aumento. mucho más rápido al.agregareI K ·'En.el .trazo de la cepa silvestre, . . ·-~-- . - - . - -~ ----- - )• - " - - -:: . -

. inmediatamente ·d~sp~~s de ~e;_~~~~~~K~1fü~~?~~rá,f!<l~;.se.~b~hse.ec:ó.~~onfiC~.ºtras· cepas 

(Peña y col s., 1998); una addificaciÓn peq'ueñafpasajeni\1et interiOr célÜlar} seguida de un 
• -·-;:. · .. .' . ~-:~.~ -. ' .... :,, - -~ .. :~!. .. :'{';;·<:~;=::~. -;-. ·)-' .. ,'.' ·.'~1·_.:· ~~~-~:~::·:·,::··;::··.: .. "~-.o:;: :~·-('... '. .''.'.:' ' ·. " 

aumento ligero del pH.AI agregar el K;;se.observó un aumento rap1do del pH, que llego a 
.- ... - /· : ;!. '.. ,,_ ' "~ ~ -:·-~-.;·· 

un valór estable alrecÍed~r de 6.z. Est~ tr~Z'o ~~;cdo'fuparií'c~'ii.~"~¡;ntr~Í e~p~rlriierital, con los 

de las mutantes consti-uid~s. Los datos. más releva~tes de estos e~ped:nentos son los 

siguientes: 
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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 electroporadas con piranina (a un pulso de 2KV, 25µF y 200Q) y resuspendidas al 
50% en H20 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 mi. El trazo se inició agregando las 
células ante agitación constante:· Pasados 60 seg se agregó glucosa 50 mM. Posteriormente 
se agregó KCI 50 mM. ·· 

El aumento producido'p~ria'ádición delKCI fue menor en todas las cepas carentesdel 

transportador Trkl'fi,: indepe.ndientemente de si está o no presente Trlc2p (Fi{14:a, d, e 

y g). 
:· .. :~:_ ~ ::·~:<·:_. . .. \., -.. 

• · Aunque en la Figura l4(b; ~.Y t)'.lasmutantescarentes de Khalp y Trk2p mostraron un 

·menor au~cnto clet~J-I·Í~te~o ·(~n rc.lación a la silvestre) al agregar el KCI, esto no se 
' - ' '- .. :...-··- ¡ ··-

•··.repitió en otro~ hxperini~ntos. 
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Las diferencias del pH inicial que se observan tampoco son reproducibles de un 

experimento a otro. 

En relación con estos ex~erimentos, es n6ri~~~rió señal~r i~Jr¡bién qu¿ ~,·~lferenciade la 
\:,;, .· . .:¡.~·.r : . , :·-~\.'< -. ·' 

cepa empleada por Calahorra· y cols. ( 1998),' en· esta . cepa de; levadurá:•des'pués ·de· la 
:-:\~ ·.. - - :'!•-- ~·,.-~'.'.:.,~~· ··"··, 

electroporación, la pi ranina no se ~cumula '6,; fa vacuo la; n~'~bstaíúe'qúe se le iñcube en 
·<' .. . ,, -:1 . ' . ' 

presencia d~ .glucosa o de glucosa más ¡(+, E~to se v~rificÓ ~bs.ervandoias células al 

microscopio, de modo que se tiene la seguridad de qu'e el pH que se mide corresponde al 

citoplasma. 

Estiínaclón del potencial de membrana. 

En la Figura , 18, .:se~ esH~ó ~I potencial de membrana, empleando a la 3,3 ' -

diprópiltiacarbocianiÍm; oDiSC:(3); colorante que se distribuye siguiendo la formación del . ' . . ' - ," .. .---,~ : ·" . . : '.~::- - < -_ ~ ' . 
poiencial de membrana y ~n las co'ndi¿iones que se utilizó aumenta su fl uorescenCia a 

medida que aumenta el t.'P a ~J~~s;:clos deia membrana plasmática (Peña y coÍs., 1984). 

