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RESUMEN 

El K+ es un catión fundamental para la vida y desarrollo de Saccharo"!)'ces cerevisiae. Este ion 
acelera la glucólisis y la respiración, regula el potencial de la membrana plasmática y juega 
un papel importante en la regulación del pH interno de la levadura. Por otra parte, la 
vacuola es el organelo que almacena la mayor parte del K+ de la levadura. A la fecha ha sido 
descrito solamente un antiportador Na + / H+ en la membrana vacuolar de S. cerevisiae. Sin 
embargo, poco se sabe del transporte del K+ a este organelo. Dado que la adición de K+ a 
la levadura provoca la alcalinización vacuolar y además existen diversos antiportadores 
catión/protón en la vacuola, la hipótesis de este trabajo supone la existencia de un 
antiportador K+ / H + en la vacuo la de la levadura. El objetivo principal de esta investigación 
fue llevar a cabo el estudio in situ del transporte del K+ a la vacuola de · esta levadura. Se 
desarrolló una técnica para preparar esferoplastos permeabilizados en dos cepas de S. 
cerevisiae (La Azteca y BY4742). Las levaduras no requirieron de agente permeabilizante sino 
únicamente de la incubación con zimoliasa. De hecho, la incubación con nistatina provocó 
el desacoplamiento de las mitocondrias, lo cual se observó por mediciones de la respiración 
mitocondrial en los esferoplastos. La pérdida de la barrera de la membrana plasmática en 
los esferoplastos fue confirmada por la liberación de nuc!eótidos y proteínas, así como por 
la actividad de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa con substrato externo; · también se 
observó la pérdida del potencial de la membrana plasmática y de la capacidad glucolítica 
por la liberación de los cofactores necesarios de la glucólisis. Sin embargo, los organelos 
internos se mantuvieron íntegros, y se encontró respiración mitocondrial acoplada a la 
fosforilación del ADP con substratos como lactato, piruvato, glucosa y etanol. 
La integridad vacuolar permitió la cuantificación del potasio interno; se confirmó la 
capacidad de almacenamiento de este catión que tiene la vacuola y su probable papel en la 
homeostasis del mismo. Se cuantificó la actividad de las H+-ATPasas plasmática, vacuolar y 
mitocondrial, mediante inhibidores específicos. La primera fue la más activa, seguida por la 
vacuo lar, y no se detectó la ATPasa mitocondrial. Con un electrodo selectivo se observó la 
toma del ion potasio por los esferoplastos, el cual se inhibió con la bafilomicina Al> 
inhibidor específico de la V-ATPasa. La adición de un inhibidor de antiportadores Na+ / H+ 
(un derivado de la arnilorida) provocó la salida masiva del potasio vacuo lar. Mediante 
colorantes fluorescentes se pudo estimar el LlpH y el Ll\jl de la membrana vacuo lar. El Ll\jl 
aumentó con la adición de ATP-Mg2+, se colapsó con desacoplantes y se inhibió con 
bafilomicina Al ' La ausencia del efecto del ion potasio sobre. el Ll\jl sugirió que su entrada a 
la vacuola se daba por un antiportador electro neutro del tipo K+ /H+. Se cuantificó el pH 
vacuolar con piranina y se encontró una acidificación vacuo lar con ATP-Mg2+, que se 
inhibió con bafilomicina Al' El K+ provocó la alcalinización vacuolar, pero se requirieron 
altas concentraciones del ion potasio de hasta diez veces por arriba que el que afecta el pH 
citoplásmico. El transportador vacuolar es inespecífico. Las mismas características de los 
esferoplastos se observaron en el transporte de potasio usando vacuolas aisladas. 
Con el fin de evaluar el papel del antiportador Na+ /H+ Nhxlp en el transporte de potasio 
en la vacuola, se utilizaron mutantes Llnhx 1 y se caracterizó en éstas el transporte del K+ en 
cuanto a su especificidad y concentración requerida. Los resultados mostraron que esta 
proteína no es la encargada de llevar a cabo el transporte del ion potasio en este organelo. 
Se requieren más estudios para conocer la naturaleza de dicho antiportador vacuolar. 
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ABSTRACT 

K+ is an important cation for the life of Saccharomyces cerevisiae. This cation acelerates the 
glycolysis and respiration, regulates the potential of plasma membrane and plays an 
important role in the regulation of the internal pH in the yeast. By other hand, the vacuole 
is the main storage of K+ in the yeast. A Na+ / H+ antiporter has been described in the 
vacuole of S. cerevisiae, however more studies are neccesary about the potassium transport in 
this organelle. In view of the vacuolar alkalinization caused by K+ in S. cerevisiae and of the 
existence of several antiporters ion/ proton in the vacuole of this organism, the hypothesis 
of this work supposed the existence of a K+ / H+ antiporter in the vacuole. 
The main objective of this work was to allow an in situ study of the K+ transport in the 
vacuole of S. cerevisiae. A technique for obtaining permeabilizéd spheroplasts waS prepared 
in this work in two strains of S. cerevisiae (La Azteca and BY4742). Intact yeast did not 
require any permeabilizing agent but only the incubation with zymolyase. In fact, 
incubation with nystatin produced mitochondrial uncoupling, which was observed by 
mitochondrial respiration measurements in spheroplasts. The lost of the plasma membrane 
integrity was confirmed by the releas e of nucleotides and proteins and by the glucose-6-
phosphate dehydrogenase activity with exogenous substrates in spheroplast. Decline of 
plasma membrane potential was observed and spheroplasts lost glycolytic ability due to the 
releas e of cofactors of glycolysis . However, internal organelles maintained their integrity 
and mitochondrial respiration was coupled to ADP phosphorylation in presence of 
substrates such as lactate, pyruvate, glucose and ethanol. 
Vacuolar integrity allowed quantification of internal potassium; the storage ability of the 
vacuole was confirmed and also its probable role in the homeostasis of potassium ions in 
the yeast. Plasmatic, vacuolar and mitochondrial H+-ATPase activities were quantified by 
specific inhibitors. The first one showed the highest activity, followed by the vacuo lar 
enzyme, but mitochondrial H+-ATPase activity was not detected. Entrance of potassium 
into the spheroplasts was observed with a selective electro de which was inhibited by 
bafilomycin Ah a specific inhibitor of V -A TPase. Besides, addition of a specific inhibitor of 
Na+ /H+ antiporters (arnyloride derivative), provoked the massive efflux of the vacuolar 
potassium. LlpH and Ll\jl were estimated in the vacuo lar membrane by fluorescent dyes. Ll\jl 
increased after ATP-Mg2+ addition, reverted by uncouplers and inhibited with bafilomycin 
Al' The absence of a potassium ion effect on Ll \ji suggested that the entran ce of this cation 
to the vacuole is driven by an electroneutral K+ / H+ antiporter. Vacuolar pH was quantified 
by pyranine fluorescence and vacuolar acidification was observed after ATP-Mg2+ addition 
but inhibited by bafllomicin Al' K+ pro motes vacuolar alkalinization in a process that 
required tenfold higher potassium concentration than in the case of the cytoplasmic 
alkalinization. Potassium transport into the vacuo le was nonspecific. Sarne potassium 
transport properties in the spheroplasts were observed in isolated vacuoles . 
With the aim of evaluating the role of the Na+ /H+ antiporter Nhxlp on potassium 
transport in the vacuo le, Llnhx 1 mutants were used and the potassium transport into the 
vacuole was characterized. Results showed that such protein is not involved in the 
potassium transport in this organelle. More studies are required to know the nature of such 
vacuo lar antiporter. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. LA LEVADURA COMO MODELO BIOLÓGICO 

La investigación científica en Saccharomyces cerevisiae debe sus inicios a que desde épocas 

tempranas de la humanidad se utiliza en la producción de bebidas alcohólicas y en la 

elaboración del pan. Además, los estudios en tomo a la fermentación alcohólica durante los 

siglos diecinueve y veinte fueron trascendentes para comprender el funcionamiento celular; los 

descubrimientos revolucionaron la visión científica de los seres vivos dando inicio a la 

bioquímica y a la microbiología moderna. 

En 1789, A.L. Lavoisier, el fundador de la química moderna, realizó el primer análisis 

químico de la fermentación alcohólica, aunque para esa época todavía no se consideraba a la 

levadura como un ser viviente. Después de la ejecución de Lavoisier en 1794, durante la 

revolución Francesa, el nuevo régimen francés ofreció un enorme apoyo a la investigación en 

tomo a la producción de alcohol. De hecho, en el año de 1795, se ofreció un kilogramo de oro 

al científico que lograra dilucidar la naturaleza de los materiales que hacían posible la 

fermentación alcohólica, dando lugar a avances considerables al respecto (Barnett, 1998). 

