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RESUMEN

En la levadura, el K" entra a través de dos proteinas, descritas como de alta y baja
afinidad, Trklp y Trk2p, respectivamente. Ademds, se ha propuesto que la salida de K* estd
mediada por un canal i6nico de K* (Toklp), y dos antiportadores (Khalp y Nhalp). Se ha
encontrado otro antiportador K*/H*, Nhx1p, que pudiera permitir a la vacuola almacenar
grandes concentraciones de K. Dado que la regulacién del pH intracelular puede estar
relacionada con el funcionamiento de todas estas proteinas, se estudiaron mutantes simples
o combinadas en estos sistemas, empleando dos cepas con diferente fondo genético (FY833
y BY4742), para definir el papel de los intercambiadores, tanto en el transporte y

acumulacién del K*, como en la regulacién del pH interno de la célula.

Encontramos que los genes que codifican para estos intercambiadores catién/H" no son
esenciales para la célula; al parecer, juegan un papel secundario, o bien concertado, tanto en

la dindmica del transporte de K*, como de la regulacién del pH intracelular.

Las mutaciones simples o combinadas de Khalp y Nhxlp (en particular la doble),
aumentaron la acumulacién de K* asf como la actividad de la H'-ATPasa, que pudiera

favorecer el aumento en el transporte de K* hacia el interior.

Un efecto aparentemente adicional de la eliminacién de los distintos genes, ademdés
presente en ambos fondos genéticos, fue un aumento en la actividad respiratoria al eliminar
Khalp o Nhx1p, y una disminucién al eliminar Nhalp. La combinaci6n de ellas produjo un

estado intermedio, con predominio del efecto positivo de la eliminacién de Khalp.

Por ahora, es dificil explicar la correlacién fisiol6gica de la ausencia de estos genes y

los cambios en la respiracién de sus mutantes.



INTRODUCCION.

Generalidades sobre las levaduras.

Saccharomyces spp. es un hongo unicelular, utilizado principalmente en la elaboracién
del pan, cerveza, vinos y otros productos fermentados, asi como el alcohol mismo. Este
género forma parte de la subdivision Ascomycotina, familia Saccharomycetaceae;
subfamilia Saccharomycetoideae (Phaff, et al. 1978; Goffeau, et al. 1996; Madigan, et al.
1997; Walker, 1998. Saccharomyces sensu stricto tiene cuatro especies: S. bayanus, S.
cerevisiae, S. paradoxus y S. pastorianus (Broach et al, 1991, Vaughan-Martini, et al.

1993; Walker, 1998, Gustafsson, 1976; Ramos, 1999).

El primer genoma secuenciado de un eucarionte fue el de Saccharomyces cerevisiae,
publicado en 1996 (Goffeau, et al. 1996); tiene 12.1 Mb (equivalente a cuatro milésimas
del tamafio del genoma humano), y alrededor de 6200 genes, asi como 16 cromosomas.
Sélo para el 65% de ellos se conocen o presuponen las proteinas que codifican y su funcién

fisiol6gica (Broach, et al. 1991; Goffeau, et al. 1996; Entian, et al. 1999;Lewin, 2000).

El mecanismo de transformacién de energia de S. cerevisiae permite clasificarla como
un organismo quimiorganotréfico, y su capacidad de vivir en ambientes anéxicos la agrupa
como un aerobio facultativo (Broach et al. 1991; Goffeau et al. 1996; Brown, 1999, Kwast
et al., 2002). Puede utilizar como fuente de carbono azicares simples, aminoicidos,
polioles, 4cidos grasos, alcoholes alifticos, componentes hidrocarbonados, y varios

compuestos heterociclicos y poliméricos (Walker, 1998).



S. cerevisiae obtiene su energia principalmente de la glucélisis. Esta via es de las més
conservadas, presente en todos los microorganismos procariontes y eucariontes, ademés de
ser de las mas rapidas (Mathews y Van Holde, 1998; Nelson y Cox, 2000). En la glucélisis,
en ausencia de oxigeno, la ganancia neta de ATP es de 2 moléculas por cada molécula de
glucosa degradada a etanol (Peiia, er al., 1969; Peiia, et al., 1972; Walker, 1998). En
condiciones aerébicas se producen 38 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa
degradada hasta CO, y H,O (Nicholls, 1987; Pefia y Dreyfus, 1990; Amold, 1998; Wang y

Oster, 1998, Yasuda, 1998; Pefia, 2000; Nelson y Cox, 2000).

El transporte de iones.

La membrana plasmaitica de las células es la primera barrera que encuentran los solutos
para entrar, debido a su baja constante dieléctrica (Pefia, 1986; Damaskin y Petri, 1981).
Las moléculas no polares pequefias pueden pasar ficilmente por la membrana plasmética
por difusién pasiva (Pefia, 1995; Laidler y Meiser, 1998). El transporte de moléculas
polares o cargadas requiere de rutas formadas por proteinas (transportadores y canales) y en

algunos casos, de energia (Latorre, et al., 1996; Bertl, et al., 1998).

El estudio del transporte de iones a través de la membrana plasmética de S. cerevisiae,
se inici6 con los trabajos de Pulver er al. (1940); Hervesy y Nielsen (1941); Conway et al.
(1946, 1950, 1954, 1955, 1958); Rothstein et al. (1946, 1953, 1958); Armstrong et al.
(1964), entre otros. Pero sélo después de ser propuesta la hip6tesis (actualmente teoria)
quimiosmética de Mitchell (1961), se logré entender la bioenergética de los sistemas de

transporte de los iones (Pefia ef al., 1972; Nicholls, 1987; Garland, 1992).



Con los estudios de cepas mutantes de diversos genes relacionados con el transporte
(Paulsen et al., 1998), 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
proteinas de membrana, mientras, Saier ef al. (1998) propusieron una forma de ordenar los
presuntos transportadores de S. cerevisiae, organizando a los 258 genes conocidos hasta ese
momento en 42 familias, bajo un criterio filogenético (evolutivo), y un criterio de

especificidad por el sustrato (bioquimico).

De acuerdo con la teoria de Mitchell (1968) los transportadores mueven solutos
siguiendo el sentido de los potenciales electroquimicos existentes a través de la membrana
(Pefia, 1975; Nicholls, 1987). El transporte de iones puede ser primario o secundario, el
primario se refiere al realizado por proteinas de membrana conectadas directamente a una
fuente de energia, como el ATP, la luz o el poder reductor (Mitchell, 1961; Nicholls, 1987,
Penia y Dreyfus, 1990; Arnold et al., 1998; Wang y Oster, 1998; Lodish ez al. 2000; Nelson
y Cox, 2000, Scheiner-Bobis, 2002). El transporte secundario se encuentra estrictamente
acoplado a la actividad realizada por el transporte primario, encontrando asf al transporte de
un solo ion (uniporte); el transporte de dos en la misma direccién (simporte o cotransporte);
o el transporte de iones en direccién opuesta (antiportador). Si este transporte no transfiere
carga neta a través de la membrana, se denomina electroneutro, pero si la transfiere seria
electrogénico (Nicholls, 1987; Pefia y Dreyfus, 1990; Nelson y Cox, 2000, Hauser et al.

2001).
El transporte del potasio.

El potasio es el cation monovalente mas abundante en las células, y el principal

determinante de parimetros fisiologicos (Ko, et al. 1990; Fairman, et al. 1999), como el



volumen celular, la fuerza idnica, la turgencia y parametros enziméticos (Hirokawa, 2002;
Ramakrishnan, 2002); También se han registrado cambios en el metabolismo de la levadura
por la accién del potasio (Lasnitski y Sorényi, 1935; Pulver y Verzar, 1940; Conway y
O’Malley, 1946; Rothstein, et al. 1946; Rothstein, et al., 1953; Rothstein y Bruce, 1958;
Rothstein, 1974). Mientras que enzimas como la piruvato cinasa, fosfofructocinasa y
acetaldehido deshidrogenasa cambian su actividad por la presencia de K* en el medio

(Gaber, et al. 1988, Rothstein y Enns, 1946).

En la levadura, el transporte de K* es de tipo secundario; para entrar a la célula necesita
de energia (Peiia ef al., 1972; Peiia, 1975), suministrada de forma indirecta por el transporte
primario. El transporte primario corre a cargo de una P-ATPasa (Pmalp), distribuida en la
membrana plasmitica, contituyendo aproximadamente el 10% del total de las proteinas de

la membrana. PMAI estd en el cromosoma VII y codifica para una proteina de 99.61 KDa,

(http://genome-www4 stanford.edu/cgi-bin/SGD/locus.pl?locus=pmal; Miranda et al.,
2002). Esta P-ATPasa es sensible al vanadato y al dietilestilbestrol. La ablacién del gene es

letal para la célula (Serrano et al, 1986, Miranda, et al., 1995; Miranda, et al., 2002).

Pmalp hidroliza al ATP para bombear H" al medio extracelular, y genera asi una
diferencia de potencial electroquimico, negativo en el interior citosélico (Mitchell, 1961;
Pena et al., 1972; Pena, 1975; Peiia et al., 1984) que es aprovechado por la levadura para
transportar K* y otros sustratos (Na®, glucosa, galactosa, aminoécidos, etc.) al interior
celular. El K* es transportado por dos proteinas membranales denominadas Trk1p y Trk2p,
definidas inicialmente como transportadores de alta afinidad y de baja afinidad,

respectivamente (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984; Ramos, 1999).



Se ha observado que alrededor de dos tercios del K* transportado al interior celular
regresan al exterior (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984; Ortega y Rodriguez Navarro,
1985), y dado que la concentracién interna de K* es importante para la célula, se han
reportado dos sistemas de transporte que permiten controlar la salida de este catién. Una
salida se ha atribuido a un canal rectificador saliente denominado Toklp (Miosga, et al.
1994; Ketchum, et al. 1995; Bertl, et al. 1998; Fairman, et al. 1999; http://genome-

wwwd4.stanford.edu/cgi-bin/SGD/locus.pl?locus=tok1). Se han propuesto también dos

antiportadores M*/H*, denominadas Khalp (Ramirez, ef al., 1996; Ramirez, et al., 1998) y

Nhalp (Prior, et al. 1996; Baiiuelos, et al. 2002).

Proteinas involucradas en el transporte de K".

Uniportadores
Trklp y Trk2p.

Ambos transportadores, pertenecen a la familia TRK, caracteristica de algunos hongos
unicelulares (Calero, ef al 1998). Trklp se ha descrito como un transportador de K* de alta
afinidad, con una K de 24 uM y una Vp,, de 30 nmol/mg/min (Rodriguez Navarro y

Ramos, 1984; Ramos, 1999).

Trk2p, a diferencia del primero, presenta una afinidad de 2 mM y una muy baja V., de
7 nmol/mg/min (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984; Ramos et al., 1985; Ko et al.,1990;

Ramos et al., 1994; Ramos, 1999).

Haro y Rodriguez-Navarro (2002) proponen que Trklp es un homodimero, que
funciona como un co-uniportador, a través del cual se transportan dos K* por cada ciclo de
transporte. Estudios tedricos plantean que ambos transportadores Trklp y Trk2p puedan

estar asociados también, de forma heterodimérica (Stewart y Guy, 1999).
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Antiportadores Catién / H*

Los antiportadores son una importante familia de proteinas presentes en las membranas
de muchas células, desde humanas hasta bacterias; todos con la misma funcién, pero con
una estructura primaria diversa (Orlowski y Grinstein, 1997; Counillon y Pouyssegur,
2000), que juegan un papel importante para el mantenimiento de cationes asi como de la

homeostasis del pH (Simon et al., 2003).
Khalp (antiportador K*/H")

El gene se localiza en el cromosoma X de S. cerevisiae, y su proteina tiene 873 residuos
de aminodcidos, con una masa molecular de 97 KDa; su ablacién no es letal para la célula

(http://genome-www4.stanford.edu/cgi-bin/SGD/locus.pl?locus=khal). Rothstein y Bruce

(1958) ya habian detectado la salida de K*, pero nunca identificaron a la proteina. Pefia y
Ramirez (1991) describieron una salida de K de la levadura dependiente de energia.
Ramirez et al. (1998) describieron la presencia de un sistema antiportador K'/H" presente
en la membrana plasmadtica; caracterizaron el gene YJL094c del genoma de S. cerevisiae,
proponiendo que codifica para un antiportador K'/H', que denominaron KHAI.
Propusieron que Khalp cumple un papel importante en la regulacién del K* intracelular, asi

como en la regulacién del pH intracelular.