Los cambios en la flu~reséen~l~ de ~~te compuesto se siguieron a 540 nmde ex~it~ción y 
. . , ":~~. . , -~ -· . . . . ' <' .. '~·'' -

. .-... ~:< :' ::·-· .-~-> . 

590 nm de emisión imun esp~c:trofluorói:nétro. ;,·::.·- -

: • . .., :'.-·. ,,· ''><•' ».'. • --· :" •• • .. ; ; • - • ·:·~· • --.~: :· •• .¡:.: --·. ·' \ .. 
En la celda que, conten,I~ Ja Tezcla de incubación, se agregar~.i:i,Iascél_ul.as de la cepa 

silvestre, dejándolas· incubiii'.pJrd~~:miri~to~antes .• de···llevarla~'al'flüoiólTI~iro.:•L~ego,··al 

:::.r: ·,:~~:r~r~r·~.:r~~~if ci'°1f E::~;~1i~l~·1TJ:: ·~ 
colorante. El potcriclal deni~inbr~nagen'er~dop;;:1a actividad deláH+~ATPasa,~e abate 
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Figura 15. Estimación del potencial de membrana de la 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 fluorómetro se agregó: CCCP 10 µM, CaCli 100 µM, glucosa 50 mM y MES
TEA pl-1 6.0, 2 mM, para un volumen final de 21111. Se colocó la celda en el fluorómetro, 
con agitación constante, agregando 25 mg de levaduras e incubándolas durante dos 
minutos. El potencial de membrana se estimó agregando cianina 0.25 µM. Posteriormente 
se agregó KCI (50mM) para observar el abatimiento del potencial de membrana formado 
inicialmente. La fluorescencia se siguió en el tiempo a 5407 590 nm de excitación y 
emisión, respectivamente. 

en buena parte por la adición de K+ al medio, y el trazo muestra una disminución de los 

niveles de fluorescencia. El abatimiento del potencial de membrami cle las .célUlas de la 

cepa silvestre, lleva los niveles. de fluoresc~ncia a cerca cle la i{.¡úad ·;~el ~alar máximo· 
' ' -~ ·,:-,., .:~; ,'; - .'¡'-," . ' ' ' "~'; '', ' ' 

inicial (Fig. 15 a). Los resuhaclcís'd~ las é~pas'iii~i~ntes'~e ;;;-uéstr'iin ~~ l~~· Fig~. 15 'a 17, 
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Figura 16. Estimación del potencial de membrana de la cepa Fy833 y las mutantes; 
pH 4.0. Efecto de la adición de K+. Las células se crecieron en YPD 18 hr y se ayunaron 
15 hrs. En la celda del fluorómetro se agregó: CCCP 1 O ~1M, CaCl2 100 µM, glucosa 50 
mM y ácido tartárico-TEA pH 4.0, 2 mM, para un volumen final de 2ml. Se colocó la celda 
en el fluorómetro, con agitación constante, agregando 25 mg de levaduras e incubándolas 
durante dos minutos. El potencial de membrana se estimó agregando cianina 0.25 µM. 
Posteriormente se agregó KCI (50mM) para observar el abatimiento del potencial de 
membrana fommdo inicialmente. La fluorescencia se siguió en el tiempo a 540? 590 nm 
de excitación y emisión, respectivamente. 

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

resumirse como sigue (Figs. 15 a 17): 

Las mutantes en que se eliminó el transportador Trklp nci mostráron l~'c!i~'minúi:ión del 

potencial que se observa en la ,cepa silvestre al agregar K+. En particular a pH 8.0 (Fig. 