Algunos científicos hicieron importantes aportaciones; Gay-Lussac estableció en 1815 

la ecuación de la fermentación que muestra la transformación de glucosa en dos moléculas de 

alcohol y dos de bióxido de carbono. Posteriormente, el avance del microscopio óptico 

permitió la observación de las levaduras. Desmaziéres publicó dibujos de los microbios de la 

cerveza a los que denominó Mycoderma cervisiae (cervisia, ceroesia o cerevisia son palabras en latín de 

cerveza) entre los que se observan algunos con forma de levadura. Desmaziéres consideró a 

éstos como organismos vivos pero no les atribuyó la actividad fermentativa. Más adelante, 

entre J 836 Y 1838, varios científicos como Cagniard-Latour, F.T. Kützing y Theodor Shwann, 

propusieron que la levadura era en realidad un organismo vivo. Se les aplicó entonces el 

término Sactharomyces el cual proviene del griego (azúcar + hongo); también se utilizó por 

primera vez el término "metabolismo" al conocer la naturaleza celular de los mismos. Se 
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INTRODUCCIÓN 

consideraba a la levadura un organismo vivo, pero se creía que se trataba de una planta y no 

de un "microbio" (Bamett, 1998). 

Muchos otros científicos colaboraron en la descripción de la levadura; sin embargo, 

fueron los estudios de Louis Pasteur los que marcaron los principios fundamentales de la 

fermentación. Entre los años 1855 y 1875 Pasteur logró establecer los siguientes principios: a) 

el papel de la levadura en la fermentación alcohólica, b) la fermentación como un fenómeno 

fisiológico y, c) las diferencias entre la utilización aeróbica y anaeróbica del azúcar por las 

levaduras. Hacia 1880 todavía no se entendía bien la fermentación alcohólica como producto 

de la actividad fisiológica de las levaduras, porque no se distinguía entre la actividad enzimática 

y las actividades generales de una célula viviente. El entendimiento de cada una de estas 

actividades se fue aclarando a partir de los experimentos de los hermanos Büchner a finales 

del siglo diecinueve, para desarrollarse en e¡" siglo veinte con el análisis más detallado del 

metabolismo (Barnett, 2000). 

Durante más de un siglo la levadura ha mostrado características especiales que la han 

convertido en un modelo más que adecuado para la investigación científica, y hoy en día la 

levadura es uno de los modelos de célula eucariota utilizada en estudios biológicos y celulares. 

Es un microorganismo inocuo que crece a gran velocidad y en medios simples, por lo que es 

posible obtener una gran cantidad de material biológico en poco tiempo. Su metabolismo 

fermentativo facultativo hace posible el estudio tanto de la fermentación como de la 

respiración, además de que su crecimiento y división pueden controlarse eficientemente 

ajustando las condiciones del medio. Se conocen prácticamente todas sus vías metabólicas; hay 

técnicas de aislamiento para sus organelos, y es un microorganismo genéticamente bien 

definido cuya secuencia genómica completa ha sido dilucidada. Existen varias bases de datos 

accesibles al respecto (l\1ager y Wmderickx, 2005) lo que ha dado lugar a una explosión en los 

últimos años en el estudio de la genómica de este microorganismo. 

1.2. LA MEMBRANA PLASMÁTICA DE SACCHAROMYCES CEREVISlAE 

La capa más externa de las levaduras es la pared celular, que mantiene la estructura y la 

resistencia de la célula, pero es libremente permeable a solutos de peso molecular menor a 600 
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INTRODUCCIÓN 

Da (Scherrer et al., 1974). La membrana plasmática forma una barrera impermeable a las 

moléculas hidrofilicas y en las que existen proteínas especializadas que median la entrada 

selectiva y/ o la secreción de solutos a través de esta membrana. El transporte de solutos a 

través de las membranas de la levadura ha sido estudiado desde 1930 (Collander et al., 1931), 

pero los mecanismos del transporte de solutos recibieron atención a partir de la década de 

1940-50, para llegar a definirlos sólo después de la teoría quimiosmótica de Mitchell (1963). 

La membrana plasmática forma una bicapa lipídica de aproximadamente 7.5 nm de 

grosor; contiene una mezcla de lípidos polares y proteínas, las cuales, gracias a sus 

interacciones, gobiernan su estructura. El modelo clásico de Singer y Nicholson (1972) 

describe a la membrana como un mar continuo de lípidos, con proteínas globulares embebidas, 

que pueden moverse sin restricción dentro del plano de la membrana. Además, las proteínas 

también son capaces de llevar a cabo movimientos de rotación y de translocación (jlipjlop) . En 

ocasiones, sin embargo, las proteínas pierden su movimiento lateral debido a que se asocian 

con otras proteínas o elementos del cito esqueleto o con la matriz extracelular. Otra 

característica sobresaliente es la distribución asimétrica de las proteínas en la membrana. 

Algunas cruzan la membrana (integrales), mientras que otras se encuentran embebidas sólo 

parcialmente y protruyen en un solo lado de la membrana (extrínsecas). 

La membrana plasmática contiene proteínas involucradas en el transporte de solutos, 

transducción de señales, anclaje del citoesqueleto y síntesis de componentes externos a la 

membrana. Los lípidos de la membrana plasmática están dispuestos asimétricamente en ambos 

lados de la bicapa. La capa interna de la membrana plasmática es más rica en 

fosfatidiletnolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) y fosfatidilserina (PS). Una característica 

sobresaliente de los lípidos de la membrana plasmática es su diversidad en tamaño y 

composición. Las principales clases son los glicerofosfolípidos, esfingolípidos y esteroles (van 

de Rest et al., 1995). Los glicerofosfolípidos constan de dos cadenas de acil-ácido graso unidas 

por un grupo éster a un glicerol 3-fosfato. Varios grupos pueden unirse al grupo fosfato como 

colina (en la PC), etanolamina (en la PE), serina (en la PS), mioinositol (en el PI) y glicerol (en 

el PG). Los esfmgolípidos tienen un esqueleto de ceramidas que se compone de una larga 
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cadena de fitoesfingosina N-acetilada con un ácido graso hidroxi-C26• S. cerevisiae contiene sólo 

esfmgolípidos de ceramida de inositol-fosfato y ceramida de manosil-diinositolfosfato. 

Los esteroles son moléculas hidrofóbicas rígidas con un grupo hidroxi. En contraste 

con los eucariotes superiores, en los cuales el colesterol es el esterol más abundante, la 

membrana plasmática de levaduras contiene principalmente ergosterol y cantidades menores de 

zimosterol (Zinser et al, 1991). La vía de los isoprenoides provee diversas clases de moléculas 

requeridas para la biosíntesis del ergosterol, pero también provee de metabolitos involucrados 

en la síntesis de proteínas, la glicosilación de proteínas y el transporte de electrones. En los 

eucariotes superiores y probablemente también en S. cerevisiae, el retículo endoplásmico es el 

principal sitio de síntesis de esteroles. La biosíntesis de esteroles parte del acetato. El principal 

punto de regulación en la síntesis de isoprenoides es la conversión del 3-hidroxi-3-metilglutaril 

(HMG) coenzima A en ácido mevalónico (van de Rest et al , 1995). Dada la importancia del 

ergosterol en la sensibilidad de las membranas celulares a la nistatina, se describen a 

continuación algunos aspectos importantes de los esteroles a los cuales pertenece el ergosterol. 

Los estero les determinan en gran medida la rigidez de la membrana plasmática, lo cual, 

en consecuencia, afecta el movimiento lateral y la actividad de las proteínas de la membrana. La 

presencia de dominios ricos en esteroles en la membrana plasmática se ha corroborado por los 

efectos de la nistatina sobre la cinética de Arrhenius de la ATPasa plasmática y de la quitin 

sintasa en mutantes de esterol (sin esterol en la membrana plasmática (Bottema et al., 1983). La 

nistatina separa la bicapa de lípidos al acomplejarse con el ergosterol; sin embargo, no tiene 

efecto sobre la actividad de la H+ -A TPasa, en contraste éón la quitin cinasa, cuya actividad se 

reduce con este compuesto. Por eso, se ha postulado que la H+ -A TPasa se encuentra localizada 

en un dominio pobre en esteroles (Bottema et al, 1983). 