Nhalp (antiportador Na* o K'/H")
El gene se localiza en el cromosoma XII; su producto tiene 985 aminoacidos, con una
masa molecular de 109 KDa. Su ablacién no es letal para la célula (Prior, et al., 1996;

http://genome-www4.stanford.edu/cgi-bin/SGD/locus.pl?locus=nhal); se localiza en la

membrana plasmatica (Bafiuelos et al., 2002); se caracterizé como un transportador de Na*,

y presenta una alta similitud con el gene Sod2 de Schizosaccharomyces pombe y con el Z-



Sod2 de Zigosaccharomyces rouxii. Su sobreexpresién causa resistencia al Na* y Li",
mientras que su ablacién ocasiona una mayor sensibilidad a la presencia de estos iones en
el medio (Prior et al., 1996). Bafuelos er al., (2002) proponen que el antiportador también
participa en la salida del K intracelular. Ademds, Simon et al. (2003) afirman que el
extremo carboxilo terminal de Nhalp en una regién importante de la proteina que participa

en la regulacion del ciclo celular de la levadura.

Nhx1p (antiportador Na* o K*/H").
El gene se localiza en el cromosoma IV; el producto polipeptidico tiene 633 residuos de
aminoédcidos, con una masa molecular de 70.1 KDa. La ablacién de este gene no es letal

para la  célula (Nass, et al, 1997, http://db.yeastgenome.org/cgi-
bin/SGD/locus.pl?locus=nhx1).

Nhxlp pertenece a la familia NHE (intercambiador H'/Na*) que se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza, desde procariontes hasta eucariontes (Venema er
al. 2003). Esta familia de antiportadores se subdivide en dos, los que se localizan
preferentemente en la membrana plasmatica y los que se dirigen a membranas internas
celulares; en este dltimo grupo se localiza Nhx1p (Brett et al., 2002). El sitio que se ha
propuesto para su funcién ha sido variable, ya que Nhxlp de plantas, colocaliza bastante
bien en la vacuola, Nhx1p de hongos (S. cerevisiae) colocaliza, segin Rao en vesiculas
prevacuolares (endosomas) (Brett, et al. 2002), mientras que Mazayuki Numata la propone
en mitocondria (Numata, er al. 1998).

Se ha propuesto que Nhx1p forma un complejo con Gyp6p. Dicho complejo colocaliza

en los endosomas y la participacién de Nhxlp es regular el pH intraorganelar. Se ha

12



observado que dependiendo de la concentracién de H™ del interior del organelo, este

regresard al aparato de Golgi o migrara a la vacuola (Ali, M., et al. 2004).

El pH extracelular.

El pH extracelular afecta la velocidad de la fermentacién (Rothstein y Demis, 1959;
Pefia et al., 1972), el crecimiento celular, la fisiologia, y la diferenciacién celular (Bearson,
S. et al. 1997). El estrés producido por la alcalinizacién del medio extracelular afecta la
expresion de 71 genes, entre los cuales se encuentran dos ATPasas, una es ENAI (bomba
de Na'*, de la membrana plasmatica) y la otra es VMA4 (bomba de H* vacuolar) (Lamb et

al., 2001) Ver tabla 1.

Tabla 1. Genes activados por estrés de alcalinizacién del medio extracelular

Deplecién de Fosfato PHOI11, PHO12, PHOS84, SPL2

Deplecién de Fe** / Cu™* ARN3/SIT1, ARN4/ENBI1, CTR3, FET3, FET4, FREI, FRE3,
FREA.

Proteinas secretadas, de ENAI, PRY2, SVSI, YALO27W, YAR068W, YAR068W, YBLI111C,

membrana o pared celular YHLI111C, YHR214W-A, YIL117C, YLLO44W, YOL154W,

YOR382W, YOR383C.

Vacuola NRF1, PHM2, VMA4, VPS21, YJLO12C.

Reguladores DEPI1, NRG2, PIG1, SMKI, TEPI, TIS11, YDL214C.

Transporte GAPI, HXT2, YNRO70W.

Biosintesis y metabolismo ATPI0, BIO4, ISU2, LEU2, URAL

Respuesta a estrés general GREI

Otros BBPI1, CDC46, MTL1, NFI1, YBR094W, YBR134W, YBRI78W,

YCR072C, YGR136W, YGRI46C, YILI69C, YKR033C,

YLR339C, YLR385C, YLR402W, YMR122C, YNLOI7C,

YNL208W, YNL218W, YNL226W, YNL313C, YNROGIC,
YOR225W, YPLO47W, YPLOG2W.

Adaptada de Lamb et al., 2001.
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El pH intracelular.

Existen varios mecanismos que se han implicado en la regulacién del pH intracelular,
representados por varios sistemas de transporte ligados al ciclo de H*. El pH intracelular ha
sido estudiado por diversos grupos de investigacién, entre ellos el de Conway y cols.
(1950), quienes emplearon una técnica en la que no se podia diferenciar entre los valores
del pH citoplasmico y el organelar. Slavik (1985), propuso el empleo de colorantes
fluorescentes hidrosolubles como indicadores del pH interno de la célula, pero que tardan
en difundir al interior celular. Kano y Fendler (1978), introdujeron la piranina (dcido 8-
hidroxi-1,3,6 pireno trisulfénico) a liposomas, logrando detectar cambios en la
fluorescencia de este compuesto debido a las modificaciones del pH interno, que se deben a
cambios en la protonacién del grupo OH ionizable del compuesto, y que son directamente
proporcionales al valor de pH entre 5.5 y 8.5. Pefia et al. (1995), mediante electroporacién,
introdujeron la piranina en las levaduras, observando que el compuesto se localiza en el
citoplasma y no en otros compartimentos celulares (tales como la vacuola). También se
demostré que es posible medir los cambios en el pH citoplasmico, y también del vacuolar,

siguiendo los cambios en la fluorescencia de dicho fluoréforo (Calahorra, et al. 1998).

A partir de investigaciones en varios organismos, se ha propuesto que las fluctuaciones
del pH intracelular desempefian un papel regulador durante el ciclo celular. Por ejemplo, el
incremento del éxito reproductivo estd directamente relacionado con el aumento del pH
interno del ovocito de erizo de mar, para que se pueda llevar a cabo la fertilizacién
(Johnson y Epel, 1976) y la estimulacién mitogénica en células de mamifero (Schuldiner y
Rozengurt, 1982). En las levaduras se ha propuesto que este pH interno activa el cambio de

las células dentro del ciclo celular el sitio “start” (Anand y Prasad, 1989).

14



En S. cerevisisae, el pH intracelular se encuentra entre 5.8 y 7.4, dependiendo en parte
de los cambios en el pH extracelular (Ryan y Ryan, 1972), que puede llegar variar entre 8.0
y menos de 3.0 (Carmelo, et al. 1998). Los cambios internos observados del pH se pueden
explicar de diferentes maneras (Rothstein y Demis, 1958), pero la actividad de la P-ATPasa
(Pmalp), parece ser uno de los principales factores que los promueven. La acidificaci6n del
medio extracelular es llevado a cabo por Pmalp; su actividad produce una alcalinizacién
del interior que debe ser compensada por la accién de otros sistemas que recuperen hacia el
interior parte de los H" expulsados (antiportadores M*/H', como Khalp y Nhalp), o bien
por la expulsién de aniones (Pefia et al., 1972). La presencia de 4cidos débiles en el interior
celular, tales como el 4cido carbénico, también participan en la regulacién del pH

intracelular (Lépez, et al. 1999).

Se ha propuesto a la vacuola como un organelo clave para la regulacién del pH
citopldsmico en las levaduras; Carmelo, et al. (1997) incubaron células de levadura en un
medio con pH de 3.5, y observaron que el pH vacuolar se mantiene dentro de un margen de
5.4-5.5, mientras que el citopldsmico se encuentra entre 6.0-6.5. Esta regulacién indica que

hay un sistema complejo que mantiene la homeostasis i6nica dentro de margenes estrechos.

Entre los mecanismos de regulacién propuestos se encuentra una proteina con actividad
de antiportador de Na'/H" denominado NhxIp. Esta proteina, ademis de regular la
osmolaridad celular, ayuda al mantenimiento del pH citopldsmico, moviendo Na" al interior
de los compartimentos prevacuolares, en un intercambio con H' del citoplasma (Nass y

Rao, 1998).
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Figura 1. Modelo Propuesto para el transporte de potasio en S. cerevisiae. En esta
figura se muestran algunas de las proteinas de la membrana plasmatica relacionadas con el
transporte de potasio y la regulacién del pH intracelular. Trk1p y Trk2p son transportadores
de K', tanto de alta como de baja afinidad (respectivamente), Nhalp y Khalp son
antiportadores catién/H", que se presumen presentes en la membrana plasmética. Tok1p es
un canal de K" rectificador saliente, propuesto como uno de los responsables del transporte
de K* hacia fuera de la célula. En vesiculas prevacuolares y posiblemente también en la
vacuola se localiza un tercer antiportador catién / H denominado Nhx 1p.
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JUSTIFICACION.

S. cerevisiae es la levadura mas estudiada; se tiene la secuencia de todo su genoma y
una gran informacién sobre su fisiologia, metabolismo, biologia molecular y filogenética.

Es un excelente modelo biolégico para investigaciones basicas y biotecnoldgicas.

Trabajos previos han permitido identificar dos uniportadores del K*, mientras que su
salida se ha referido a la acci6n de dos antiportadores H'/K*, denominados Khalp y Nhalp,
ademis del Nhxlp en la vacuola, estableciéndose a esta iltima, como un organelo

importante para la regulacién del K* y del pH.

El K" participa en el control del volumen celular, la turgencia, la fuerza iénica y la
presién osmética. El estudio de las interacciones de los sistemas de entrada y salida de este
cation puede permitir definir los mecanismos de regulacién o cambiso del pH intracelular y
la homeostasis del potasio, tanto para los organelos, como para el citoplasma. Debido a que
la levadura es un organismo f4cil de manipular genéticamente es posible mutar o eliminar
especialmente los genes de los antiportadores H'/K* implicados en el transporte del K* para

intentar conocer sus funciones simultineas con mayor detalle.
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HIPOTESIS.

Los tres antiportadores catién / H* (KHA1, NHA1 y NHX1) son proteinas necesarias y
esenciales tanto para la regulacién del pH intracelular como para el mantenimiento de la

concentracién de potasio interno en Saccharomyces cerevisiae.
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OBJETIVOS.

Objetivo General.

Caracterizar el papel de los antiportadores Khalp, Nhalp y Nhx1p en la entrada y salida del

K y su papel en la regulacion del pH intracelular de Saccharomyces cerevisiae.

Objetivos Especificos.

Obtener mutantes simples y miltiples sin los genes KHAI, NHAIl y NHX1.

Caracterizar el transporte de K* en cada una de las mutantes construidas.

Medir la concentracién de K* intracelular para cada una de las cepas mutantes estudiadas.
Medir el pH intracelular de cada una de las mutantes estudiadas.

Medir el potencial de membrana de cada una de las mutantes estudiadas.

Medir la actividad la capacidad de acidificacién del medio extracelular de cada una de las

mutantes estudiadas.
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MATERIALES Y METODOS.

Cepas.