17, a), la sola ause'nciade Trklp parece dejar todavía lugar a una disminución del 
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Figura 17. Estimación del potencial de membrana de la cepa Fy833 y las mutantes; 
pH 8.0. Efecto de la adición de K+. Las células se crecieron en YPD 18 hr y se ayunaron 
15 hrs. En la celda del fluorómetro se agregó: CCCP IO µM, CaCli 100 µM, glucosa 50 
mM y bicina-TEA pH 8.0, 2 mM, para un volumen final de 2ml. Se colocó la celda en el 
fluorómetro, con agitación constante, agregando 25 mg de levaduras e incubándolas 
durante dos minutos. El potencial de membrana se estimó agregando cianina 0.25 µM. 
Posteriormente se agregó KCI (50mM) para observar el abatimiento del potencial de 
membrana fonnado inicialmente. La fluorescencia se siguió en el tiempo a 540~ 590 nm 
de excitación y emisión, respectivamente. 

potencial al agregar K\ probablemente por la vía deTrk2p~ 

• Hay sin embargo una pequeña dismi~uciÓn, del ~citeA'cial ial agregar el K+ , que . ~·-", . ··'· -- . . .-

desaparece en la mutante en la que se eli~inÓ Trkl p ~,~rf2p, Íricluyenclo, desde luego a . -_ - ' ·-·- .·-·- - .- .... · __ ._, - . - --- .. 

la mutante triple (Figs. 15 a 17, <l) g). •' 
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• 

• 

La ausencia de Kha 1 p no cambia de manera importan té el fenotipo respecto a este 

parámetro a ninguno de los valores dé1 pH estudiados. 
- ' - . 

Aunque no de fo~a éonstante,' las ·cepa~ en las que se eliniinó Trkl p mostraron la 
, .. _ .. ·· -. - .. . .-

instalaCión del potell~ial :de manera niás nl~ida, lo cual. se esperaba p~r la ausencia de 
- ·;· .· .·' .:;·,,, >'->·:-.'~·:. 

una v1a de entrada del K: . .' 

Parámetros clnétl~~s d~I t~ansporté de 86Rb +. 

Los experi·~·ellt,~s' ~e transporte,· de K+ r~alizados mediante el uso del electrodo 

-.·. -. : . ~- :·. ·-- . ' .-·~-· - . · .... ' + ' - ' -
específico •. d.ado. que llliden la conc,entración del K. extracelular .• dan información sobre el 

balance entre la entrada y Iá salida'<lef ~atión, de manera C}ue se requidre co~o ,dato 

adicional conocer el valor de la elltradá neta del catión a diferentes valores de pH~ Esto se 

logra en experimentos a tieriipos'liorto~. inidiendo la. entrad.a' del ~6Rb+, ~l1á10~0 d~I K\ que 

el transportador reconoce con una ~finidad semejan!~ para ambos cáti~J1e~. Alhacer los 

experimentos con concentr~Ciones variábles deI catión,. es •. ad¿Ínás ~~·sibl~ obtene~ 
información sobre la afinida'd velocidad 'máxima del o los transportadores. Los resultados 

son los siguientes (Tabl¡6j: 

• 

Para la cepa silvestr~·~~ ~~!Jvo u~ auin~llí'ode I~ y~ .. y~na disminución de Ía K.,, de 

manera semejante a loré~~~~~o p~r ~;tr~ng ~ R~thstein ( 1974 ). 

Para l~s ínut~ntes ~ri~~J~·~:· ~¡'¡~¡~{ T~~l p,:n'ténJfao~ genefal~s. di~íiiinuyó. lá V max y 

. aumentó, el .v~Ío~ el~ ia K~;: a~1J~;,;;s-2,~.l~r~~ ~Ü~nti~~¡¡V~s deb~l1 toinars~ ccm reservas, 

··debido a que siendo l11uy bajos: l~~'~a!Óres del t;~n~borte; la dispersión de los datos es 
.- ; ; .. •' -.-~"' 
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• Las cepascarentes, de _Trk2p no ,niostraion diferencias importantes respecto a la cepa 

silvestre, ni aquellas en que el transp~rt~dor se' elÍminó simultáneamente con Trk 1 p .. 

• Tal vez el dato más im·p~rtante es que la eliniinación de Khalp produjo im aumento de 

la veloci~ad máxiri;~, ya se~ ~nla muta~tesimple o en la mutante &<ha/-.d;rk2p. 