La nistatina y la anfotericina B son antibióticos antifUngicos que permeabilizan una 

gran variedad de células eucaríotas entre los que destacan los hongos y las células de mamíferos 

(Bolard, 1986). Ambos compuestos presentan una estructura muy similar por lo que se cree 

que los mecanismos que subyacen en su interacción con las membranas celulares son muy 

similares también (Fig. A). La toxicidad selectiva de estos antibióticos poliénicos contra los 

hongos proviene de su capacidad para unirse con mayor afmidad al ergosterol, el esterol más 
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abundante en los hongos, que a! colesterol, el esterol presente en las células de mamíferos 

(Bolard, 1986). Gruszecki et aL, (2002) detectó la formación de estructuras cilíndricas de 

anfotericina B con un diámetro interno de 0.6 nm que sería las responsables del incremento en 

la permeabilidad de las membranas en presencia de este antibiótico. Varios autores han 

propuesto una secuencia de tres eventos para el mecanismo de formación de dichos poros 

(Silva et al., 2003): 

i) unión de un monómero de antibiótico en la superficie membrana!, 

iD autoensamble de un poro inicial oligomérico y no acuoso, 

iii) inserción en la bicapa lipídica generando un poro funciona! y que media el flujo 

pasivo de moléculas a través de la membrana (Brutyan y McPhie, 1996; Fujii et al., 

1997; Cohen, 1998). 

Cohen ha sugerido que el poro inicia! interactúa con los esteroles de la membrana para 

formar el cana! acuoso de mayor diámetro a! primero (Cohen, 1992; Cohen, 1998). 

CH O~OH OH .OH 

HO~~~ o OH OH OH OH o " 
CH, H COOH 

CH, .. ·· l 

H,~OH 

OH 

Nistatina Anfotericina B 

Fig. A. Estructuras moleculares de la nistatina y la anfotericina B 

La nistatina y la anfotericina B son moléculas muy rígidas por lo que el siguiente 

modelo se ajusta a! comportamiento de dichas moléculas en la membrana lipídica: en el caso 

de la anfotericina B, la parte hidrofóbica contiene siete dobles enlaces y en la nistatina 6 dobles 

enlaces (Fig. A). Mientras que la parte hidrofilica de ambos antibióticos contiene varios 

substituyentes polares. Se admite que ambos antibióticos forman agregados en la membrana 

lipídica formando poros hidrofilicos que atraviesan la membrana de forma paralela a las 
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cadenas hidrofóbicas de los fosfolípidos (De Kruiff y Demel, 1974). En esta configuración, la 

parte lipofilica de los antibióticos entra en contacto con las cadenas alifáticas de los 

fosfolípidos, mientras que la parte polar de los mismos se localizan en el interior del poro, 

formando puentes de hidrógeno con las moléculas de agua. Esta organización provee de las 

condiciones necesarias para dar mayor rigidez a la membrana lipídica. Lo anterior responde al 

hecho de que las cadenas acilo de los fosfolípidos interaccionan a través de fuerzas de Van der 

Waals con los antibióticos (Fujii el al, 1997). 

Anteriormente se consideraba que los antibióticos eran incapaces de formar poros en 

una membrana libre de esteroles (Cass el al, 1970). Hoy en día es claro que este fenómeno se 

presenta aún en ausencia de dichos componentes (Fournier el al, 1998; Gagos el al., 2001). Sin 

embargo, la presencia de ergosterol o colesterol modifica la estructura del poro debido a la 

interacción de estos compuestos con los antibióticos. Diversos estudios se han llevado a cabo 

tratando de dilucidar las diferencias en cuanto a la interacción de anfotericina B y nistatina con 

el ergosterol y el colesterol (De Kruiff el al., 1974; De Kruiff y Demel, 1974; Fournier el al., 

1998). El consenso es que ambos antibióticos presentan una mayor afinidad por el ergosterol 

(Fournier el al., 1998) . 

Sin embargo, a pesar de su gran afinidad por el ergosterol, el tratamiento de diversos 

tipos de micosis con dichos antibióticos, provoca serios efectos secundarios entre los que 

destaca la toxicidad renal (Chabot el al, 1989; Tolins y Raij, 1988; Gardner el al., 1990). Dicha 

toxicidad responde a la interacción que la anfotericina B y la nistatina presentan con el 

colesterol contenido en las membranas celulares del paciente. Lo anterior ha llevado al 

desarrollo de vesículas lipídicas que contengan en su interior a dichos antibióticos. La 

aplicación de estas preparaciones farmacéuticas . favorece la liberación de los antibióticos en el 

tejido blanco y disminuye la toxicidad (Ng y Wasan, 2003) . 

1.3. EL TRANSPORTE A TRAVÉS DE LAS MEMBRANAS BIOLÓGICAS 

El estudio de las actividades eléctricas en las células lo iniciaron los fisiólogos en el siglo 

XIX quienes realizaron importantes contribuciones en el estudio del movimiento de iones a 
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través de las membranas biológicas (Van ' t Hoff, 1877; Gryns, 1896). Posteriormente, el 

desarrollo de la bioenergética comenzó en la década de los veinte y comenzó a ser de interés 

también para biólogos, microbiólogos y bioquímicos (Grendel, 1929; Haber, 1936). 

La circulación de iones a través de las membranas biológicas es uno de los procesos 

fundamentales en la energética celular. Fenómenos tan comunes como la respiración y 

fotosíntesis capturan energía a través de gradientes iónicos transmembranales (Skulachev, 1971). 

La interconversión de energía química, osmótica y eléctrica está mediada por gradientes iónicos 

transmembranales los cuales soportan un enorme espectro de funciones fisiológicas (Ernster y 

Lee, 1964). 

El mecanismo por el cual la célula sintetiza A TP era aun un misterio a principio de los 

años sesenta. Sin embargo, sí se sabía de la relación existente entre dicho mecanismo y la 

membrana interna de la mitocondria (Slater, 1953). Es decir, de la cadena respiratoria en la 

mitocondria y el complejo de la ATP-sintasa. Se sabía que esta última era la responsable de la 

síntesis de A TP Y que utilizaba la energía libre de la oxidación en la cadena respiratoria. Sin 

embargo, la naturaleza de la conexión entre ambos fenómenos, exergónico y endergónico 

respectivamente, se mantuvo desconocida a lo largo de varios años (Harold, 1986). La teoría 

más fuerte suponía la existencia de un donador de alta energía que servía de enlace entre ambos 

fenómenos (Slater, 1953) . 

La teoría de Mitchell revolucionó la idea que se tenía al respecto. De acuerdo con su 

teoría, el transporte de electrones a través de la cadena respiratoria y la fosforilación no se 

encontraban químicamente ligados, sino acoplados por una corriente de protones 

transmembranal (Mitchell, 1961, 1963). La cadena respiratoria genera un gradiente de pH y de 

potencial eléctrico a través de la membrana de la mitocondria. Por su parte, la ATP-sintasa es 

una segunda vía de. translocación de protones, que utiliza la diferencia del potencial 

electroquímico de los protones para llevar a cabo la fosforilación del A TP. 

La hipótesis quimiosmótica, formulada inicialmente para resolver un problema 

específico acerca de la fosforilación del ADP, pudo ser observada tiempo después como una 

teoría aplicable a muchas otras funciones, en particular, a la acumulación de iones y metabolitos 
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(Mitchell, 1961, 1963, 1972). Por lo que la teoóa trata no solamente de la fosforilación 

oxidativa, sino del papel de las corrientes iónicas en la energética celular, representando uno de 

los conceptos más fuertes que unifican a la bioenergética. 

De acuerdo con la teoóa de Mitchell, existen dos tipos de transporte a través de la 

membrana de las células; uno ocurre por difusión simple y el otro es mediado a través de 

proteínas. 

A) En la difusión simple no se reql.Úere la participación de proteínas de membrana. El 

metabolito en cuestión es soluble en la membrana celular, por lo que difunde libremente a través 

de ella a favor de su gradiente de concentración. Ejemplos de esto son el 02> CO2 y NH3 

(Harold, 1986). 

B) El transporte mediado por proteínas se clasifica en: 

1.- Difusión facilitada. Existen casos en que una proteína transportadora puede permitir el 

paso de sustancias de manera específica, de acuerdo simplemente con las diferencias de su 

gradiente electroquímico a través de la membrana. Ejemplo: transporte de glucosa en la 

membrana plasmática de la levadura (Elbing et al., 2004). 

2.- Translocadores primarios. Son sistemas de transporte conectados directamente a fuentes 

de energía: A TPasas de iones, bombas de la cadena respiratoria, bombas energizadas por luz. 

Además de mover, generalmente iones, producen una diferencia del potencial electroquírllico 

transmembranal, que puede ser utilizada para el transporte de otras sustancias a través de los 

translocadores secundarios. Son ejemplos las Na + -K+ -A TPasa en las células de mamíferos (Skou 

et al., 1965; Cereijido et al., 2001) y la H+-ATPasa de la membrana plasmática de la levadura 

(Serrano et al., 1986). 