Para este trabajo se emplearon la cepa FY833 (MATa, his3A200, ura3-52, leu2Al,
lys2A202, trplA63, GAL2") de S. cerevisiae, donada por la Dra. Ménica Montero de la
Universidad Federal de Rio de Janeiro, Brasil. La cepa BY4742 y su mutante (matc., his
3A1, leu2A0, lys 2A0, ura3A0) y Anhxl::Kan®, donadas por la Dra. Rajini Rao, de la

Universidad Johns Hopkins, en Baltimore.

Medios de cultivo.

Salvo donde se indica, se utiliz6 YPD (peptona de gelatina 1%, extracto de levadura 1
%, glucosa 2 %, supplementado con 120 mg/l de uracilo y 40 mg/l de adenina) para el
medio liquido, y 1a misma composicién méis Agar al 2 % para el medio sélido.

Para obtener las células de las que se obtuvieron las mitocondrias, se utilizé Yelac
(extracto de levadura 1 %, 4cido lactico 2 %, KH,PO4 0.1 %, (NH,)>,SO4 0.12 %, NaOH 5
g/1, todo disuelto y ajustado el pH a 5) como medio liquido.

Medio Selectivo: (SD) compuesto por Yeast nitrogen base, sales minerales y glucosa.
Este medio se complementa con aminoicidos (histidina, leucina, lisina, triptofano)
dependiendo de los marcadores auxotréficos, la férmula del medio es: YNB (DIFCO)
0.67%, glucosa 2%, aminoacidos 50 mg/lt, mas agar al 2% (medio sélido). Los medios se

esterilizaron por 15 min a 121 °C con una presién de 1 Kg/cm®.
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Reactivos concentrados.

Amortiguador MES-TEA 200 mM, pH 6.0 (icido 2-[N-Morfolino]etano sulfénico,
ajustado al pH con trietanolamina); glucosa 1 M; KCl 2 M; CaCl, 10 mM; CTAB
(Cetiltrimetilamonio, bromuro) 200 mM; HCI 1 N; icido propiénico 50%; NH,OH 2 N;
piranina 100 mM; CCCP (Carbonilcianuro m-clorofenilhidrazona) 10 mM; DiSC;(3) (3,3’-

dipropiltiacarbocianina) 0.1 mM.

Obtencién de las mutantes:
Construccién de Médulos Recombinantes: marcadores de auxotrofia TRPI e HISS.

La construccién de los médulos recombinantes se hizo de acuerdo con los métodos de
Longtine et al. (1998), quienes describen un conjunto de pldsmidos que sirven de templado
para amplificar por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), los médulos de los genes
TRPI e HIS5", a los que se les puede agregar en los extremos, secuencias homélogas para
los genes que se desea eliminar. Una ventaja de estos médulos es que, con excepcién del
médulo para TRPI que es de S. cerevisiae, HIS5" es un gene ort6logo de S. pombe, que
elimina la posibilidad de recombinacién consigo mismo y no con la regién que se desea
eliminar. Ademads, estos médulos contienen una secuencia conservada de 20 pb en sus

extremos que permite amplificarlos.

Para amplificar cada uno de los médulos, se disefiaron oligonucleotidos de 60 pb, que
contenian en su extremo 5” una secuencia de 40 pb correspondiente al extremo 5 del gene
blanco que seria eliminado, mas 20 pb de la secuencia de los médulos (oligonucleotidos
“F”). De igual manera, se disefiaron oligonucleotidos en la secuencia complementaria

(extremo 3°) del gene que se desea eliminar (oligonucleétidos “R”). Ver tabla 2. Con estos
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oligonucleotidos se realizaron PCRs para amplificar cada uno de los mddulos

recombinantes.

Tabla 2. Oligonucledtidos para amplificar el modulo

Oligonue Goeyencia del gene Secuencia del médulo

ledtido

FNHAL  (-14) 5’-CTTAGCTAGATATTATGGCTATCTGGGAGCAACTAGAAGT (26) CGGATCCCCGGGTTAATTAA-3'

RNHA1 (3058) 5'-CCCTTCTTTACCGCATCTACTCTATTTCCGACACATGTAAA GAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3
(3018)

FKHA1 (1) 5’-ATGGCAAACACTGTAGGAGGAATTCTGTCGGGTGTAAATC (40) CGGATCCCCGGGTTAATTAA-3

RKHAI (2693) 5'-AAATTAAGAACAAAGAAAATTAAAAAATTTCTGCTGATAC GAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3
(2653)

En esta tabla se muestran las secuencias de los diferentes oligonucledtidos “F” y “R" de 60nt de
longitud, que fueron seleccionados para construir los médulos recombinantes para los genes NHA 1
y KHAL

PCR para la construccion de los médulos recombinantes.

Con los oligonucleétidos obtenidos se amplificaron por PCR los mddulos
correspondientes, utilizando el Kit Expand High Fidelity PCR system de ROCHES, Yy un
termociclador COY II. Se utilizaron los reactivos del Kit, mezcla de dNTPs 10 mM,
oligonucleotidos (R y F) 200 nmoles/ul, y DNA de los pldsmidos con los médulos (100
ng). El programa fue el siguiente: un ciclo de desnaturalizacién durante 10 minutos a 94° C,
seguido de 25 ciclos (desnaturalizacién por 30 segundos a 94 °C, alineamiento por 45
segundos a 55 °C y extensién por 2 minutos a 72 °C), terminando con un ciclo de 5 minutos
a 72 °C. Este programa s6lo se modificé cuando el producto esperado super6 las 1500 pb y

s6lo en la cantidad de ciclos, de 25 a 30.

Los productos de PCR que se obtuvieron se verificaron en un gel de agarosa al 1% y se
purificaron empleando el Kit QIAGEN® PCR purification. El DNA purificado se concentré

en una centrifuga de vacio (SPEED-VAC®).
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Construccion de las mutantes.
Preparacion de células competentes y transformacién.

Para obtener las células competentes se emple6 un matraz de 10 ml de medio YPD que
se inoculd con la cepa correspondiente y se incubé por 18 h a 30 °C con agitacién constante
(250 rpm). Se tom6 una alicuota del cultivo y se determiné su densidad éptica a 600 nm en
un espectrofotémetro Shimadzu, UV-160A. Con este cultivo se inoculé un matraz con 50
ml del mismo medio a una densidad éptica de 0.45 U a 600 nm y se incubé a 30° C con
agitacién constante, hasta llegar a una densidad 6ptica de 0.5 a 0.6 U a 600 nm. Las células
se lavaron con 50 ml de agua destilada estéril, se resuspendieron en un ml de agua destilada
estéril, se transfirieron a un tubo de 1.5 ml y se centrifugaron por 10 seg. El paquete celular
se lavé con 1.0 ml de acetato de litio 100 mM, TE (Tris 10 mM - EDTA 1 mM a un pH
7.5), se centrifugd, y finalmente el paquete celular se resuspendié en 500 pl de la mezcla de

acetato de litio-TE.

Para la transformacién, se colocaron en un tubo de 1.5 ml, 5 pl de DNA de esperma de
salmén (10mg/ml), 15 pl del médulo recombinante (de 5 a 10 pg) y 50 ul de las células
competentes. A esta mezcla se agregaron 300 pl de acetato de litio-TE (ambos en igual
concentracién que el paso anterior) mas polietilenglicol al 50 %; la mezcla total se incub6
por 30 min a 30 ° C. Posteriormente se agregaron 40 pl de dimetilsulféxido y se incubé a
42 °C durante 15 min. Las células transformadas se centrifugaron y resuspendieron en 500
pul de agua destilada estéril. Finalmente, se inocularon cajas con medio selectivo,
dependiendo del médulo empleado, con una alicuota de 100 pl de células transformadas y

se incubaron a 30 °C hasta que crecieron colonias (en tres a cuatro dias).
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Verificacién preliminar de las mutantes.

Mutante simple: Akhal.

Para la construccién de esta mutante, se utilizé la cepa FY833 ((MATa, his3A200,
ura3-52, leu2Al, lys2A202, trplA63, GAL2"). La cepa silvestre FY833 se transformé
empleando los moédulos de TRP!I e HISS'. Ambas ablaciones (Akhal::TRPI

y Akhal::HISS"), se seleccionaron en cajas SD-trp” y SD-his, respectivamente.

Mutante simple: Anhal.
La ablacién de este gene se hizo en el fondo genético FY833, empleando el médulo

HISS5". La selecci6n se realiz6 en cajas con medio selectivo SD-His".
Mutante simple: Anhx1.

La mutante simple de este gene (Anhxl::KAN®) fue donada por la Dra. Rajini Rao. Su
comprobacién parcial en nuestro laboratorio se realizé creciéndola en medio YPD +
Geneticina 400 pg/ml; més adelante se corrié un PCR donde se comprobé la ausencia de

este gene de este fondo genético. El fondo genético de esta cepa es el de la cepa By4742.
Mutante doble: Akhal-Anhal.

Para esta mutante se utilizé la cepa Akhal::HISS®, y sobre ella se elimin el gene
NHAI, utilizando el médulo TRPI. Esta doble mutante (Akhal::HIS5"-Anhal::TRPI), se
seleccion6 en medio SD-Trp".

Mutante doble: AnhxI-Anhal.
En el fondo genético Anhxl::KAN®, se eliminé el gene NHAI; utilizando el médulo

HIS5". Esta mutante doble AnhxI::KANR-Anhal:: HISS®, se seleccion6 en medio SD- His'.
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Mutante doble: AnhxI1-Akhal.

Esta cepa se construy6 empleando el médulo HISS* para eliminar el gene KHAI del
fondo genético AnhxI::Kan', por lo que este nuevo fondo genético se selecciond en cajas
SD-His".

Extraccién del DNA total.

De las colonias estriadas en la t,;aja de Petri con medio YPD, se colect6 un paquete de
células que se resuspendié en 50 pl de agua destilada estéril. A esta suspension se
agregaron, 200 pl de solucién de lisis (2% de tritén X-100, 1% SDS, 100mM de NaCl,
10mM Tris-Cl (pH 8) y 1 mM de Na,EDTA). Posteriormente, se agregaron 200 ul de una
mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (en proporcién 25:24:1) y perlas de vidrio
de 0.5 mm de didmetro (previamente lavadas en HCI). La suspensién se agité en el vortex
durante 4 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 200 pl de TE (Tris 25
mM y EDTA 1 mM a pH 8.0) y se centrifugé durante 5 min. en una microfuga. Se colecté
la fase acuosa, a la que se agregé 1 ml de etanol absoluto frio (-20° C); la mezcla se
homogeneiz6 suavemente por inversién y se centrifugé nuevamente por 2 min. El
sobrenadante se deseché y al precipitado se agregaron 400 ul de TE mas 10 pl de RNAasa
(Ribonucleasa I, 10 mg/ml), incubando nuevamente a 37 °C por 15 min. A la mezcla se le
agregaron 10 pl de acetato de amonio 4 M mas 1 ml de alcohol absoluto frio (-20 °C). Se
homogeneizé suavemente y se centrifugé por 2 min. a la velocidad mixima de la micro

centrifuga. El DNA ya purificado se resuspendi6 en 50 pl de agua destilada estéril.
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Comprobacién genética de las mutantes construidas.

Las mutantes obtenidas se verificaron por PCR, utilizando el siguiente programa: un
ciclo de desnaturalizacién durante 10 minutos a 94 °C, seguido de 25 ciclos de
desnaturalizacion por 30 segundos a 94 °C, alineamiento por 45 segundos a 55 °C y
extension por 2 minutos a 72 °C, terminando con un ciclo de 5 minutos a 72 °C. Este
programa sélo se modificé cuando el producto esperado superd las 1500 pb y sélo para 25

ciclos.