Como ya se señaló, los ot;;s datos de.ben tomarse con reserva .por. la di:~persión de los 

datos. 

pH 4.0 

FY833 .dtrkl .dtrk2 &/la! .dtrkl- .dtrkl- &/la/- Triple 
.dtrk2 &/la/ Lkrk2 

Vmax 0.157 0.127 0.161 0.148 0.119 0.107 0.233 0.148 
Km 0.829 5.070 J. 191 0.883 2.631 2.724 1.114 5.307 
R• 0.948 0.943 0.994 0.916 0.857 0.968 0.971 0.924 

pH 6.0 

FY833 .dtrkl .dtrk2 &/la/ .dtrkl- .dtrkl- &lial- Triple 
.dtrk2 &/la/ Lkrk2 

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 
Rz 0.963 0.780 0.972 0.987 0.833 0.941 0.992 0.846 

pHS.O. 

FY833 .dtrkl .dtrk2 &Ira/ '1/rkl- .dtrkl- &Ira/- Triple 
.dtrk2 &c/ral .dtrk2 

Vrnax 0.212 0.177 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. Parámetros cinéticos del transporte de 86Rb +,caracterizado a diferentes valores 
de pH cxtracelular. Vmu (nmol/mg/min) y Km (mM). 
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DISCUSIÓN. 

De los experimentos reálizados; a pe~ar de que la~ distintas cepas sufrieron la abÍación 

de uno o varios de • 1os principales · g~~es·I~~Úcados en el transporte del.· potasio; el 

contenido del catión en las .levadu~as cultivadas bajo nu~stras condiciones es esencialmente 
' . . 

el mismo, independientemente de.·1~\:c~ndiciÓn···en que se estudiaron; es decir,· recién 

obtenidas del cultivo, o después de ~n ayúno de.15 horas. 

Rodriguez-Navarró y Ramos Ó 98'.i),~es~l"ibieron un sistcmadoble para el transporte del 

K+ en S. cerevisiae, un~ de baj~. y ~tro:cle ~;~a afinidad. Gaber, et al. 1~88, a partir de los 

datos de Rodriguez-Nllvarro, clorió el gerie TRK 1 y lo eliminó de una cepa~ describiéndolo 
< • " < • t • • • • • '~ ,",•)O~·: • > • "• • • - • • •• e ' 

como el responsable d~la aÍtállnriiclad ~~I transpOrte .. La'mutarite 'tJ1rkÍ::·Ka1(construida 

en este trabajo; m~stró l~scáracteristicas feriotípi~lls y'á'demosi~actri~ p~~;e~t6s aJí~res.Sin 
- : ; ,' ; • • - - - . - . i:\ ·.-.. -~.-". ' •"» ·--~ ••• - • •' •• • - 7. '.' 

embargo, los.· datos aquí. préseriiados ·muestran diferenéias rii·~ri~r~~"i;1~s''reportadas. por 

estos autoresen cuanto a los .valores de la Km. Ellos reportaron ~alores dé la Km para el 

transportador de altá afinidad de 24 µM, y de. 40 nÍM ~~ra~¡I ~~, biji·adiidad, mi~~tras que 
·.<. __ ~ t".1·. ' ~- . '~; .. <: • 

n~~otros encontramos valores que fueron notablc~en;;f~~;~rJ~; q~~ ad~~~~·~oi~~i~~n éon 
L~·-· . ~~~~---"~: ·1; .. :~_;_ .:_:\).'e .~ _;,·;;_~-\f/· . " 

los obtenidos en la cepa carente del transportadorTrkip,que son del mismoorden (Tabla 
.• ~' ,;i· f.- .~J '\/· 