Las bombas de protones, que son un ejemplo de translocadores primarios, generan una 

diferencia de potencial eléctrico y un gradiente de pH a través de la membrana. Ambos 

gradientes contribuyen a la diferencia de potencial electroquírllico de protones (~J.I.¡.¡ J. Esta es la 

fuerza que tiende a empujar a los protones de regreso a través de la membrana, en dirección 

contraria a la que están siendo bombeados originalmente. Por lo tanto, la energía metabólica se 
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conserva en el .6.).lu" Y la ecuación que relaciona este parámetro con la energía libre de Gibbs, 

que se uaduce como la energía disponible para realizar un trabajo es: 

t.G= t.fIo' = F t.", +2.3Rllog[H 1/[H 1. (1) 

F, R Y T son: la constante de Faraday, la constante de los gases y la temperatura absoluta, 

respectivamente. Si a 25°C, 2.3RT / F=59 mV y si ÓpH"'" pHi-pHo, el término.6.llH· / F puede ser 

expresado tambi~n como: 

t.~"' /F= t.p= 1'.",-59 t.pH (2) 

en el que .6.p es la fuena protomotriz, que es la donadora de energía para realizar el trabajo y 

el .6.'V es el potencial de membrana, que es la diferencia de carga eléctrica entre ambos lados de 

la membrana en cuestión (Harold, 1986). 

3.- Translocaclores secundarios, uniportadores. Pemten el paso de un $OJuta a favor del 

gradiente de concentración. Ejemplo de ésto: transporte de glucosa en eritrocitos (Bakee y 

Naftalin, 1979) y los transportadores Trklp y Trk2p que acatIOUl K" en la membrana plasmática 

de la levadura (Rodriguez.Navarro y Ramos, 1984). 

4.· Translocadores sealOdarios, antiportadores. También llamados intercambiadores, son 

proteínas que aprovechan diferencias importantes en la concentración de un ion para mover 

otro en un intercambio. Ejemplo: el antiportador Na+ / H+ en la membrana plasmática de la 

levadura (Bañuelos el al, 1998). 

5.·Translocadores secundarios, simportadores. También llamados contransportadores, 

aprovechan la tendencia de un ion a través de la membrana, para que, de acuerdo con SU 

potencial electroquímico, mover a otro en el mismo sentido. Ejemplo: simportadores Na· / H + 

en la membrana plasmática de células animales (Crane, 1965; Orlowski el al, 1992). 

1.4. EL TRANSPORTE DE K' EN LA LEVADURA 

Todas las células contienen altas concentraciones de potasio. En el caso de S. tzmIi.rlize, 

esta levadura almacena altas concentraciones de este ion (200·300 mM). El transporte de K+ a 
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través de la membrana plasmática ha estudiado extensivamente en la levadura sin embargo, a la 

fecha, aún falta definir gran parte de la función y la regulación de los distintos transportadores 

que han sido descritos. 

El ion potasio es uno de los cationes más importantes para el desarrollo y 

multiplicación de la levadura. Se ha reportado que este catión juega un importante papel en la 

regulación del ~'" de la membrana plasmática (López et al., 1999) así como del pH interno de la 

levadura (Calahorra et al., 1998). 

En 1935, Lasnitk.i y Szorényi reportaron que la presencia de iones potasio aceleraba la 

glucólisis en las levaduras. Posteriormente, Pulver y Verzar (1940) demostraron por vez primera 

que la entrada de K+ en las levaduras durante el metabolismo de sustrato externo. Sin embargo, 

fue hasta los estudios realizados por el grupo de Conway y de Rothstein que se analizó más a 

fondo el problema. Conway realizó un análisis detallado de los cambios de pH en el exterior y el 

interior de la levadura durante la fermentación alcohólica (Conway y Downey, 1950; Conway y 

Brady, 1950). Posteriormente, este mismo investigador sugirió, por vez primera, la existencia de 

un transporte mediado por un acarreador (Conway y Keman, 1955). Estos investigadores 

suponían que un acarreador conectado al metabolismo de la célula generaba protones por medio 

de acarreadores redox. A continuación, estos protones serían expulsados por dicho sistema para 

ser intercambiados por e! K+ (Conway y Kernan, 1955; Conway y Duggan, 1958). Sin embargo, 

la mayor parte de las evidencias que fundamentaban este esquema eran indirectas. Estas se 

basaban de observaciones acerca de! efecto de colorantes redox sobre e! transporte de K+ y e! 

potencial redox de las células. Por su parte, Rothstein describió el efecto del pH del medio y de 

la concentración externa de K+ sobre la toma y la liberación de este catión en la levadura 

(Rothstein y Demis, 1953; Rothstein y Bruce, 1958). Además, propuso la existencia de un 

acarreador en levadura capaz de transportar K+ y H+ Y que seguía una cinética de Michaelis­

Menten. 

Peña y colaboradores (peña et al., 1967, 1969, 1972; Peña, 1975) estudiaron más a 

fondo el problema. De acuerdo con sus estudios, tres eran las razones por las que el K+ podría 

modificar e! metabolismo de la levadura: a) estimulación de la actividad de una o varias enzimas 

con K+; b) incremento de la velocidad del metabolismo debido a la energía requerida para la 
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toma del K+, c) alteración del metabolismo en virtud de los efectos secundarios resultantes de 

la entrada del K+, por ejemplo el incremento del pH. 

Los estudios demostraron que la adición de K+ a las levaduras durante la fermentación 

de glucosa y a pH 4.0 externo, provocaba la disminución en los niveles de ATP acompañado por 

un incremento en ADP y Pi (peña et al. , 1969). Estos experimentos sugirieron que el K+ 

estimulaba la actividad de una ATPasa. Además, la disminución de ATP también explicaría la 

estimulación de la glucólisis y la respiración por el K+ en las levaduras (peña et al., 1967). 

También se midieron los niveles de NADH. Si el sistema de transporte del K+ dependiera del 

estado redox de la levadura, los niveles de acarreador reducido disminuiría tras la adición de 

dicho catión al medio externo. Sin embargo, los experimentos con glucosa mostraron que el K+ 

no solamente no disminuía los niveles de NADH, sino que provocaba un incremento del mismo 

(peña et al., 1967). Estos datos apuntaban más hacia la existencia de una ATPasa como "enlace" 

entre el metabolismo y el transporte que un sistema redox. 

Por otra parte, Peña et al. (1972) encontró que tanto la adición de K+ como el 

incremento en el pH del medio provocaban un incremento en la expulsión de protones por la 

levadura. Estos datos también sugerían la existencia de una bomba de protones y que ésta podía 

funcionar de manera indepediente al transporte de K+ (peña et al., 1972), lo cual fue un modelo 

diferente al propuesto por Conway (Conway y Duggan, 1958). Estudios con inhibido res 

mostraron que las alquílguanidinas inhibían el transporte de K+ pero no producían cambio en el 

bombeo de protones, confirmando la independencia de ambos sistemas (peña et al., 1973). De 

esta serie de trabajos se propuso que la bomba de protones en la membrana plasmática de la 

levadura podría concebirse como el principal translocador primario. Este sería el responsable de 

la creación del potencial electroquímico necesario para la toma de muchos otros iones a través 

de la acción de antiportadores, simportadores, etc., similares a los que Mitchell ya había descrito 

(Mitchel y Boyle, 1967) . Posteriormente, Borst-Pauwels (1981) estudió la cinética del transporte 

de este catión, así como algunas características de la H+ -ATPasa plasmática. 

La H+ -ATPasa plasmática constituye un componente fundamental de la membrana 

plasmática de la levadura (Fig. B). El gene que codifica para esta proteína (PMA1) fue clonado 

por Serrano et al., (1986) . Esta enzima es una de las proteínas más abundantes en la superficie 

celular; comprende entre el 10 Y 20 % del total de las proteínas. Presenta 10 cruces 
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transmembranales y está altamente conservada en las plantas y hongos, además de que 

pertenece a la misma familia de las P-ATPasas de mamíferos (Na+-K+,H+-K+ y Ca2+-ATPasas). 

Pmalp es el generador del potencial de membrana plasmática más importante de la levadura. 

Esta enzima bombea protones al exterior de la célula, por lo que juega un papel esencial en la 

regulación del pH intracelular así como en la generación del gradiente de protones, el cual hace 

posible el transporte de muchos nutrientes al interior de la levadura (Vallejo y Serrano, 1989). La 

fosforilación de Pmalp por Ptk2p estimula su actividad (Erez y Kahana, 2001; Goosens et al., 

2000), mientras que su fosforilación por Ycklp y Yck2p reprime su actividad (Estrada et al., 

1996). 

Por otro lado, Trklp y Trk2p (Fig. B) constituyen el sistema de entrada de potasio más 

importante de la membrana plasmática y consumen el potencial de membrana (Serrano, 1991). 

Se cree que la disipación del potencial de membrana provocado por dichos transportadores 

regula la actividad de transportadores secundarios (Madrid et al., 1998). Rodríguez- avarro y 

Ramos (1984), reportaron la existencia de dos componentes, uno de alta afinidad por el ion 

potasio (Km= 100 ¡.¡.M) y otro de baja afinidad (Km= 50 mM). Posteriormente Gaber et al. 