Para verificar la presencia de los médulos, utilizamos cualquiera de los oligonucleétidos
F y R descritos en la tabla 1, ya que todos contienen los mismos 20 pb en el extremo 57, asi
como en el 3°. Para comprobar las ablaciones, se disefiaron oligonucleétidos especificos de
aproximadamente 20 pb para cada una de las regiones codificantes de los genes NHAI y

KHAI; la secuencia de los oligonucleotidos utilizados en este PCR, se muestran en la Tabla

3.

Tabla 3. Secuencia de oligonucledtidos para comprobar la ablacion de los genes
NHATy KHAI

i ol Secuencia de los oligonucledtidos Tamaiio del producto de
oligonucleatido

Forward NHA1 (1354) 5"-TTCACTACACACACCACC-3’ (1371) 900pb
Reverse NHAI (2275) 5’-ATGGTCATTGTGGTAGTTAAAC-3’ (2254)

Forward NHX1 (325) 5-TCCCCCGGGCATTATATT-3" (342) 703pb
Reverse NHX1 (1028) 5-TGGTGATCTGTGATCTTCTTG-3" (1008)

Forward KHAI (555) 5’-GGATAGAGCAGGTATCGTTGT-3’ (575) 799pb

Reverse KHAI (1373) 5'- ATCTGCTGCACCATCATCTT -3' (1354)

Los diferentes oligonucleétidos se disefiaron por un programa especial, eligiéndose sélo aquellos
que presentaban una T, baja.
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Caracterizacién de las mutantes.

Crecimiento celular.

Para cada mutante, se inoculé un matraz con 10 ml de medio YPD y se incub6 toda la
noche a 30 °C con agitacién constante. Se diluyé 100 veces una alicuota de 100 pl de cada
cultivo y se determind el niimero de células con un hemocitémetro de Neubauer. A partir de
cultivos se inocularon matraces con 50,000 células/ml, incubando por 18 h a 30 °C con
agitacién constante. Las células obtenidas se lavaron dos veces con agua destilada y se
resuspendieron a razén de 0.5 g/ml en agua destilada (células no ayunadas), o bien se
resuspendieron a razén de 0.1 g/ml de agua destilada, se incubaron por 15 h a 30 °C con
agitacion constante; se lavaron dos veces y se resuspendieron finalmente a 0.5 g/ml en agua

destilada (células ayunadas).

Determinacion del potasio intracelular.

El contenido de potasio se midié en las células ayunadas y sin ayunar. A 50 mg de
células (100 pl) se les agregaron 900 ul de CTAB 200 uM y se incubaron por 15 minutos;
se centrifugaron 30 segundos a (14,000 rpm). El sobrenadante se diluyé 1:10 con agua
desionizada y se determiné el contenido de potasio en un fotémetro de flama Carl Zeiss

PF5, calibrado a 0 con agua desionizada y a 100 con una solucién de KCI 1 mM.

Medida del transporte de potasio y del pH extracelular.

Los cambios en la concentracién de potasio y de pH en el medio se siguieron con un
electrodo selectivo, conectado a un potenciémetro Beckman Selection 2000, acoplado a un
sistema de registro (computadora) elaborado por los Ings. Wilfredo Martinez Payén,
Ignacio Martinez (Centro de Instrumentos y Materiales, UNAM), Manuel Ortines y Aurey

Galvin (Instituto de Fisiologia Celular, UNAM). En la celda del instrumento se agregan 10
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ml de amortiguador MES-TEA 2 mM, pH 6.0 y se registra la linea base por un minuto; se
agregan 125 mg de células y se continda el registro por 3 minutos mds. Se agregé glucosa
50 mM y se continué el registro por 15 minutos. Los trazos se calibraron con una solucién
de KCl o HCI, agregando alicuotas a un medio sin células, con amortiguador MES-TEA pH

6.0, 2 mM, en un volumen total de 10 ml.

Cambios del pH intracelular.

Las células ayunadas de cada cepa se electroporaron con piranina siguiendo el siguiente
protocolo: Se colocaron 500 pl de células (250 mg de levaduras) mdas 20 pl de piranina 100
mM en una celda de 0.4 mm para electroporar, aplicando un pulso de 2 KV, 25 uF y 200
€ (pulsador Bio-Rad gene). Se lavé tres veces con H,O dd, centrifugando 20 seg a 14,000
rpm y descartando el sobrenadante. Al final de los lavados se resuspendi6 el paquete celular
en agua, en su volumen inicial. De estas células se colocan 50 pul (25 mg de levaduras) en
una celda del fluorémetro que contiene amortiguador MES-TEA 2 mM, pH 6.0, para un
volumen final de 2 ml; se inici6 el trazo de la fluorescencia a 460> 520 nm con la adicién
de las células. Pasados 60 seg, se agregd glucosa 50 mM y 2 min después, 50 mM de KCI.
Al terminar cada trazo, se obtuvo el valor de la fluorescencia maxima, agregando 50 pul de
NH4OH 2 N, y para el valor de fluorescencia minima se agregaron 50 pl de &cido
propiénico al 50%. Ambos valores se emplearon para calcular el pH intracelular con la

ecuacién de Henderson-Hasselbalch y las correcciones adecuadas (Calahorra ef al., 1998).

Estimacion del potencial de membrana.
El potencial de membrana se estimé empleando la 3,3’-dipropiltiacarbocianina
(DiSC5(3)), que se distribuye siguiendo la formacién del potencial de membrana (Pefia et

al., 1984). Los cambios en la fluorescencia de este compuesto se siguieron a 540 nm de
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excitacién y 590 nm de emisién en un espectrofluorémetro SLM Aminco MDX1000. En
una celda del fluorémetro, se agregé: CCCP 10 puM, CaCl, 100 puM, glucosa 50 mM,
amortiguador MES-TEA 2 mM, pH 6.0, para un volumen final de 2 ml y 50 pl de células
(25 mg de levaduras), dejando transcurrir dos minutos. Pasados los dos minutos de

incubacién se agreg6 la cianina (DiSC5(3), 0.25 uM), y posteriormente 50 mM de KCI.

Purificacién de la membrana plasmatica.

Las células se crecieron en medio YPD durante 20 h a 30 °C y agitacion constante; se
cosecharon y lavaron con agua, centrifugando a 6,000 rpm por 5 minutos. El paquete de
células se resuspendi6 en un amortiguador de sorbitol (sorbitol 1 M, KH,PO4 50 mM, pH
7.4 ajustado con KOH), empleando 20 ml por cada 4 g de levadura més 20 ml de B-
mercaptoetanol por cada 20 ml de amortiguador de sorbitol. La mezcla se incubé a 30 °C
durante 10 minutos. Se afiadi6é zimoliasa (500 unidades/g de levadura) y se incubaron las
células por 60 minutos a 30 °C. La turbidez disminuyé al aumentar la digestién de la pared
celular. Una vez parcialmente degradadas las paredes celulares, se les agregé PMSF
(Phenylmethyilsulfonil fluoride, 1 mM), se sonicaron (potencia de 6 y 2 min) 15" con
descansos de 15", cuatro veces en un sonicador Branson modelo 250. Se centrifugé el
homogeneizado durante 10 minutos a 3,500 rpm, 4 °C, en un rotor SS-34 y se deseché el
paquete celular; se centrifugé el sobrenadante por 30 minutos a 12,000 rpm, 4 °C,
desechando el paquete celular; el sobrenadante se centrifugé a 18,000 rpm, 4 °C por 90
minutos, desechando paquete celular. Se ajustaron los sobrenadantes a 500 ml de Tris-
EGTA (1 mM de EGTA-Tris, pH 7.2) y se centrifugé a 18,000 rpm, 4 °C por 90 minutos,
desechando el sobrenadante. Los paquetes celulares se resuspendieron en Tris-EGTA

mediante el empleo de un homogeneizador pequefio. Estos homogeneizados se
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centrifugaron por 90 minutos a 18,000 rpm, 4 °C. El paquete celular se resuspendié en un
pequeiio volumen de Tris-EGTA. Las alicuotas se guardaron en tubos eppendorf a -70 °C.
Actividad de hidrélisis de ATP de l]a membrana plasmitica.

Se midié la hidrélisis de ATP en el medio de reaccién siguiente: PIPES-KOH 10 mM
pH 7.0, ATP 5 mM, MgCl; 5 mM, PEP (Fosfoenol piruvato), azida de sodio 5 mM. La
reaccién se inicié afiadiendo las membranas plasméticas purificadas (a una concentracién
conocida de proteina, medida por el método de Lowry) a un volumen final de 500 ul, donde
se incubaron por 10 minutos a 30 °C. La reaccién se detuvo afadiendo 100 pl de dcido
tricloroacético (TCA) al 30 %. El fosfato liberado por la reaccién se midi6 por el método de
Sumner. Se tomé una alicuota de 400 pl de la muestra estdndar o problema, y se ajusté a 2
ml con H,O; se agregé 250 ul de molibdato (Molibdato de amonio, 50 g/l) y se agitd, se
adicionaron 250 pl de Elon (Metabisulfito de sodio, 30 g/l) y se agitd, incubandose por 10

minutos. Posteriormente se leyé en un espectrofotémetro Shimadzu UV-160A a 660nm.

Consumo de Oxigeno.

El consumo de oxigeno se cuantific en una cdmara con temperatura controlada (30
°C). Se registraron los cambios en la concentracién de O, disuelto, mediante un electrodo
de Clark, conectado a un monitor de oxigeno YSI (Yellow Springs Instrument) modelo
5300, acoplado a un sistema de registro (computadora) elaborado por los Ings. Wilfredo
Martinez Payan, Ignacio Martinez, Manuel Ortines y Aurey Galvan. En la cdmara del
instrumento se agregaron 3 ml de amortiguador MES-TEA 2 mM, pH 6.0, registrando una
linea base de un minuto, se agregaron 40 mg de células/ ml y se continué el registro por 4

minutos mds. Se agrego etanol 21 mM y se continud el registro por 15 minutos.
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RESULTADOS.

Construccion de los médulos recombinantes.

Se construyeron los médulos HISS™ y TRPI, con extremos homdlogos para los genes
KHAI, NHAI y NHX1 (Figura 2). Los médulos se amplificaron con los oligonucledtidos de
la tabla 2, que reconocen una regién complementaria constante del pldsmido (pBM33). EI
tamafio de los médulos fue para el de HIS5™ de 1403 pb mientras que para el de TRP1I fue

de 1036 pb.

Con estos médulos recombinantes se transformé la cepa FY833 y la mutante Anhx/ de
BY4742. En la figura 2 se muestra un esquema de la estructura general de los médulos, asi

como su integracién por recombinacién homéloga al genoma de la levadura.
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Figura 2. Construccion de los médulos recombinantes. Empleando como templado al
plismido pBM33 para un PCR, se amplific6 un médulo que contiene en sus extremos 5'y 3'
regiones homdélogas al gene que se desea eliminar. Por recombinacién homéloga, a la cepa de
estudio se le elimina el gene silvestre y en su lugar queda sélo nuestro médulo con un determinado
marcador de auxotrofia.

Verificacion de los genotipos.

Las colonias seleccionadas de cada transformacién se crecieron en cajas con los
marcadores correspondientes de auxotrofia, para preverificar el genotipo, y sélo crecieron
las colonias que contenian dentro de su genoma el gene adecuado para sobrevivir en

ausencia del nutriente o en presencia del antibiético. De forma simultdnea se verificé la
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viabilidad de las ablaciones de los genes KHAI, NHAI y NHXI. Asi se obtuvieron las

construcciones de las mutantes Akhal, Anhal, Akhal-Anhal, Anhxl-Anhal vy Anhxl-Anhal

Figura 3. Electroforesis del producto de PCR de las mutantes empleadas en este estudio. El tamano
del producto de PCR para el gene de KHA/ es de 799pb, para el gene NHA [ es de 900pb y para el gene NHX |
es de 703pb. El tamafio del producto de PCR para los médulos son: TRPI de 1036pb y para HIS5" de 1403pb.
El carril A: FY833, B: Akhal::TRPI, C: Anhal::HIS5®, D: Akhal::HIS5" Anhal::TRPI, E: BY4742, F:
Anhxl, G: Anhxl Anhal:: HIS5®, H: Anhx] Akhal:: HIS5® y A: 250pb DNA Ladder.