6): Quizá las discrepancias se deban a· 1asdi.f~rí:rÍtes cepas y a las condiCion~s del cultivo, 

yá que ellos utilizaron medios sintéticos en los que control~ron' lÍí 'éoric.~tÍtríÍción del 

potasio, mientras que nosotros utilizamos el medio YPD,q~~ coniie~e a~~oxj~adamente 15 

mM de potasio. 
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La función y consecuencias de la presencia de Trklp: 

Encontramos también que la simple ablación del gen~ r/?1d, ~s causan!~· d~l p~Íncipal 
fenotipo observado, tanto en la mutación aislada, corrio ensus distirita~ combina~iones. El . 

comportamiento de las cepas obtenidas puede res~mir~~ c~mo ~!;~~~·;/ · ' · ?.~' 
·./'--" 

• Se observó en todos los casos la disminución drásÍic~ de: lá ~~lo~idad d~I transporte, 

tanto medida con el electrodo de K+, com~ co~:6~b:ai';···: ,)¿ ·¿, ~_;.~":'·· ~: ... :\ 
• Las células carentes de este gene no m'osÍ~aron la ~~spJesta'habiÍuai a' los cari'ibÍos del 

' . - . ' . + - ,:-, ~ .-.: _·) .. ·:.-~·,::::: ~~:;·~-'~ ::\~~--~ -':·::~·~~t~-.~;:: .. ~-~~).-?>·:··-':_--':>~·::·,~-- :_ ~\:. --~: : -. - · . 
. · pH cxtracelular al agregar K_. Si acaso en los e_xperiT,~.~~º-~-~~ 1 .q~1~;,es1~;parámetro se 

midiócon. el púrpura dé bromocr~sol; se ~bsenió ~n'a ~~spJe~!~;~:~uci~d~b~{e~ ~~tiidiada · - . , -~ .. '··- . :·.::. .. : ... ·._,.- .. ~:.r·ú. - .... - .:·• -·· ·>··.::-- - ·'. ·\:._;·;~;;'··:. ,._ .-

con m~s detall~/. ;> · ' ' · , : i: < •,' ,:,1, • · • Vi:· '~'.; ' '• ·; •. , .. 

. '.;:,7.::J",f ,!}É;f,~;f~¡t~ii~ff g~~~1Jf ~~~~1~c'.J:t; 
'._.:~ .. , . ;' ;~),(' !·,~~;_.'. _;:, /·.'.,,.: .;(¿:'. '.-~;: :._.,/: ;i;{--:>f,_~::.· ~~;~·~,\~':', ::_-:'; - ~.~: ... ·' 

. {¡/ 1998) ···: ·;~~:i-- _ .,_._-_-'_·~----e,~:~;~\ L~,~:.- ···.--·-·----•·":'-:.:Í' ,;;\·'·'·' ".'i"'-l·«.,-,:.. :·;,;;--''-'·-.· .• .· ·.· .· , , .••. '" . .• /:"·'"' .. _,_ ·<'>'ºte:•.:,:;)', ,, ...... L.. '''1, 

. ::.::;·"tS~ ~;"~;::~r~~~~;if ;¡~~~i'·,¡1{~;~;~~:~'.·,~~ ,~ ~"' 
+···Todos ·esto~· ~at;s: ci'~ri~~~:~::~~~1:1~)~~~,i~~~f:·{~1f ~{'~\~?~~ii~~#if º~~~º::del . 

K. en la levadura; que es inipülsado por la diferenciádél potéricfal'elécirfoo generado por la · 

H+~J ~Pasa; .. ~'~:.tni;+bHfr:~l~~~f t.:~;~;Jf if f i~~t1~s~
1

11~~~~1to,r:.i~:1~~~~¿1~.~i;~j~'del •· 
cauon, como se· muestra en lasfigs:,4 a 6:'AI entrareste1~;; se produce:eiabat11111ento.del 1· 

• ·••·• P~~en~i~(_ :~-· 1~ .. :m~ibP~ª\~!J~~~ ~~r::A~f fr~t~~,~i~!~~~,~~J}i[~i~l1.:,t~:~:~f ~:~~·,.1~,~~r.~;.•·1a•· 
est1mulac1on de laH ~ATPasa(Seto Young y Perlm, 1991);_qu~ aumentaasl e.lbombeo de 