(1988) logró donar el gene del transportador de alta afinidad (TRK1) . Posteriormente se 

demostró que se trataba en realidad de dos transportadores (frk1p y Trk2p) de la cuales Trk2p 

es de baja afinidad (Ko y Gaber, 1991). Ambas proteínas muestran una alta homología en su 

secuencia (55%) y las levaduras mutantes I:ltrkl son viables, pero pierden la alta afinidad por el 

K+. Por otra parte, TRKl se expresa en mayor proporción que TRK2. Las cinasas Hal4p y Hal5p 

son reguladores positivos de Trk1p y Trk2p (Mulet et al., 1999), cuya actividad es negativamente 

regulada por la fosfatasa Ppzlp (Yenush et al., 2002). 
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Figura B. Mecanismos de transporte de K+ /Na+ en S. cerevisiae. Los transportadores 

Trk1/2p llevan a cabo el transporte del ion potasio al interior de la levadura (Rodríguez-Navarro 

y Ramos, 1984). Toklp es un canal de rectificación saliente (Ketchum et al, 199~) y Khalp 

presenta las características de un antiportador K+ /H+ (Ramírez et al, 1996; Maresova y 

Sychrova, 2005). La salida de Na + se lleva a cabo a través de la Na + -A TPasa Pmr2AP /Enal p 

(Garcíadeblas et al, 1993) y del antiportador Nha1p el cual es un antiportador catión/H+ 

(Bañuelos et al, 1998). NCSlp es un canal para cationes, no selectivo, y que no ha sido 

identificado genéticamente (Bihler et al, 2002). La captura de Na + en los compartimentos 

prevacuolares se lleva a cabo por el antiportador Na + / H+ Nhx1p (Nass y Rao, 1998). La 

membrana vacuolar y prevacuolar es energizada por la H+ -ATPasa vacuolar (Vma) (Uchida et al, 

1998) y la inembrana plasmática por la H+ -A TPasa Pma1 p (Serrano et al, 1986). 

También se ha demostrado la existencia de un sistema de transporte K+ /H+ en S. 

cereviriae (Camarasa et al, 1996; Ramírez et al, 1996) (Fig. B). El gene K.HA1 ha sido identificado 

en el marco de lectura abierta YJL094c (Ramírez et al, 1998). Por su parte, Kha1p es una 
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proteína de 97 kDa con 12 cruces transmembranales. Esta proteína presenta muy baja 

expresión con 0.3 copias de RNAm Gansen y Gerstein, 2000) y 172 moléculas de proteína por 

célula (Ghaernmaghami et aL., 2003) . Los primeros estudios sugirieron que Kha1p mediaba la 

salida de K+ de la levadura a través de la membrana plasmática (Ramírez et aL., 1998). Sin 

embargo, estudios más recientes (Maresova y Sychrova, 2005) reportan que Kha1p podría 

encontrarse en compartimentos intracelulares, de manera similar al antiportador Nhx1p (Nas s y 

Rao, 1997). Estudios de fluorescencia indican que esta proteína se localiza en el aparato de Golgi 

(Huh et aL., 2003). El principal pape! de este antiportador sería la regulación iónica y e! control 

de! pH en dicho organelo. 

Dos corrientes de entrada de K+ diferentes a Trk1 / 2p fueron identificados en S. 

cerevisiae por patch-clamp (Fig. B). El primero es mediado por Tok1p (Ketchum et aL., 1995). Este 

canal funciona como rectificador de salida de K+ . El canal funciona permitiendo la salida de 

iones, pero es capaz de captar K+ bajo ciertas condiciones (Fairman et aL., 1999). El segundo es 

un sistema de captación de K+ de baja afinidad denominado non-rpeciftc cafion channe! 1 (NSC1) 

(Bihler et aL., 1998). La corriente de NSC1 se inhibe por cationes divalentes y es independiente 

de Trk1p, Trk2p y Tok1p (Bihler et aL., 1998). Se ha demostrado recientemente que NSC1p es el 

componente más importante para la captación de K+ con baja afinidad en la levadura (Bihler et 

aL., 2002). Sin embargo, a pesar de que se ha realizado un análisis de! genoma de la levadura, no 

se conocen genes candidatos que codifiquen para dicho canal catiónico (Erez y Kahana, 2002). 

Este canal conduce altas corrientes y es bloqueado por cationes divalentes. 

Con respecto al antiportador de Na+ /H+ Nha1p, esta proteína de 12 segmentos 

transmembranales, está codificada por e! gene NHAl (Bañue!os et aL., 1998) (Fig. B) Se ha 

sugerido que Nha1p juega un doble pape! dependiendo del pH externo. A pH ácido, esta 

proteína participa en la regulación de las concentraciones internas de cationes así como en la 

eliminación de Na+ o K+ en exceso. A pH alcalino, condición en la que Ena1p-ATPasa es la 

principal encargada de e!iminar iones Na+, Nhalp puede contribuir al amortiguamiento de! pH 

citosólico usando el gradiente de entrada del Na + y e! K+ (Sychrova et aL., 1999). 

La salida de Na + es mediada principalmente por la Na + -ATPasa Pmr2AP /Ena1p, 

codificada por e!locus PMR2/ ENA (Garcíadeblas et al., 1993) (Fig. B) . Este /acus contiene al 
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menos cinco genes arreglados en laIIdtm (ENAl-5). De estos, ENAl es el que presenta la 

regulación transcripcional más importante, mientras que ENA2. ENAJ Y ENA4 parecieran ser 

constitutivamente expresados a muy bajo nivel. El ÚX1IJ ENAf se encuentra aún bajo esrudio. La 

expresión de ENA 1 se induce fuertemente por estrés con Na' y Lt, así como por condiciones 

alcalinas (Garcíadeb las el al, 1993) y Eoa1p es considerado como el mecanismo principal para la 

eliminación de Na' y la halotolerancia a Na· en S. ctreviriae. Además, a últimas fechas se ha 

dilucidado el mecanismo por el cual tanto Nhalp como Boa1p se activan durante el estrés 

osmótico de la levadura (profr y Struhl, 2004). 

Con el fin de obtener un esquema más claro acerca de la dinámica del K*, el papel de 

los diferentes transportadores del K+ en la levadura se encuentra aún bajo estudio (Yenush el al, 

2002; Wadskog y Adler, 2003). Sin embargo, en vista de que el objetivo del presente trabajo se 

enfoca primordialmente al estudio del transporte del K o- en la vacuola, el énfasis más importante 

se dará a la descripción de la vacuola, su membrana y los transportadores vacuolares, más que a 

los transportadores presentes en la membrana plasmática de la levadura y en otros organelos 

distintos a la vacuola. 

1.5. LA VACUQLA: ESTRUCTURA y PUNCIÓN 

Dados su enorme tamaño y capacidad de almacenamiento, la vacuola juega un papel 

fundamental en la homeostasis iónica de la levadura. La membrana vacuolar presenta una H· -

ATPasa responsable del AI-'ti· (lJchida tI aL, 1988; Powell tI al, 2000). Una gran variedad de 

iones, aminoácidos y otros nutrientes son transportados al interior de este orgando gracias al 

ApH y/o al D.\fI existente en la membrana vacuolar. Acoplada a su función, se encuentran 

múltiples transportadores secundarios que hacen posible el transporte de una gran cantidad de 

nutrientes, entre los que destacan iones como el CaH (Ohsumi y Anraku, 1983; Halachmi y 

Eilam, 1996) Y aminoácidos (Sato tI al, 1984). El K> es uno de los cationes que se encuentra en 

mayor concentración en este compartimento (Klionsky tI al, 1990; Okorokov tI al, 1980). Se ha 

descrito la existencia de un canal inespedfico de cationes, capaz de transportar K" y otros 

cationes (Wada tt al, 1981). Además, a últimas fechas ha aumentado el estudio de Nru:1p, un 

antiportador Na· / H· presente en los compartimentos prevacuolares (Nass y Rao, 1998). En 
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secciones posteriores se abundará más acerca de la estructura y función de la V-ATPasa y del 

antiportador Nhx1p 

La vacuola de S. cerevisiae juega un papel central en la fisiología de este organismo. 

Contiene enzimas hidrolíticas, almacena una gran variedad de iones y fue considerada por Matile 

(1978) como el liso soma de la levadura. La compartimentalización de ciertas enzimas 

importantes para el recambio macromolecular (e.g. ribonucleasas, proteinasas, polifosfatasas) fue 

confirmado por Wiernken et aL. (1979). Más tarde se encontró que las vacuolas no son 

únicamente un almacén de enzimas proteolíticas en la levadura (Bmter y Wolf, 1984). El análisis 

de vacuolas aisladas mostró que contiene altas concentraciones de aminoácidos, especialmente 

aminoácidos básicos (Wiernken y Dürr, 1974; Huber-Walchli y Wiernken, 1979). Además, se ha 

encontrado 5 veces más S-adenosilmetionina en la vacuola que en el citoplasma (calculado en 

¡.t.mol/g levadura) (Schelenk et aL., 1970). También contiene altas concentraciones de Mg+ y K+ 

(Roomans y Seveus, 1976). 