Las seis cepas se resembraron en cajas con medio YPD para extraer el DNA total y
realizar las reacciones de PCR, y asi verificar que estas cepas no tuvieran los productos
correspondientes de la region codificante de los genes eliminados, y si los del mddulo
empleado. Con los oligonucledtidos especificos que se disefiaron para amplificar un
fragmento de la regién codificante de cada uno de los genes, se hicieron las reacciones de
PCR para cada una de las cepas y se corrieron en un gel de electroforesis en agarosa al 1%,
con un amortiguador TBE 1X a 50 mV durante 3 hr (Ver figura 3). Los productos de PCR
amplificados del DNA de las cepas silvestres Fy833 y BY4742 (carrtil A y E,
respectivamente) son: un producto de 799 pb, que corresponde a la presencia del gene

KHAI; un segundo producto de 900 pb que corresponde al gene de NHAI y un tercer



producto de 703 pb que corresponde a NHXI. A partir del DNA genémico de la cepa
mutante Akhal::TRPI (carril B), s6lo se amplifican los fragmentos de los genes NHAI y
NHXI, asi como un producto que corresponde al médulo de TRPI de 1036 pb. Para la
mutante Anhal::HIS5" (carril C) se amplificaron los fragmentos de KHAI de 799 pb,
NHX1 de 703 pb y el médulo de 1403 pb, que corresponde a HIS5*. Para la doble mutante
Akhal::HIS5* Anhal::TRPI (carril D) sélo se amplificaron los fragmentos que
corresponden a los médulos HIS5* y TRPI y el gene NHXI. En la mutante Anhx1 (carril F),

se amplificaron los fragmentos de 799 y 900 pb de los genes KHAI y NHAI.

En la mutante Anhx] Anhal::HISS5" (carril G), s6lo se amplificé el fragmento de KHAI
de 799 pb y un amplificado, correspondientes al médulo HISS* . Y para la doble mutante
Anhxl Akhal::HIS5" (carril H), sélo se amplificé el fragmento de NHAI de 900 pb y un

amplificado, que corresponde al médulo HISS™ .

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

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

Caracterizacion fisiolégica de las mutantes.

Crecimiento celular.
Todas las mutantes obtenidas en este trabajo fueron viables y su rendimiento promedio
fue de 2.0-2.3 g/200 ml de medio YPD complementado con uracilo y adenina (ver

Materiales y Métodos).

33



Determinacion del potasio intracelular.

El contenido de potasio se midié en células ayunadas, empleando el detergente CTAB
para romper las células y medir el K intracelular en el flam6metro. El contenido de K* de
las cepas obtenidas de FY833 no mostré ninguna variacién en el contenido total de K*, en

comparacién con su cepa silvestre (Figura 4).

Ml

Figura 4: Potasio intracelular de las distintas cepas. Las células se crecieron en medio YPD durante 18 hr
y se ayunaron 15 hr. El K* se determiné incubando 50 mg de células en CTAB 200 uM durante 15 minutos,
centrifugando y diluyendo el sobrenadante 1:10 en agua. Las medidas se realizaron en un flamémetro Zeiss
PF5. Se muestran las concentraciones y su desviaci6n estdndar.
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En ausencia de NHX! del fondo genético BY4742 se observé un aumento no
significativo en el contenido de K* en la mutante, en relacién con la silvestre. La
eliminacién simultdnea de los genes de NHX1 y NHAI parece no afectar la homeostasis del
K*, ya que su contenido intracelular es similar en cantidad al observado para BY4742
(Figura 4). Sin embargo, la diferencia aumenté cuando la mutacién (Anhx/) se combind
con la supresion del gene KHAI, esta mutante acumulé 50 mM més que la concentracién de

este catidn presente para su cepa silvestre y la cepa AnhxI-Anhal (Figura 4).
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El transporte del potasio.
El transporte de potasio se determiné mediante el uso de un electrodo especifico para
este cation. Las condiciones del medio en las que se registré esta actividad fueron pH 6.0 y

MES-TEA 10 mM. Los trazos se observan en las Figuras 6 y 6 a continuacion.
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Figura 5. Transporte de potasio de las cepas Fy833 y las mutantes. Las células se crecieron en YPD 18 hr
y se ayunaron 15 hr. Después de colocar el medio de cada experimento (MES-TEA 10 mM, pH 6.0) en la
celda, para un volumen final de 10 ml y 100 puM de KCl, se inici6 el trazo agregando 125 mg de células. Se
agregd 50 mM de glucosa para energizar las células y el transporte. El potasio del medio se detecté mediante
un electrodo especifico.

La linea base inicial corresponde a la concentracion de potasio existente en el medio
(100 uM). Al agregar las células a los 10 segundos, se observé un aumento muy pequefio

en la concentracién de K*, debido a la salida de este catién. El trazo se puede seguir durante
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dos minutos sin observar ningin cambio importante, pero al agregar glucosa al medio se
observ6 una disminucién del potasio extracelular, lo que implica la entrada del cati6n a la
célula. Los trazos de transporte de K* observados para las cepas silvestres FY833 y

BY4742 se utilizaron para comparar con sus respectivas mutantes (Figs. 5 y 6).
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Figura 6. Transporte de potasio de las cepas BY4742 y sus mutantes. Las células se crecieron en medio
YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr. Después de colocar el medio de cada experimento (MES-TEA 10 mM, pH
6.0) en la celda, para un volumen final de 10 ml y 100 uM de KCl, se inici6 el trazo agregando 125 mg de
células. Luego se agregd glucosa 50 mM, para energizar las células. El potasio del medio se detecté mediante
un electrodo especifico para este catién.

Las diferencias importantes registradas en las mutantes pero analizadas de manera

independiente por cada fondo genético, son las siguientes:
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Mutaciones construidas para la cepa FY833:

e La eliminacién de Khalp o Nahlp (de manera simple o combinada), no afect6 el

transporte ni la acumulacién del K*, en comparacién de su cepa silvestre.
Mutaciones construidas para la cepa BY4742:
e Laausencia de Nhx1p, auments la velocidad de entrada del K, pero no la acumulaci6n.

e La ausencia simultdnea de Nhxlp y Khalp aumenté la acumulacion de K* y la

velocidad de su transporte.

¢ Sin embargo, la doble eliminacién de Nhx1p y Nahlp, resulté en una disminucién de la
acumulacién del K* y la velocidad de su transporte, en comparacién con la mutante

simple de Nhx1p.

El bombeo de protones.

La formacion del potencial electroquimico necesario para el transporte del K* se debe
al bombeo de H* por la ATPasa de la membrana plasmética; era entonces obligado medir
este pardmetro, siguiendo los cambios del pH del medio con un electrodo para tal efecto, en
un medio a pH 6.0 (Figs. 7 y 8). Al agregar las células de las cepas silvestres (FY833 o
BY4742), se registré una pequeifia alcalinizacién del medio, y al agregar glucosa (después
de 2 min), una acidificacién (trazo hacia arriba) que continué por lo menos 5 minutos més.
Estos trazos se utilizaron para comparar todas las cepas mutantes. Bajo estas condiciones se

observé lo siguiente:
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* En comparacién con el bombeo normalmente observado con la cepa silvestre FY833, se
observé una actividad ligeramente similar en las mutantes que presentan la eliminaci6n

sencilla o combinada los genes KHAI y NHAI (Fig. 7).

¢ En las cepas derivadas del la BY4742, la ausencia de Nhx1p, asi como la de los dos
intercambiadores, Nhx1p y Nahlp, estimulé ligeramente la actividad de bombeo de

protones de las mutantes, en comparacién de la cepa silvestre (Fig. 8).
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Figura 7. Bombeo de protones al medio por las cepas Fy833 y sus mutantes. Después de colocar el medio
de cada experimento (MES-TEA 2 mM, pH 6.0) en la cdmara, para un volumen final de 10 ml, se inicié el
trazo y se agregaron 125 mg de células. Posteriormente se agregé 50 mM de glucosa, para energizarlas. Los
protones se detectaron mediante un electrodo de pH.

¢ La eliminacién sencilla del gene NHX] estimulé ain més la acidificacién del medio, en

comparacién de la cepa silvestre. Pero si a esta mutante simple se elimina KHA! de
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manera simultdnea, la acidificacion del medio extracelular se incrementa ahora mucho

mads que el registrado para la cepa simple Anhx! (Fig. 8).
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Figura 8. Bombeo de protones al medio por las cepas BY4742 y sus mutantes. Después de colocar el
medio (MES-TEA 2 mM, pH 6.0) en la cdmara, para un volumen final de 10 ml, se inici6 el trazo de lectura y
se agregaron 125 mg de células. A los 2 min, se agregé 50 mM de glucosa, para energizar las células. Los
protones presentes en la cdmara se detectaron mediante un electrodo de pH.

¢ Es necesario sefialar que a diferencia del bombeo de protones registrado para la cepa
silvestre FY833, la cepa BY4742 presenta poca actividad después de agregar la glucosa,
o inclusive el K* (Figs. 7 y 8).

Los cambios del pH intracelular.
Si los protones bombeados al exterior provienen del interior de la célula, es necesario

medir los cambios del pH intracelular mediante la piranina introducida a las células por
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medio de electroporacién (Material y Métodos). Las células cargadas con piranina se
colocaron en MES-TEA 10 mM, pH 6.0; y se siguié en el tiempo la fluorescencia de
460->520 nm, para medir los valores del pH. Se obtuvieron los trazos antes de agregar

glucosa, del efecto de este sustrato y luego de la adicién de KCI.
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Figura 9. Cambios del pH intracelular, de las cepas Fy833 y sus mutantes. Efectos de la glucosa y del
K'. Las células se crecieron en YPD 18 hr y se ayunaron 15 hr. Se colocaron 25 mg de las células
electroporadas con piranina en una celda con MES-TEA pH 6.0, 10 mM, para un volumen final de 2 ml. El
trazo se inici6 agregando las células ante agitacién constante. Pasados 60 seg se agregé glucosa 50 mM, y

posteriormente KCI 50 mM.

Los trazos de las Figuras 9 y 10, muestran en su valor inicial una linea base de pH

interno caracteristico para cada cepa, que mostré un aumento ligero luego de la adicién de

la glucosa, y otro mayor al agregar el K*.
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En los trazos de las cepas silvestres, inmediatamente después de agregar la glucosa, se
observé, como en otras cepas (Pefia, et al., 1998), una acidificacion pequeia y pasajera del
interior celular, seguida de un aumento lento del pH. Al agregarles el K* se observé un
aumento mds rdpido del pH, que se estabilizé entre 6.6 y 6.2 (FY833 y BY4742

respectivamente). Los datos mds relevantes de estos experimentos son los siguientes:
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Figura 10. Cambios del pH intracelular, de las cepas BY4742 y sus mutantes. Efecto del K'. Se
colocaron 25 mg de las células electroporadas con piranina en una celda con MES-TEA pH 6.0, 10 mM, para
un volumen final de 2 ml. El trazo se inici6 agregando las células ante agitacién constante. Pasados 60 seg se
agregd glucosa 50 mM, y posteriormente KCI 50 mM.

e En la cepa FY833, la eliminacién de los genes KHAI y NHAI simple o doble, no
modificé los cambios del pH intracelular (Fig. 9).

e Lacepa BY4742 mostré cambios menores en su pH interno que la FY833, y la ausencia
de Nhx1p resulté en un aumento mayor del pH intracelular, que el de la cepa silvestre.

Este fenotipo se observé al eliminar simultdneamente a Nhalp (Fig. 10).
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e También en la cepa Anhxl, la eliminacién adicional de Nhalp y Khalp resulté en
valores més alcalinos que los observados para la mutante simple de ambos genes, pero

mas atin en la segunda (Figs. 9 y 10).