· .. '-1o~}Jrdt~nes;'aá~1cr~n
1

d~~I~ a~ÍcH~~acl~ri d~l'.~~dio ~(b:i~h O:~~ df~9i~~~~~1~~~i:i~~bién el 
~- .·_,,,··. . . ;¡ :"'.:< .~: ~<~'. 

pÍ1 d,el interior éelular (Fig. 14). Obviamente qu~ estos efectos desapa~eccn eri ausencia del 
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gene y de su producto polipeptídico respectivo, como se observa en las figuras señaladas 
. - . ' . -

para las cepas en las que se eliminó este gene. Es interesante señalar que hasta la fecha no 

exlstian estudios completos de todos estos parámetros en las cepasenque se p~odujo la 

ablación del gene, sino simplemente la medida del transporte del K+. 

El papel de Trk2p: 

En términos generales, y de acuerdo con nuestros expl'.rimentos, :Trk2p no es un 
. . ' . ,' .- - >: >· : ... ."):: -~·-·,:-, ·.: . : -

transportador esencial; al menos en nuestras condiciones no, tuvó. ningún' papel relevante, ni 

ánte su . ablación aisl~da en la 'c¿pa sil~~stré, ~i '. eri)~~i];IJi~aciÓri con .los otros 
r-': :~;..,, :\~' ·.- -~.: .' ·-

tra'nsportadores, pues su ausencia no produj~ rr:~ycir~~ ~f~~¡¿~eri Íiini~rió de los parámetros 
; .. . + - ,. ·-.' ~'--~-~->"::¿,e_,_. __ .,_'·\~--.-:.:;;.~~).,,~~-'.~ .. '~,-\-: .. . . ·:· 

estudiados: transporte de K ; bombeo de proton,es aie)(!~nor; cambios del pH mtemo de las 

células, cambios de la diferencia de pci{~~é'i~1 ~~ lii·m~~briina plasmática, ni en las 

constantes cinéticas del transporte del 86R1/: 

El papel de Khalp: 

Los resultados de la eliminación del gene KHAI en el fondo genético de FY8J3, son 

diferentes a los ya descritos por Ramírez, et al. 1998. N~esiros ;~su;lt~do~ múesir~~ qu~ la 
•: -·· : ; ·--~' .. ~ .'~-- -; ;- _.; -:, .. 

eliminación de este antipcirtador no afectó la r~&iil~cÍón d~ I~ ~·alid~ d~l Ki-;de lá ~éÍ~la; esto . 
; . . ' , "· . • ' . • . -.· - . ··e,:..·~ . . - . J • • • '• • ' ' •• 

.. ~ <.'· -~ , : '·\'·-~ .:-:.:::,:-:·_::r:;::. ··-·>::: _:<>i:> /f.'.:';\~'":~~-- >.':~-; > .::/,'~:--::·.:<.:X .. y.~:~ ··:'. :- · + 
se muestra en las· med1c1ones d~ K 1ntracel~lar•y ,d~l ;reg1str: •con' electrodo.· de K . 

Tampoco Ia ausenciade,~ste ge~~~re~;Ó.,;rirJf i:::~,~~~1~iiói)~íZ~~·:~fi'~~:i~i~~d:~n1a~.·~s·· 

.. ::tz .. :.,:1:;~; •\!ij~E:;~rt'1t~?J.;~;~~~f ~J·:tt,:~::~.: 
elin1inado el, gene a~ TRK2. Ambos resúltadó.s se. comprueban. con la mutante doble 

·.&ch~/ ~L1trk2, que p~~senta una respuest~ fisi~lógica si~ilar a. I~ silvestre .. Los ~rectos 
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observados antes, se deben al fondo genético de la levadura utilizada (R757a.), incapaz de 

sintetizar suficiente uracilo, que, no parece estar en cantidad súficiente en el medio YPD; 

Aún si se le agrega al medio, las células de la cepa silvestre muestran una capacidad 

insuficiente para bÓmbear protones y t~ansportar el K+, que .obviaine1~te s.e ;eéÜperó al hacer 

la interrupción d~l ~e'ne KHAJ corÍelgenede.URA3. 