Algunas Je las funciones más importantes de la vacuola son la regulación del pH, la 

degradación de proteínas y el almacenamiento de aminoácidos, pequeños iones y polifosfatos, 

así como la osmoregulación. Su importancia en la homeostasis reside en que le permite a la 

célula adaptarse a cambios nutricionales a corto y largo plazo. La adaptación a corto plazo 

parece estar mediada por la liberación y/o intercambio de los nutrientes acumulados en la 

vacuola. La adaptación a largo plazo parece requerir sus enzimas hidrolíticas. Además, la vacuola 

se encuentra en íntima relación con el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi, los cuales 

conforman el aparato endQcítico y las vesículas de secreción. Estos organelos pueden definirse 

como parte de un sistema endomembranoso muy plástico y hábil para adaptarse a una variedad 

de condiciones fisiológicas (Schwencke, 1991). 

1.5.1. La membrana vacuolar 

La membrana vacuolar o tonoplasto representa el límite entre'! el contenido vacuolar y 

el espacio citosólico. Los estudios de microscopía electrónica han demostrado que el tonoplasto 

es una unidad de membrana típica. Las variaciones en el número y tipo de las partículas durante 
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el hinchamiento y encogimiento de la vacuo la sugieren que se comporta como un "mosaico 

fluido" (Singer y Nicolson, 1972). A pesar de que muestra amplias similitudes con la membrana 

plasmática también presenta diferencias. Contrario a la membrana plasmática, la cual es 

considerada no-elástica, la membrana vacuo lar parece serlo en alto grado. La membrana 

vacuolar presenta una alta capacidad de hinchamiento bajo condiciones hipo-osmóticas (Matile, 

1978). Lo anterior es debido probablemente, a las diferencias de composición química del 

tonoplasto con respecto al plasmalema. De hecho, la membrana vacuolar contiene una alta 

proporción de residuos de ácidos grasos insaturados, una alta proporción de fosfolípidos, un 

bajo contenido de lisolecitina, ausencia de ácido fosfatídico y muy baja cantidad de esteroles 

(Kramer et al., 1978). 

Como ya se ha mencionado anteriormente, la sensibilidad de las membranas biológicas 

a la nistatina y otros antibióticos poliénicos se ha correlacionado sobretodo con la presencia de 

estero les y en especial de ergosterol, el cual presenta una mayor afinidad por la nistatina que el 

colesterol (De Kruijff et al. , 1974; Foumier et al., 1998). De acuerdo con lo anterior, la membrana 

plasmática de la levadura, la cual se encuentra prácticamente libre de colesterol pero que es rica 

en ergosterol y zimosterol, es extremadamente sensible a la nistatina (Lampen et al., 1962; De 

Kruijff y Demel, 1974). 

En contraste con la membrana plasmática, la membrana vacuo lar es resistente a la 

nistatina (Schwencke y de Robichon-Szulmajster, 1976), lo cual puede explicarse por la baja 

proporción de ergosterol. Además, el tonoplasto es 10 veces más resistente a moléculas 

policatiónicas tales como el citocromo c (Svihla et al., 1969), la polilisina y el DEAE-dextrán 

(DUrr et al., 1975), en comparación con la membrana plasmática. Esta propiedad ha permitido el 

diseño de técnicas para la determinación de las pozas citosólica y vacuolar de S-adenosil­

metionina y aminoácidos, usando células permeabilizadas (Schlenk et al., 1970; Wiemken y 

Nurse, 1973; Huber-Wálchli y Wiemken, 1979). La mayor resistencia del tonoplasto a los 

policationes sugiere que, a diferencia de la membrana plasmática, podría tener una menor 

cantidad de residuos aniónicos expuestos en un área similar al de la cara externa de la membrana 

plasmática. Sin embargo, otra posibilidad puede ser Uf! menor contenido proteico en el 

tonoplasto. 
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También existen diferencias en cuanto a las condiciones estabilizadoras (pH, 

osmolaridad, sales) utilizadas para el tonoplasto y la membrana plasmática. La vacuola es muy 

sensible a pH ácido (menor a 6.5), alta concentración de KCI y a bajas concentraciones de iones 

Mg2+ «5 mM) o Ca2+, pero es estable en condiciones ligeramente alcalinas (PH 7.5-8.0). Por 

otra parte, los esferoplastos son estables en condiciones ácidas, toleran concentraciones de 0.6 

M (o más) de KCI y Mg2+ o Ca2+ pero son inestables a pH ligeramente alcalino. Las vacuolas 

pueden conservarse en ATP-Na/ 5 mM, glucosa 50 mM, trietanolarrúna 25 mM, sorbitol 0.7 M 

(PH 7.4), sin embargo, esta mezcla provoca una rápida lisis de los esferoplastos (Schwencke y de 

Robichon-Szulmajster, 1976). 

1.5.2. En enzimas asociadas a tonopIasto 

La mayor parte de la actividad de a.-manosidasa en S. terevisiae se asocia con la 

membrana vacuolar (Schwencke et al, 1983). Su actividad aumenta cerca de ocho veces durante 

la esporulación por lo que se ha propuesto que puede jugar un papel importante en dicho 

proceso (Opheim, 1978). 

Otra importante enzima asociada al tonoplasto es la H+-ATPasa (Mg2) (Kakinuma et 

al, 1981. En constraste con la H+-ATPasa plasmática, la H+-ATPasa vacuolar es insensible a 

vanadato. A su vez, su resistencia a azida, oligomicina y ADP la diferencia claramente de la 

enzima mitocondrial. Ensayada bajo las condiciones apropiadas, se utiliza como un marcador del 

tonoplasto en levaduras, en Neurospora crassa (Bowman, 1983) y Zea mqys (Bowman etal, 1986). 

Sin embargo, debe considerarse la existencia de una variedad de "A TPasas vacuolares" 

presentes en compartimentos ácidos en una amplia variedad de células eucariotas (Mellman et al., 

1986) antes de decidir usar una H+-ATPasa (Mg2) como marcador de tonoplasto . 

Se ha encontrado la X-prolil-dipeptidil-aminopeptidasa termosensible (DP AP-B), 

inicialmente detectada en la porción insoluble del extracto de levadura, unida principalmente a la 

membrana vacuolar (Bordallo et al, 1984). Se ha confirmado que esta enzima es una 

glucoproteína (R.oberts et al., 1989). 
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1.5.3. Enzimas vacuolares degradativas 

La vacuola de levadura contiene numerosas hidrolasas, la mayoría de las cuales son 

típicas del liso soma. El carácter lisosomal de la vacuola de levadura fue rápidamente reconocido 

y se ha reportado una gran variedad de fosfatasas vacuolares (Wiemken et al., 1979). En la 

vacuola también se encuentran la trehalasa y la quitinasa (Elango et al., 1982). Debe tenerse muy 

en cuenta que el enriquecimiento relativo de una enzima en la vacuola depende de la cepa, las 

condiciones de cultivo, la fase de crecimiento al cual las células son cosechadas y la pureza de la 

fracción vacuolar. Aún la técnica utilizada para obtener esferoplastos puede alterar la actividad 

de cIertas enzimas vacuolares tal como la H+ -ATPasa vacuolar (Kakinuma et al., 1981). La Tabla 

1 muestra las actividades enzimáticas que han sido asociadas con la vacuola. 

TABLA 1. Actividades enzimáticas asociadas a la vacuola de S. cerevisiae 

ENZIMA 

Hidrolasas intravacuolares 

Proteinasa A (endoproteinasa ácida) 

Proteinasa B (endoproteinasa neutral, tipo serina) 

Carboxipeptidasa y (exoproteinasa, tipo serina) 

Aminopeptidasa 1 (metalo, exoproteinasa) 

Endopirofosfat;¡.sa 

Exopirofosfatasa 

Ribonucleasa 

Trehalasa 

Actividad relativa 

(con respec.fo a la a-manosídasa) 

130 

143.7 

144 

202 

73.7 

65.8 

135 

33.6 
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Hidrolasas extracelulares localizadas en la vacuola 

Fosfatasa ácida 

Quitinasa 

Exo-P -(1 ,3)-glucanasa 

Invertasa 

p-nitro fenilacetato esterasa 

Hidrolasas asociadas a tonoplasto 

ATPasa (Ml; insensible a azida de sodio: pH 7.0 

a-Manosidasa 

X-Prolidipeptidil aminopeptidasa 

Fosfatasa alcalina (Mg2; 

Oxidoreductasas probablemente asociadas a tonoplasto 

NADH: citocromo-c oxidoreductasa 

NADH:diclorofenol-indofenol oxidoreductasa 
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15 

14 

27 

20.1 

20.5 

41.4 

100 

65 

85 

ND 

0.638 

La actividad enzimática en cada caso se muestra con respecto a la a-manosidasa (100%). 