Es necesario sefialar también que con la cepa FY833, de manera semejante a lo
reportado por Calahorra y cols. (1998), si las células electroporadas con piranina se incuban
con glucosa, el indicador fluorescente se acumula lentamente en la vacuola; no asi en la
cepa BY4742, en la que la piranina no se acumulé en la vacuola, no obstante incubarla en
presencia de glucosa o de glucosa mas K*. Esto se verific6 observando las células al
microscopio, de modo que en esta dltima cepa, se tiene la seguridad de que el pH que se

mide corresponde exclusivamente al citoplasma.

Estimacion del potencial de membrana.

Otro de los parimetros medibles, esencial en el transporte del K*, es el potencial de la
membrana plasmdtica. En la Figura 10, se muestran los experimentos en que se estimo el
potencial de membrana, empleando a la 3,3’-dipropiltiacarbocianina, o DiSCs(3), que se
distribuye siguiendo la formaci6n del potencial de membrana, y en las condiciones que se
utiliza aumenta su intensidad de fluorescencia a 540 =590 nm al aumentar el AW de la

membrana plasmética (Pefia, et al., 1984).

Después de agregar las células, se dejaron incubar por dos minutos antes de llevarlas al
fluorémetro. Luego, al cabo de 200 segundos, se inicio el trazo agregando la cianina, que
produce un aumento de la fluorescencia que se estabiliza unos minutos después de
agregado el colorante. El potencial de membrana generado por la actividad de la H'-

ATPasa, se abate luego al agregar KCl (Pefia, er al., 1984). Este abatimiento del potencial
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de membrana de las células de las cepas silvestres, llevo los niveles de fluorescencia a

alrededor de la mitad del valor maximo inicial (Figs. 11 y 12). Los resultados de todas las

cepas mutantes se muestran en ambas graficas.
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Figura 11. Estimacion del potencial de membrana de la cepa Fy833 y sus mutantes; efecto de la adicién
de K*. Las células (25 mg) se agregaron al siguiente medio: CCCP 10 uM, CaCl, 100 pM, glucosa S0 mM y
MES-TEA pH 6.0, 2 mM, para un volumen final de 2ml, y se incubaron durante dos minutos. Luego se
agreg6 la cianina 0.25 uM. Después se agregé KCl (50mM) para observar el abatimiento del potencial. La
fluorescencia se siguié a 540-> 590 nm. U.A: Unidades Arbitrarias.

Los resultados obtenidos se pueden resumir de la siguiente manera:

® En la cepa FY833, las mutantes en que se eliminé el antiportador Khalp solo, o en
combinacién de Nahlp, mostraron un incremento ligero en la velocidad de formacién del

potencial de membrana en comparacién con la cepa silvestre; en correspondencia con el
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comportamiento observado en el bombeo de H'. Mientras que el abatimiento del

potencial al momento de agregar K* parece ser similar para todas estas cepas (Fig. 11).
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Figura 12. Estimacién del potencial de membrana de la cepa By4742 y sus mutantes; efecto de la
adicién de K'. Las células (25 mg) se agregaron al siguiente medio: CCCP 10 uM, CaCl, 100 uM, glucosa
50 mM y MES-TEA pH 6.0, 2 mM, para un volumen final de 2ml, y se incubaron durante dos minutos. Luego
se agreg6 la cianina 0.25 UM. Después se agregé KCl (50mM) para observar el abatimiento del potencial. La
fluorescencia se siguié a 540> 590 nm. U.A: Unidades Arbitrarias.

e En la cepa BY4742 y sus mutantes se observé un mayor potencial de membrana en las
cepas sin Nhxlp, pero menor que en la silvestre con la eliminacién combinada de

Nhalp, en la que el potencial fue menor que el de la cepa silvestre (Fig. 12).

e En el fondo genético Anhxl, la ausencia simultdnea de Khalp llevé hasta cerca del

doble la sefial del potencial de membrana registrado para la cepa silvestre (Fig. 12).



Efectos de la acidificacién del medio sobre los movimientos del K.

Dado que los productos de los tres genes estudiados son antiportadores K*/H', se
decidié observar el efecto de la acidificacion del medio, agregando acido clorhidrico en el
punto en que los trazos del K* en el medio alcanzaban su nivel minimo, en condiciones
semejantes a las de las Figs. 6 y 7, pero sin agregar K*. Se registr6 la linea base, que
corresponde a la concentracién de potasio existente en el medio (cerca de 7 uM). Al minuto
se agregaron las células, observando un aumento en la concentracion de K, salido de las
células. Este trazo se puede seguir durante unos minutos, registrdindose una salida lenta
pero constante del K*. Se agreg6 luego glucosa al medio, energizando las células, y se
observé una disminucién del potasio extracelular, que implica la entrada del catién a la
célula. Cuatro minutos después, se agregé 50 uM de HCI bajo la légica de que las células

puedan intercambiar H* por K* interno (Figs. 13 y 14).
Los principales resultados encontrados fueron los siguientes:

¢ En la cepas silvestres (FY833 y BY4742), Anhal, Akhal-Anhal y Anhxl-Anhal, la
adicién de H" al medio extracelular produjo una salida de K* similar en cantidad a la ya

registrada al inicio del trazo por la adicién de las células (Figuras 13 y 14).

e En ausencia de Khalp, se observé una menor salida del K* al agregar HCI. Pero
curiosamente, tal comportamiento desapareci6 en la cepa en la que también se eliminé

NHAI (Figura 13).
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Figura 13. Salida de K* producida por la acidificacién externa en la cepa Fy833 y sus mutantes. Las
células se crecieron en medio YPD con uracilo y adenina durante 18 hr y se ayunaron 15 hr. Después de
colocar el medio (MES-TEA 10 mM, pH 6.0) en la celda, para un volumen final de 10 ml, se inici6 el trazo
agregando 125 mg de células. Posteriormente se agregé glucosa 50 mM para energizar las células; a los
cuatro minutos se agregé HCI 50 pM (trazo representativo).

e En la BY4642 sin Nhx1p también se observé la disminuci6n notable de la salida de K*
ante la adicién de HCI, en comparacién con su cepa silvestre. Sin embargo, la
eliminacién combinada de NHX! y NAHI mostr6 un comportamiento semejante al de la

cepa silvestre (Figura 14).

e La ausencia de Nhalp no afect6 ostensiblemente el comportamiento de las cepas en que

se eliminé sola o combinada con Khalp (Figura 13) o Nhx1p (Figura 14).
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Figura 14, Salida de K' producida por el HCI en las cepas BY4742 y sus mutantes. Las células se
crecieron en medio YPD con uracilo y adenina durante 18 hr y se ayunaron 15 hr. Después de colocar el
medio (MES-TEA 10 mM, pH 6.0) en la celda, para un volumen final de 10 ml, se inici6 el trazo agregando
125 mg de células. A los 2 min se agregé glucosa 50 mM para energizar las células; y cuatro minutos después
se agregd HCI 50 pM.

Efectos de la acidificacion del medio sobre el pH interno.

Dado que en algunas de las mutantes la acidificacién del medio produjo una salida del
K*, por un probable intercambio por H', se decidié observar la acidificacién producida por
la adicién de HC1 200 pM, y una vez lograda ésta, agregar 50 mM de KCl, en un intento de
detectar la actividad de los antiportadores. De ser esto cierto, la adicién de 4cido deberia
producir un menor cambio del pH interno, principalmente en la mutante de Khalp, pero
ademis, la subsecuente adicién de KCI tampoco deberia producir, o producir un aumento

menor del pH interno.
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Figura 15. Cambios del pH intracelular de las cepas FY833 y sus mutantes ante la acidificacién del
medio. Se colocaron 25 mg de las células electroporadas con piranina en una celda con MES-TEA pH 6.0, 10
mM, para un volumen final de 2 ml. El trazo se inici6 agregando las células ante agitacién constante. Pasados
60 seg se agreg6 glucosa 50 mM, luego 250 pM de HCl y al final se agregé KCl 50 mM (trazo
representativo).

Para los trazos de cada mutante, se consideré como control experimental el obtenido

con su respectiva cepa silvestre. Los resultados relevantes son los siguientes:

e En primer lugar, al comparar las cepas silvestres con sus respectivas mutantes, en
contra de lo esperado a partir de los experimentos en que la adicién de HCI produjo una
salida diferente de K* en algunas de ellas, en los experimentos de medicién de pH
interno no se observaron diferencias ante la adicién del HCI (suponiendo que la salida

del K* observada antes hubiera sido por un intercambio de HY).

48



200uM
HCI J;
6.4 200uM P

-4 1 / \:
6.3 1

6.2

6.1

pH intracelular

6.0
59 ,F
58
KCI
10mM
57 - =+
0 200 400 600 800 1000
Tiempo (seg)
e

Figura 16. Cambios del pH intracelular de las cepas BY4742 y sus mutantes ante la acidificacién del
medio. Se colocaron 25 mg de las células electroporadas con piranina en una celda con MES-TEA pH 6.0, 10
mM, para un volumen final de 2 ml. El trazo se inici6 agregando las células ante agitacién constante. Pasados
60 seg sec agregé glucosa 50 mM, luego 250 uM de HCI y al final se agregé KCl 50 mM (trazo
representativo).

* En la cepa FY833 y sus mutantes, si bien no se observé diferencia en la acidificacién
producida por el HCI en ninguna de ellas, luego de la adicién posterior del K, si se

encontr6 que todas las mutantes mostraron una menor alcalinizaci6n al agregar K*.

e En la cepa BY4742 y sus mutantes, nuevamente, no se observé diferencia en la
acidificacién producida por el HCI. Llama adem4s la atencién que luego de la adici6n
del K, la cepa silvestre (BY4742) no mostrara ninguna alcalinizaci6n, y que ésta fuera
mayor en la cepa sin la Nhx1p. Por otra parte, ante la eliminacién adicional de Nahlp y
Khalp, pero més del segundo intercambiador, el aumento del pH fue menor que en la

cepa sin Nhx1 (Fig. 16)

e La actividad de los organelos puede verse dafiada por la presencia de H' en exceso

irrumpiendo abruptamente en el interior celular, afectando posiblemente la actividad de
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la mitocondria, dicho fenémeno puede explicar la ausencia de respuesta por parte de las
cepas, silvestre BY4742, Anhal y Anhxi-Akhal; Este dato parece concordar con una

actividad respiratoria menor presente tanto para la cepa BY4742 como Anhal (Fig. 16).

Actividad de hidrélisis de ATP en membrana plasmatica.

La actividad de la H*-ATPasa de la membrana plasmatica es fundamental para la célula,
ya que gracias a su bombeo de H' se genera el gradiente electroguimico que se emplea para
llevar a cabo el transporte de sustratos al interior celular. Se decidié medir dicha actividad
debido a que una gran cantidad de nuestros fenotipos observados (incremento de la
velocidad del transporte de K* al interior celular, alcalinizacién del pH intracelular y el
potencial de membrana) se pueden explicar por la simple actividad modificada de Pmalp
(H'-ATPasa de membrana plasmética) bajo estas condiciones de estudio. Los experimentos
se realizaron purificando membrana plasmatica de cada una de la cepas de estudio, como se
describié en Materiales y Métodos. Debe mencionarse que antes de iniciar la purificacién
de membrana, las células fueron incubadas en glucosa para poder asi activar a Pmalp

(Serrano et al, 1983).
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Figura 17, Actividad de hidrélisis de ATP en membrana plasmética de las cepas FY833, BY4742 y las
mutantes, De cada cepa, se purificé la membrana plasmdtica, que se incub6 en PIPES-KOH 50 mM, pH 7.0,
ATP 5 mM, MgCl, 5 mM, Azida de sodio 5 mM, PEP 5 mM. El fosfato inorgénico liberado se midié por el
método de Sumner.