En, este, trabaj<!>s~ eri~~illnS, ~ue ,la, rirese.néi;"·d~l, gene,. KÍ-IA ! • no• es eseri~ial, y, su 
]•._,, :,:.': ;:,·< '.'.•i': . "' ~"~-: : '".,;·.;· .. ,-.· .. ;·~\_-···;·;;.:.;:; 

ablación no pr~'duj~,caiÜbiosimp&rta11tes:en 61.fu~cion~hlie;~to?~ '.ªs~él~I~~.Ninguno de 

los parámetros~~tudia~~~~~~t~~ ca~bi~s~ig~ifi¿~tiv~~.: ~i;~~~j~·ídpB~' q~~ ~e ,eliminó 

solo, ni 'en ~o·~~i~~~ióX~'c~iJ\J{ot~i2~~~/c) b'i~J ;~~¡;~¡~,l~;g~~~~~ ~~e pÜede ser 

~usiituido por ~'tr~,,¿s~ ~~~~{· ~~'se~Ündirio :~~ ¡¡~,fi~i~lci~fr ·~~ciÍ~;,le;:dlirá; En algunos . . ~- ''·.~ 

,•ex!lerimentósp~eli111il1á~~; r~~Úzado~ pó~ J. R:a;,';1~.~z ~ri~tiestrctl~b~ra\Ó~io; marcando el 

transportador con la proteína ve~de nuoresce~t~.·~~~¿~~"~X\~~~liz~rsi en la membrana 
: ~- { :--- ' : ' - . ' -

plasmática de las células: 
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CONCLUSIONES 

• 
- . ,- -- . :-. --:.'. . -·._::-: .. "·+· >-' :;'-. :'. . . ' ' ' 

Trk 1 p es el principal sistema de transporte para el K en la levadura; y su presencia es 

la principal ~esponsable de los ~fectos e~~erados de ~~ actividad, ~especto'al mismo 

transporte del ioll potasi~, los cambi~~ d;¡;~~:l meclioyd~I Í~t~ri~r d~\a cél~la, así 
' '. . . ' ,. - . . . .. ' . . ,. . - ._ ~ -, ; ·-. ~ . . -" -. -. / - ~. :;,• . - . 

como de fa cfifere~cia del potencial elé~tri66 de la m~~brana:\ .• · .. ' ... 

•. Trk2p,, bajo estas condiciones de estudió, pare~e ·l~1.~r ··~~ · ~~~e'1 ,~.~c~~dario . en el 

trallsporte del K+; aunque debe t~mar~e en c~~nt; 'el tr~baj6' de R;iTios y'cols: (1994), · 
:.,·:··- '·.'·'; 

que señalan que ~ste transportador pu~de p~~s~ntar u~~ ~od~r~d~ ~finldad por ei K+. 
' . . ' . . .. . ... ~- ' - ', ' - ·.' " ' - ·-, . -.- - . . -

• Khalp parece no tener una función e~enCial~~:la lev~du;a, ~l ell~itrinsb~~e ~el K+ ni 

en la regulación del pH. 

62 



PERSPECTIVAS. 