Tomado de: Schwencke (1991). Vacuoles, intemal membranous systems and vesicles. In The 

Yeast. Vol. 4, Cap. 8, 2nd edition. 

1.5.4. Biogénesis vacuolar: vías de transporte de proteínas a la vacuola 

La compartamentalización subcelular constituye una importante característica de las 

células eucariotas; ésta propicia el orden de las reacciones y evita la mezcla inapropiada de los 

componentes celulares. Las células han desarrollado mecanismos de aseguran que proteínas 

específicas sean enviadas a los organelos correspondientes (Bryant y Stevens, 1998). 
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Ya se ha mencionado que la vacuola se encuentra involucrada en la regulación del pH, 

la osmo-regulación, la degradación proteica y el almacenamiento de iones y polifosfatos. Para 

estas funciones, la vacuola requiere de un conjunto de proteínas. Con el objeto de ubicar a la 

vacuola en la vía de secreción de proteínas, a continuación se mencionan las diversas vías de 

envío de proteínas a la vacuola las cuales se muestran en la Fig. C. 

En S. cerevisiae las proteínas son enviadas a la vacuola a través de diversas vías. La 

descripción detallada de estos mecanismos rebasa los objetivos de la presente investigación, por 

lo que solamente serán mencionados a continuación. 

i) las proteínas de la vía de secreción, que llegan a la vacuola a través de la vía de la 

carboxipeptidasa (CPY) o de la fosfatasa alcalina (ALP). El blanco fmal de estas 

proteínas es la superficie celular; estas vías son reversibles. 

iD endocitosis de proteínas provenientes de la membrana plasmática. 

iii) envío de proteínas desde el citosol a la vacuola con fines biosintéticos. 

iv) autofagia (envío de proteínas de citoplasma a vacuola para su degradación). 

v) herencia de material vacuolar a células hijas durante la división. 

Estas vías son diferentes entre sí pero, a pesar de que existen genes específicos para cada 

una, existe una sobreposición de genes entre ellas lo que las relaciona entre sí celular (Fig. C) 

(Bryant y Stevens, 1998; Bowers et al, 2000). 
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Fig. C. Vías de transporte de proteínas a la vacuola de la levadura. El esquema 

muestra las vías utilizadas por las proteínas para llegar a la vacuola en S . cerevisiae. 1) envío 

de proteínas del Golgi tardío a la vacuola a) a través de compartimentos prevacuolare3 

(CPV) (vía CPY de la carboxipeptidasa Y) y, b) a través de una ruta alternativa ALP (de la 

fosfatasa alcalina); 2) endocitosis de proteínas de la superficie celular; 3) envío biosintético 

del citoplasma a la vacuola ; 4) autofagia (envío degradativo de citoplasma a vacuola); 5) 

herencia vacuolar de células madre a hijas, mediante la fusión homotípica de vesículas 

vacuolares. Tomado de Bryant y Stevens, (1998) y Bowers et aL. (2000). 

1.5.5. Compartimento prevacuolar 

Vida et aL. (1993) fueron los primeros en describir compartimentos prevacuolares 

(CPV), que funcionan en el transporte entre el aparato de Golgi y la vacuo la. Los estudios que 

han ayudado al descubrimiento de los componentes de estas vías de tránsito incluyen a la 

carboxipeptidasa Y (CPY), así como mutantes capaces de acumular gran cantidad de CPY. El 

envío de proteínas desde el CPV a la vacuola todavía es un enigma y no está claro si se lleva a 

cabo a través de vesículas (Bryant y Stevens, 1998). En este compartimento se ha' descrito la 
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presencia del antiportador Nhx1p en S. cerevisiae y del cual se tratará más adelante (Nass y 

Rao, 1998). 

1.6. TÉCNICAS DE ESTUDIO DE LA VACUO LA 

La vacuola de levaduras y hongos es un oegane!o voluminoso limitado por la 

membrana vacuolar o tonoplasto. El principal problema para aislarla es su fragilidad; se rompe 

inevitablemente con los métodos convencionales de ruptura celular. Se han descrito diversas 

técnicas para su aislamiento. Además, se han desarrollado otras técnicas como la 

permeabilización de las levaduras y de otr?s organismos, así como la preparación de 

esferoplastos permeables para estudiar in situ la vacuola. 

1.6.1. Aislamiento de vacuola 

Las vacuo las sólo pueden obtenerse mediante la ruptura suave de la membrana 

plasmática de los esferoplastos, ya sea bajo condiciones hipo-osmóticas en presencia de Ficoll o 

bajo condiciones iso-osmóticas. Sin embargo, a pesar del buen rendimiento que ofrece la 

primera técnica, bajo condiciones hipo-osmóticas e! tonoplasto se daña y la vacuola pierde 

capacidad para acumular moléculas pequeñas. Estas desventajas pueden ser superadas por 

ruptura mecánica de los esferoplastos bajo condiciones iso-osmóticas (Wiemken y Dürr, 1974), 

o por la permeabilización con el polímero policatiónico DEAE- dextran (Dürr et al., 1975). Esta 

técnica favorece la obtención de vacuolas que mantienen las moléculas de bajo peso molecular y 

las macromoléculas en virtud de! mínimo daño provocado en e! tonoplasto. Por esta razón e! 

aislamiento de vacuolas bajo condiciones iso-osmóticas ha sido utilizado para experimentos 

fisiológicos, tales como el estudio de! transporte de metabolitos de bajo peso molecular. 

Variaciones de esta técnica han permitido dar seguimiento al transporte a través de vesículas 

vacuolares (Ohsumi y Anraku, 1981; Sato et dl., 1984). Sin embargo, algunas alteraciones pueden 

observarse en vacuolas obtenidas de esferoplastos tratados con l3-mercaptoetanol. La principal 

alteración es la disminución de su capacidad de transporte de arginina en comparación con las 
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vacuolas obtenidas en ausencia de agentes sulfhidrilo y en presencia de iones Mg2
+. A partir de 

las vacuolas se pueden preparar vesículas vacuolares y aislarlas por centrifugación diferencial 

(Ohsumi y Anraku, 1981; Sato etal, 1984). 

1.6.2. Levaduras permeables 

Los estudios in situ en levaduras como K!Yvero"!Yces fragilis y Ashbya gos-!ypii Goshi et al, 

1987; F6rster et al, 1998) así como en hongos filamentosos como N. crassa (Keenan y Weiss, 

1997) se han realizado con diversos fmes. Se ha utilizado una gran variedad de detergentes entre 

los que destacan: la digitonina, e! CT AB, el pluronic-F68 y el Brij 58, utilizados principalmente 

para la permeabilización de la membrana plasmática (Gowda et al, 1988; Laouar et al, 1992). En 

muchos casos, las células permeabilizadas se utilizan como fuente enzimática y se aplican a 

diversas técnicas de degradación y en algunos casos con fines biotecnológicos como para la 

producción de leche sin lactosa Goshi etal, 1987). 

Sin embargo, las células permeabilizadas también han sido utilizadas en el estudio de 

organelos internos tales como la mitocondria (Manon y Guérin, 1997; Noubhani et al, 2002) y la 

vacuola. Existen diversos agentes permeabilizantes que han tenido cierto éxito en los estudios de 

transporte vacuolar tanto en levaduras como en hongos filamentosos. Algunos ejemplos lo 

constituyen: la digitonina (F6rster et al, 1998), e! DEAE-dextrán (Huber-WaIchi y Wiemken, 

1979) ye! CuCI2 (Ohsumi etal., 1988; Keenan y Weiss, 1997; Nass y Rao, 1998). 

Aparentemente, la técnica que ha sido aplicada con mayor éxito al estudio de! 

transporte vacuolar es la desarrollada por Ohsumi et al (1988), que utiliza CuCI2 como agente 

permeabilizante, principalmente en e! estudio de! contenido vacuolar, ya sea de aminoácidos en 

N. crassa (Keenan y Weiss, 1997) o de! Na + en S. cerevisiae (Nass y Rao, 1997). 

1.6.3 Esferoplastos permeables 

Los esferoplastos permeables han sido utilizados en gran medida por grupos de 

investigación interesados en la fisiología mitocondrial. Los estudios in situ evitan la manipulación 

de los organe!os, lo cual ayuda a mantener sus funciones. Pero además, en ciertos casos ha sido 
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posible estudiar relaciones metabólicas de los componentes citosólicos y mitocondriales, con 

una visión más completa del funcionamiento ,de la célula (Avéret et al, 1998). Esta técnica 

consiste en la aplicación de esferoplastos permeabilizados con nistatina al estudio in situ de la 

mitocondria en S. cerevisiae. 