El resumen de los resultados de los experimentos de la figura 16 es el siguiente:

¢ En todas las mutantes construidas en el fondo genético FY833, se observé un aumento
de la actividad de hidrélisis de ATP en relacién con su cepa silvestre. Sin embargo, el
mayor aumento se observé para la mutante de Nhalp, seguida de la doble mutante, y

luego la mutante de Khalp.

e En las mutantes de la cepa BY4742, la eliminacién de Nhx1p aument6 la actividad de la
ATPasa. Mientras que a Anhx! se le eliminé simultdneamente los genes NHAI o KHAI,
se observé una disminucién de la actividad de la enzima, llegando hasta cerca de la

mitad en la doble mutante AnhxI-Akhal en relacién con la cepa silvestre.
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Actividad respiratoria.

De acuerdo con estudios in silico de prediccién estructural en busca de una secuencia
importadora mitocondrial, asi como los andlisis de secuencias homélogas con genes de
Rickettsia sp., y el estudio del crecimiento en medios con sustratos no fermentables, se ha
propuesto que Nhalp, Khalp y Nhxlp son proteinas involucradas en la homeostasis
mitocondrial (Steinmetz et al. 2000). Si la ausencia de este tipo de proteinas puede afectar
la homeostasis de la mitocondria, es de esperar que también afecte la actividad respiratoria
de cada una de las mutantes. Con base a estos antecedentes se midi6 la respiracién de las
células enteras a las que se adicioné etanol como sustrato mitocondrial, mismo que se
degrada a acetaldehido, donando dos electrones a la cadena transportadora de electrones
presente en la membrana interna mitocondrial, por intermedio del NADH (Kwast, et al.

2002), (Figs. 18 y 19).
El resumen de los resultados del consumo de oxigeno es el siguiente:

e En las dos cepas en que se eliminaron Khalp sélo o en combinacién de Nahlp, la

velocidad de consumo de O, fue mayor que para FY833 (Fig. 18).

e La eliminacién de NHAI redujo la velocidad respiratoria, en comparacién con las cepas

silvestres.

e La eliminacién simultinea de Nhalp y Khalp, de cualquier forma aumenté el consumo

de O,, ya observada en Akhal, pero menos que en esta mutante (Fig 19).
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¢ En la cepa sin NHX1, se observé un aumento importante de la velocidad de consumo de

oxigeno (Fig. 19).
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Figura 18. Respiracion de las células de FY833 y sus mutantes. Las células se crecieron en medio YPD 18
hr y se ayunaron 15 hr. Al medio de cada experimento (MES-TEA 2 mM, pH 6.0) en la cdmara, para un
volumen final de 3 ml, se agregaron 40 mg de células/ml, seguidas de 33 mM de etanol (trazos

representativos).

e Al eliminar de manera simultdnea Nhxlp y Khalp, se observé un aumento en la
velocidad de consumo de O, que fue mucho mayor que el registrado de manera

independiente para cada gene eliminado solo (Fig. 19).

¢ En comparacién con la cepa FY833 en donde se observé un aumento de la respiracién

con etanol, la cepa BY4742 casi no aument6 su respiracién (Figs. 18 y 19).
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Figura 19. Respiracion de las células de BY4742 y sus mutantes. Las células se crecieron en medio YPD
18 hr y se ayunaron 15 hr. Al medio de cada experimento (MES-TEA 2 mM, pH 6.0) en la cdmara, para un
volumen final de 3 ml, se agregaron 40 mg de células/ml, seguidas de 33 mM de etanol (trazos
represenatativos).
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DISCUSION.

En S. cerevisiae el potasio entra a la célula a través de los sistemas de transporte de baja
y de alta afinidad (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984), ambos clonados ya (Gaber et al.,
1988, Ko et al., 1990). Una vez dentro, el catién parece distribuirse hacia toda la célula,
pero en buena parte a la vacuola (Blumwald, 2000). En este trabajo, a pesar de que las
distintas cepas sufrieron la ablacién de uno o varios de los principales genes implicados en
el sistema de antiportador catién / K*, la acumulacién del potasio en las células es
esencialmente el mismo, a excepcion de la mutante: AnhxI-Akhal, donde fue evidente un

aumento de la acumulacién de este catién.

Efectos de la eliminacién de los genes sobre la homeostasis del K* y del pH interno.

El papel de Khalp:

Los resultados de la eliminacién del gene KHAI en la cepa FY833 son diferentes a los
descritos por Ramirez, er al. (1998). Los efectos encontrados antes, utilizando la cepa
silvestre W303 1A, parecen haberse debido a que las células ura3’, se crecieron en ausencia
de uracilo, y la interrupcién del gene se hizo utilizando un cassette que contenia el gene
URA3, que conferia a las células una mayor capacidad para crecer, bombear protones,
transportar potasio y producir mayores cambios en el pH interno. Un resultado similar fue
descrito por Chopra et al, (1999), quienes eliminaron al gene ATHI (que codifica para una
trehalasa vacuolar dcida), empleando el cassette de URA3. En su trabajo muestran que este
cassette solo, introducido al genoma de la levadura causaba un fenotipo similar al descrito

antes para la mutante Aathl::URA3. Es por ello que la presencia de este cassette de URA3
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puede causar artefactos en los fenotipos registrados para las mutaciones realizadas en S.
cerevisiae. Por eso, decidimos cambiar de marcador de auxotrofia, y empleamos el cassette
de HIS5® (gene de Shizosaccharomyces pombe) y el de TRPI (gene de S. cerevisiae),
siendo el primero ortdlogo a S. cerevisiae, mientras que el segundo es pardlogo (Longtine et
al, 1998), complementa una via ausente de nuestras cepas pedigree (FY833). Esta ventaja
se aprovechd, haciendo mutaciones del mismo gene, pero bajo diferente marcador de
auxotrofia, esto nos daria cierta tranquilidad frente al fenotipo observado, ahora sélo
dependiente de la mutacién del gene de estudio.

Hubo dos tipos de resultados en cuanto a la homeostasis del K* y los cambios del pH
interno. En las mutantes de la cepa FY833, practicamente no se observaron diferencias
entre la cepa silvestre y las mutantes sencillas de NHAI, KHAI ni Anhal-Akhal en la
acumulacién o transporte de K*, ni en los cambios del pH interno. Si se encontré un
bombeo de protones ligeramente mayor, y una instalacién ligeramente més répida del
potencial transmembranal de la membrana plasmatica de las mutantes Akhal. En la cepa
BY4742, por otra parte, todas las mutaciones producidas mejoraron el desempefio de las
células en todos esos pardmetros. Mas aiin, la ausencia de Nhx1p y Khalp resulté en un

aumento sustancial de la acumulacién de K™ por las células.

KHAI no es esencial, y su eliminacién en la cepa FY833 no produjo cambios
importantes en el funcionamiento de las células, a excepcion del incremento de la actividad
respiratoria. O bien se trata de un gene que puede ser sustituido por otro, o su papel es
secundario en la fisiologia de la levadura. En experimentos preliminares y no mostrados
para este trabajo, se fusioné a este antiportador por su extremo carboxilo terminal a la

proteina verde fluorescente (GFP), y se encontré que esta proteina antiportadora H'/K* no
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estd localizada en membrana plasmitica de las células, sino distribuida en el interior de la
célula, aiin no fue posible definir su localizacién precisa, ni tampoco eliminar la posibilidad
de que al marcarla con la proteina verde se presenten problemas por su procesamiento, ya
que algunos autores (Zeng et al, 2004) han observado que una parte de la proteina marcada
no llega a su destino final, siendo la culpable la GFP fusionada a la proteina de estudio.
Esto es debido a que posiblemente se afecta el arreglo conformacional mis estable de la
proteina membranal antiportadora H'/K”, siendo afectadas principalmente las regiones de
sefializacion para la direccionalidad dentro de la célula, estas regiones quedarian ocultas
por este nuevo re-arreglo conformacional proteico; una manera de solucionar este
problema, es adicionar pequefios epitopes de HA (hemaglutinina) (Longtine et al, 1998),
mismos que por ser tan pequefios no afectan mayormente la conformacién espacial de la
proteina de estudio (Ferreira et al, 2002); ain estamos trabajando en este problema. Por
otro lado, la adicion de HCI al medio extracelular mostré que en ausencia de este
antiportador no se observé respuesta de salida de K*, indicando que pudiera estar en la
membrana plasmadtica, nuestros experimentos con GFP fusionada indiquen lo contrario. Si
fuera cierta esta observacién, cada H' introducido a la célula tendria que sacar un K*
debido a la existencia de un antiportador catién / H' en la membrana plasmatica, pero queda
la duda frente a ambos experimentos que se contraponen. Recientemente, el grupo de
trabajo de la Dra. Sychrova ha fusionado también a la proteina de KHAI con GFP, y sus
resultados muestran que este antiportador se localiza en membranas de algin organelo de la

levadura, el cudl, no se ha determinado.
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El papel de Nhalp:

De acuerdo con nuestros experimentos y los de otros investigadores (Prior er al, 1996),
Nhalp tampoco es un antiportador esencial, debido a que bajo diferentes combinaciones y
condiciones de estudio, la célula parece no depender directamente de este gene para poder
vivir. El grupo de trabajo de Prior, para poder observar un fenotipo claro dependiente de la
ausencia del gene NHAI, lo eliminan en una mutante carente de los ENAs, aunque
Sychrova lo elimina con el cassette de URA3. Bajo estas combinaciones de genes ausentes,
la eliminaci6n de este antiportador H'/K", realmente afecta la fisiologia del transporte de

Na® y K*, en nuestras combinaciones este gene no afecta la viabilidad celular.

También en el estudio de las mutantes de este transportador se observaron diferencias
entre las dos cepas silvestres estudiadas. En las mutantes de la cepa FY833, su eliminacién
aislada no tuvo efecto alguno en los pardmetros estudiados: transporte de K*, bombeo de
protones al exterior, cambios del pH interno de las células, cambios de la diferencia de
potencial de la membrana plasmética. En las mutantes de la cepa BY4742, por otra parte, su
eliminacién mejor6 esos mismos pardmetros, excepto el potencial eléctrico de la membrana
plasmética de las mutantes dobles AnhxI-Anhal, en las que se encontré disminuido; esto

puede tener relacién con que esta mutante es la que mostré menor actividad respiratoria.

La mutante Anhal es la tnica que presenta una actividad de hidrélisis de ATP de
membrana plasmética mucho mayor que la registrada para las otras mutantes; esto no
correlaciona con ningin cambio del potencial eléctrico de la membrana plasmética,
registrado de manera indirecta con CCCP y cianina (DiSC3(3)), ni mucho menos con la
medicién de acidificaciéon del medio extracelular. Esto se puede explicar simplemente al

error experimental.
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El intercambio de H* por K* llevado a cabo en nuestras condiciones de estudio (después
de agregar HCI al exterior celular), la mutante simple de NHAI muestra un fenotipo similar
a su silverstre, lo cual indicaria que khalp sea el responsable directo de este intercambio de
protones por potasio, el experimento inverso sea diferente. Es decir, cuando se obliga al
sistema a acidificar su pH intracelular y luego estos H" sean recambiados por K* después de
ser agregado el KCl al medio extracelular, la mutante Anhal presenta una respuesta menor
en su alcalinizacién del pH intemo en comparacion a su cepa silvestre. En ambos
experimentos NHAI parece participar de manera indirecta o secundaria en estos
intercambios de H' / K*. Esto contrasta con lo propuesto por Bariuelos er al., (2002); este
grupo propone a NHAI como el antiportador encargado por excelencia de la salida de K* de
la célula, pero el problema de este trabajo es: para ver el fenotipo Anhal debe combinarlo
con la ausencia simultidnea de los genes ENAs. Como lo demuestran nuestros resultados, la
acumulacién de K* intracelular total no se vio modificada s6lo por la ausencia simple de
este antiportador, sino de la mutacién simultinea de los genes KHAI y NHXI, siendo
Nhalp el dnico antiportador responsable de la salida de K*, pero la entrada de este catién a
la célula es tan alta (a través de los Trks), que es dificil pensar que esa salda sea
equivalente. Atln asi, bajo estas condiciones de estudio, NHAI sigue siendo de poca
importancia.