Dado que se ha descrito también el gene NlfÁ 1 como un int~rcámbiador ~atión/H+, es 
:·- ·' .. ·.· 

necesario estudiar sus mutantes, tanto ••· eliminá~do10· -por : serárado·, ·como 
'' 

simultáneamente con KHA 1. Es ~ehesari~ inve~tigar si aÍnbos ge~es ~e complerrí,entan, 
--.¡~·· -~\' ·;:~ 

o tienerl funciones vicariantés; esdecir; si Ja ausencia de u~·lo es comp~l1sada pÓr el otro 

º no. 'yr·· I' 
Existe también el gene NXPJ, que áunque se describió localizado en el interior de la 

célula y no en hi,~1éri~br~~~ ~l·~:mática, podría tener alg,ún papel e~ la ;egulación del pH 
,• >,. - • ·• ·' '· ~<· -.>1'' - .-_ - -. ·. ; ' -

interno de lá levadura.'· 

• Esneces~~ioco~\pJetár lo~ esti.rdios.del gene marcado con la proteína verde fluorescente 
_ .... --. -"··- .. -. , -- - ., ' 'Y· r.·· . . ., -

para defl~ir:sJ1~salii~ción .. 
"~.' , 

Pudiera\ se( rie2c~arici''• ~bten~r. mutan_tes en las cual e~ se elllllin~n los tr~s ge~es 
·'-'.:' :: _;'•;:._-' 

' planteados como pr~sí.Íntos iinplicados.en. la regulación del pH ·interno de. la· levadura; 
- - - - ' -.. - '•' . ':-!; . . ,,·- '" - - ,_,,_. '·- ;- .: -: -.~· ~:,-, . - ~ - . - . .. . . . "··.'-- - .-. . . . ~··. '. ' - - ' . ,_. ,, : 

.sin quc'..ª1ª·~e~!lª:~:_8.~:~t~:~:%jst'fs·~s°"".{?Af ;r-j~,~t~.s·::· _ ••. ~- e'.:>.--· .. _ •• /:.··•-· __ _ 
•, · Luego.de los estud,iosde ~amo~ ycois ( 199,4); no ~e haest,udiádola posible d,~alidad de· , 

___ Trk2p,. :~e· ~~~ú~/~utif~~~:~:H~~~J -~;·;,PifJ1f f t:~~+i~~~~~d~~~lt~'J'~~~daj:tu~ndo·., . 

• 

· las células carentes de .Trk 1 p se crci:eri e·n concentraciones bajas de 'potasio. Este mismo 

grup~ ha_ plll~i~~~º i1/í)ci~ib;Ilda~ dé 4uiiT;~;~ ··y~Tr~~··~o~~~,;~~te;~ar~eros o 
-·,. :-~;•-" ,, '•":o', ,;; ' '.i'' ' -r -"·'-'•" .. :.:~;.: .,;.,-' ,-:·;~.>· '-•' ··~\ • -. 

sistemas de más subunidadc's, que tendrían Úna fünciÓn semeja~ie,'pero no igual a la de 
-' •· -.•, ·-· •, '·--. ·i" .• ·e·.· .. ·'"·_.. -, ___ ,· -- ... 

Trklp. 

Sería interesante medir tanto el RNAm; así corno los niveles d~ prot~ína de Trk2p en 

' la~ diferente~ mutantes (con~truidas en el 'trabajo ant~rior), asi como en Ía cepa 
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silvestre, para observar sÍ la protelna en realidad se expresa o regula de acuerdo con las 

nuevas condiciones de ausencia y presencia de genes como TRK I, KHA 1 y NHA 1. 

Queda finalmente por estudiar la regulación de los genes del transporte, que comparten 
' . ' " ; : . ·: '. ' ·; ' . 

la propiedad de co~ta~ ~on un extremo carboxilo intracelular muy largo, aunque algunos 

experimento:s:'·pj~iimiri~res · realizados por Sychrová (no publicados) indican poca 
' ;· :,,·: ;.:.~> >>:' 

influencia dci'esié fragrnento en mutantes en las que se expresó Nha 1 p sin esta región de 
. \' .. 

la proteína; ,. :· 

Hay ·propuestas de ."que . _la vacuo la desempeña un papel importante durante la 

homeostasis del K+ y del pH intracelular. Sería necesario desarrollar nuevos métodos 

para destacar la importancia de este organelo durante la homeostasis de ambos io_nes. 
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