El papel de Nhx1p:

Nhx 1p tampoco es esencial; los resultados, en el sentido de un pequefio aumento de la

acumulacién de potasio ante su mutacién simple, pueden deberse a que la eliminaci6n de

este antiportador H" / K* disminuyé la salida del potasio de la célula, segiin las medidas de

la acumulacién de K* (~160mM), del registro con electrodo de K* (aceleracién del

59



transporte de potasio), de la ausencia de respuesta de salida de K" frente a la adicién de H"
al medio (medido tanto con un electrodo para pH, como con piranina introducida a la
célula). En cuanto a los cambios del pH intracelular, el aumento del bombeo de H" y del
potencial de membrana pueden deberse a que en general, la cepa BY4742 se comporta
como una célula con bajas capacidades en todos estos parimetros. Por otra parte, la
eliminacién doble de Nhxlp y Khalp produjo un aumento generalizado en todos los
parametros estudiados en relacion con la homeostasis del K* y del pH interno. Esto no se
explica por el mero incremento de la actividad desregulada de PMA1, ya que por otro lado
la mutante AnhxI, presenta una actividad de hidrélisis de ATP ligeramente mayor que su
cepa silvestre, la actividad registrada para la mutante Anhxl-Akhal, presenta una
disminucién en la hidrélisis, lo cudl no corresponderia con un incremento del transporte de
K*, mismo que es acelerado para esta mutante, siendo por tanto ambos pardmetros
independientes y el transporte de potasio no dependeria directamente de un incremento de
la actividad de PMAI, sino del potencial de membrana establecido, siendo esta diferencia la
que aumente su acumulacién. Esta mutante doble presenta un estimado de AY mayor que el
registrado para las demds mutantes de BY4742, sea una consecuencia conjunta de la
ausencia de un antiportador de vacuola y posiblemente de otro organelo. Pero también
dicha diferencia, se podria explicar, no con un incremento de la actividad especifica de
PMAL, sino por el hecho de que esta actividad esté sobrada en la membrana, de modo que
un aumento de su actividad no necesariamente implica un aumento de la acumulacién del
K*.

Este transportador se ha descrito en plantas como un antiportador presente en la

membrana vacuolar (Nass er al, 1997, Orlowski et al, 1997); en la levadura se le ha



localizado en las vesiculas prevacuolares (Nass y Rao, 1998). Su eliminacion del genoma
silvestre afecté la fisiologia de la célula, pero al combinarla con la falta de KHAI, en el
fondo genético de la cepa BY4742, la fisiologia de la célula se afecta dristicamente. La
presencia de Nhalp (en la cepa Anhx]-Akhal) no pareciera sustituir la ausencia de los otros
dos antiportadores. La eliminacién combinada de los tres genes (KHAI, NHX1 y NHAI),
parece no afectar la viabilidad celular (Cepa construida por la Dra. Sychrova). Frente a este
dato, es de pensar que la célula debe estar utilizando otro tipo de mecanismos que le
permitan mantener su homeostasis interna tanto de K* como del pH intracelular. Es posible
aventurar la hipétesis de que este intercambiador (NHX1) esté en la vacuola y que la
localizacion reportada (Nass y Rao, 1998) se deba a un defecto en la técnica, y que la
proteina verde fluorescente (GFP) fusionada a la proteina de este antiportador H/K",
impide su transporte e incorporacién final a la membrana vacuolar, cosa que probablemente
no ocurriria si la marca no fuera tan voluminosa y por tanto onerosa para la célula (Zeng et

al, 2004).

Desafortunadamente, los cambios mas importantes se observaron en la cepa BY4742,
que no parece ser en si suficientemente robusta. En otro trabajo del laboratorio (datos no
publicados) en que se estudiaron distintas cepas “silvestres”, sin duda la menos eficiente
para realizar diversas funciones fue la BY4742, de modo que los cambios observados deben

tomarse con cierta reserva.

Los resultados en la cepa BY4742, podrian explicarse si Nhx1p estd en la vacuola, y
Khalp en la membrana plasmatica, y actdan en serie para producir la salida del K* de la
célula a cambio de protones. Los intentos por localizar a Khalp en la membrana plasmética

de la célula han fracasado como anteriormente se discutié.
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Efectos de las mutaciones sobre la actividad respiratoria de las células.

Este efecto parece ser independiente de los observados en la homeostasis del K* y del
pH interno. Las mutaciones producidas en las dos cepas estudiadas; en primer lugar, porque
a diferencia de los cambios encontrados respecto al transporte de K* y movimientos de
protones, en las dos cepas utilizadas hubo diferencias grandes. Por otra parte, los cambios
observados, en particular con las eliminaciones de Khalp y Nhalp, fueron muy similares

entre ambas cepas, no obstante el fondo genético diferente.

Khalp: La eliminacién de KHAI aument6 la capacidad respiratoria de las células, y se
demostré que ello reside en cambios de la mitocondria, con una mayor actividad en
comparacién con la cepa silvestre; ya que esto se observé midiendo el consumo de oxigeno
después de agregar etanol a células enteras, un sustrato exclusivo de la mitocondria. Se
podria especular sobre esta mayor actividad de la mitocondria como resultado de un
aumento de K* intracelular (citos6lico), pero esta mutacién simple no hizo aumentar los
niveles de potasio total acumulado, no obstante el incremento de este catién tal vez sea sélo
local por organelo y uno de ellos sea posiblemente la mitocondria. Se sabe, que cuando se
incrementa la cantidad de fuerza i6nica, el transporte de electrones que se lleva acabo por la
cadena transportadora de e, es més rapida (Hackenbrock et al., 1986). Por tanto el
incremento de K, tenga como consecuencia no sélo el colapso del potencial de membrana
mitocondrial, sino una consecuencia directa del transporte de electrones en los complejos
respiratorios. Este fenotipo observado pudiera relacionarse con la propuesta de Steinmetz et
al. (2000), quienes afirman que este antiportador H'/K* sea localizado en la mitocondria.
Ademis, este gene conserva un gran parecido con los antiportadores bacterianos (Ramirez

et al., 1998), y dado que este organelo tiene un origen endosimbiético (Margulis, 2001) y
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que parte de su genoma lo exporté al nicleo, es posible que sus proteinas sigan

conservando su funcién bacteriana original.

Nhalp: Su ausencia, sola o combinada con la de KHAI, caus6 una disminucién de la
actividad respiratoria, ya antes encontrada para estas mutantes simples. Este dltimo cambio
fisiolégico es importante, dado que cerca de este gene a 2 Kb rio arriba se localiza el gene
SLS1, que se ha descrito dentro del proceso de transcripcién del DNA mitocondrial, ya que
Slslp se localiza anclada a la membrana interna mitocondrial e interactia con Namlp, la
cual forma un complejo con la RNA polimerasa de la mitocondria (Bryan et al, 2002). La
ausencia de SLSI produce problemas tanto respiratorios como de crecimiento en sustratos
no fermentables (http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/SGD/locus.pl?locus=slsl), similares
curiosamente al fenotipo de la mutante en NHAI. Pudiera ser que lo observado sea
consecuencia de cambios en los niveles de expresion del gene SLS1, que se viera afectado
por la construccién de la mutante sin NHAI, que emplea el gene HIS5", y cuyo tamaiio
modificara las distancias a las que puede actuar algiin complejo de factores de transcripcién

sobre las regiones promotoras o de regulacion (Harbison et al., 2004) de expresion de SLS1.

Nhx1p. La ablacién de este antiportador produjo cambios importantes en la respiracién,
similar al registrado en la cepa Akhal, pero la eliminacién de ambos genes causé un
fenotipo més acentuado. Uno de estos cambios, en la doble mutante (AnhxI-Akhal) fue el
aumento de la concentracién de potasio intracelular, claramente mayor que el observado
para estas mutantes simples como de su cepa silvestre. No lo hemos determinado, tal vez
sea posible que el incremento de este catién sea local en este organelo y el K* este
modificando las actividades de la cadena transportadora de electrones. También la

explicacién puede estar en el mayor bombeo de H*, que dio lugar a un mayor potencial
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transmembranal, medido con CCCP y cianina (DiSCs(3)); la actividad de hidrélisis de
ATP, no sea tan alto, esto también se puede explicar por un incremento de proteina de

PMAI y no necesariamente de su actividad especifica en el bombeo de protones.

Al igual que KHAI este antiportador, con base en estudios in silico, se ha propuesto que
se encuentra localizado en la mitocondria (Steinmetz et al., 2000). Numata et al. (1998),
colocalizan a NHX1 en la mitocondria fusionando al antiportador la proteina GFP, mientras
el grupo de Rao (Brett, er al, 2003) en otros experimentos encuentra a NHXI (S.
cerevisiae) y NHE6 (Homo sapiens sapiens) (Brett et al., 2002) formando parte de
organelos (vesiculas prevacuolares) (Ali et al., 2004) y no en mitocondrias. Por el momento
no hay consenso con respecto a la localizacién de este antiportador. Ahora bien, es claro
que la familia filogenética de este antiportador se divide de manera general en dos:
proteinas que migran a membrana plasmética (localizada en invertebrados y vertebrados) y

las que migran a los organelos (hongos y plantas) (Brett ez al., 2002).



CONCLUSIONES

Bajo estas condiciones de estudio, los tres intercambiadores catién/H* (KHAI,

NHAI y NHXI) no son esenciales para la levadura.

Los intercambiadores KHAI, NHAI y NHXI juegan un papel secundario, tanto en la

dindmica del transporte de K*, como de la regulaci6n del pH intracelular.

La actividad de H™-ATPasa de PMALI, no explica nuestros fenotipos registrados

para las mutantes estudiadas.

La ausencia simple de NHXI o en combinacién de KHAI, aument6 la acumulacién
de K, la velocidad de acidificacién del medio extracelular, el transporte de K* hacia

el interior, asi como modificaci6n en la regulaci6n del pH intracelular.

La eliminacién de los antiportadores KHAI, NHAI y NHXI de manera simple o
combinada produjo cambios en la actividad respiratoria, pudiendo estas proteinas

estar también relacionadas directa o indirectamente con la mitocondria.

La diferencia en los resultados obtenidos a partir de las dos cepas silvestres en el
caso de la homeostasis del K* y del pH interno de las células, impide por ahora

llegar a conclusiones definitivas.
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PERSPECTIVAS.

Afinar los estudios de las proteinas fusionadas a la proteina verde fluorescente para

localizar los productos de los genes KHAI, NHX1 y NHAI.

Dado que se ha descrito a Nhalp como un intercambiador catién / H* de la membrana
plasmatica, es necesario estudiar el papel que pueda jugar en la homeostasis de los

cationes en la mitocondria.

El gene NHXI se ha localizado en el interior de la célula y no en la membrana

plasmitica, podria tener algiin papel en la regulacién de la homeostasis mitocondrial.

Obtener y estudiar mutantes en las que se eliminen los tres genes propuestos como

implicados en la regulacién del pH interno de la levadura.

Seria interesante medir tanto el RNAm, asi como los niveles de proteina de Slslp en
las diferentes mutantes, asi como en la cepa silvestre, para observar el nivel de

expresion o regulacién ante la ausencia o presencia de KHAI, NHXI y NHAI.

Queda por estudiar la regulacion de los genes del transporte, que comparten la
propiedad de contar con un extremo carboxilo intracelular muy largo; algunos trabajos

indican una influencia de esta parte de NHAI en la regulacién del ciclo celular.

Se ha propuesto que la vacuola desempeifia un papel importante en la homeostasis del
K" y del pH intracelular. Por tanto, con estas mutantes se estudiaria el papel de estos

antiportadores en este organelo.
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