Los primeros estudios con esferoplastos de levaduras se remontan a la década de los 50 

(Eddy Y Williamson, 1959). Desde aquella época, ha tenido múltiples aplicaciones. Destacan el 

análisis de los residuos de la pared celular liberados durante la producción de esferoplastos y el 

estudio del metabolismo in situ de distintos organelos o vías metabólicas (pardo et al, 1999; 

Avéret et al, 1998; Milani et al, 2001). Se denomina esferoplasto a la célula a la que se le ha 

removido la mayor parte de la pared celular y se le denomina protoplasto cuando la totalidad de 

la pared celular ha sido removida (Hutchison y Hartwell, 1967). La preparación de los 

esferoplastos consiste en la remoción enzimática de la pared celular mediante enzimas como la 

glusulasa (Wolska-Mitaszko et al, 1981), liticasa (Milani et al, 2001) y zimoliasa (Avéret et al, 

1998), como las más utilizadas. Su forma de acción consiste en la degradación de los enlaces ~­

glucano. Para comprender a nivel molecular la forma de acción de estas enzimas es necesario 

saber un poco más acerca de la naturaleza de la pared celular en las levaduras. 

1.7. LA PARED CELULAR DE LAS LEVADURAS 

La pared celular de las levaduras es una estructura rígida que confiere protección 

mecánica, establece la forma celular y evita el paso de macromoléculas. Sin esta barrera, la célula 

está desprotegida de los cambios del medio ambiente y se lisaría debido a cambios en la presión 

osmótica del medio exterior. La pared celular de S. cerevisiae está compuesta de aproximadamente 

un 20% de su peso seco de ~-glucanos y manoproteínas, así como de pequeñas cantidades de 

quitina y lípidos (Fleet, 1991). Los principales grupos de polisacáridos que forman la pared 

celular son polímeros de manosa unidos covalentemente a péptidos (manoproteínas, ~40%), 

polímeros de glucosa (~ -glucanos, ~60%) y polímeros de N-acetilglucosamina (quitina, ~2%). El 

esqueleto de la pared celular está conformado principalmente por ~-1,3-glucanos, que son los 

más abundantes de los ~-glucanos y están unidos covalentemente a la quitina (Kollar et al, 
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1995) ya j3-1,6-glucanos (Kollar et al., 1997; Klis et al., 2002) y es el responsable de la forma y 

rigidez de la pared celular (Hartland et al., 1994). El j3-1,6-glucano contiene predominantemente 

uniones 13-1,6 con un promedio de 140 residuos de glucosa y con algunos puntos de 

ramificación 13-1,3 que confieren estabilidad a la pared celular. Además, el j3-1,6-glucano tiene un 

papel preponderante en la arquitectura de la pared celular, ya que a éste se anclan la mayor parte 

de las manoproteínas y también está unido a los j3-1,3-glucanos y a la quitina (Magnelli et al., 

2002). El j3-1,3-glucano consiste principalmente en uniones j3-1,3-glucano con un promedio de 

1500 residuos de glucosa y con algunos puntos de ramificación a través de uniones 13-1,6. Por 

otra parte, la capa externa de la pared celular consiste en manoproteínas que protegen a la célula 

de enzimas externas y funcionan como barrera para retener a las proteínas periplásmicas (De 

Nobel etal., 1990). 

Por el tipo de unión que presentan con la pared celular, las manoproteínas se clasifican 

en dos. La prirflera subclase está compuesta por proteínas que pueden ser extraídas con SDS y 

agentes reductores (-SH). Estas proteínas están unidas de forma no covalente o puentes 

di sulfuro (-S-S-) a la pared celular y se denominan proteínas solubles de pared celular (Scwp) 

(Cappellaro et al., 1994). La otra clase son proteínas unidas covalentemente al esqueleto de 

glucanos. Estas proteínas covalentemente unidas (Ccwp) se agrupan en dos subclases 

dependiendo de su unión al glucano. Las proteínas PIR-Ccwps (proteínas con repeticiones 

internas) se unen directamente al j3-1,3-glucano a través de una unión aún no identificada y 

pueden ser liberadas de la pared celular por j3-1,3-glucanasa o por extracción alcalina (Klis et al., 

2002). 

La segunda subclase está formada por las proteínas glicosilfosfatidilinositol (GPI)­

Ccwps, las cuales están unidas al j3-1,6-glucano a través de una forma procesada del "ancla" GPI 

(Kollar et al., 1997). En el paso de transferencia de la membrana plasmática a la pared celular, el 

ancla GPI se corta, los grupos glucosarninil y fosfatidilinositol se pierden y se postula que la 

proteína se une al j3-1,6-g1ucano a través de un residuo que contiene fosfoetanolarnina y varios 

residuos de mano sil (Kollar et al., 1997). Debido a que el j3-1,6-g1ucano está unido al 13 -1,3-

glucano, las proteínas GPI-Ccwps pueden ser extraídas de la pared celular con j3-1,3-glucanasas 
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y ¡3-1,6-g1ucanasas. Las proteínas GPI-Ccwps están involucradas en la hidrofobicidad de la 

superficie celular y en la resistencia a enzimas líticas en las células de fase estacionaria. 

A pesar de su aparente rigidez, la pared celular es una estructura muy dinámica, 

susceptible de muchas modificaciones que ocurren en diferentes estados del ciclo de vida de la 

célula. Todos los cambios en la pared celular deben estar regulados por: a) el balance entre los 

procesos de síntesis y de degradación de los componentes estructurales de la pared celular y, b) 

por la secreción dirigida de enzimas y componentes de la pared celular a los sitios en donde 

ocurre el crecimiento (packeiser et al., 1999). Además, los procesos involucrados en la síntesis de 

la pared celular responden a diferentes señales del medio ambiente tales como niveles de 

nutrientes, feromonas, concentración de sales y temperatura. Al menos para la regulación de la 

biosíntesis del ¡3-1,3-glucano, se observó que está bajo control de la vía mediada por la protein 

cinasa C (pKC), la cual es estimulada por diversas condiciones que afectan el tamaño y la forma 

de la célula (Shimizu et al, 1994). 

1,8. LAS V- ATPasas, ESTRUCTURA Y FUNCIÓN 

Las ATPasas vacuolares translocadoras de protones (V-ATPasas) forman una 

familia de bombas de protones que acoplan la hidrólisis del ATP al movimiento de protones a 

través de la membrana. La eliminación de la función de la V-ATPasa es letal en todos los 

organismos eucariotes probados a la fecha, excepto en S. cerevisiae. Lo anterior convierte a S. 

cerevisiae en un organismo ideal para el estudio de la estructura, función y ensamble de este 

complejo enzimático (Nishi y Forgac, 2002) . En las levaduras, la V-ATPasa está principalmente 

en la membrana vacuolar, aunque una pequeña población está en los compartimentos tardíos del 

aparato de Golgi así como en los endosomas, siendo también importante en la acidificación de 

estos organelos (Graham et al, 2003). 

Este movimiento de protones acidifica los compartimentos intracelulares, lo cual es 

crítico para procesos celulares tales como: la endocitosis mediada por receptor, el procesamiento 

y la degradación de macromoléculas, el tráfico intracelular de enzimas Iisosomales, el transporte 

acoplado de pequeñas moléculas y la entrada de ciertos virus con membrana (Nishi y Forgac, 
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2002). En ciertas células especializadas tales como las células intercaladas de riñón, 

osteoclastos, macrófagos y las células goblet de insectos, las V-ATPasas están presentes en la 

membrana plasmática y funcionan en procesos tales como la acidificación renal, la reabsorción 

de hueso, la homeostasis del pH Y el transporte acoplado de potasio (Brown y Breton, 2000; Li et 

aL, 1999; Nanda et aL, 1996; Wieczorek et al, 2000). 

Tabla 11. Propiedades de algunas ATPasas en S. cerevisiae 

ATPasa 

Vacuolar Mitocondrial Membrana plasmática 

pH óptimo 

Km para ATP (mM) 

Efecto de inhibido res 

Inhibidor (mM) 

Ninguno 

Vanadato (0.05) 

Diciclohexilcarbodiimida (0.1) 

Oligomicina (0.1) 

Azida (0.5) 

Bafilomicina* (1 nM) 

Concanamicina* (1 nM) 

7.0 

0.2 

100 

98 

21 

65 

102 

5 

6 

9.5 

0.3 

Actividad (% ) 

100 

101 

27 

18 

23 

100 

100 

Tomado y actualizado de Schwencke (1991). *Bowman et al (2004) . 

5.6 

0.1 

100 

11 

98 

15 

90 

100 

100 
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La V-ATPasa de vacuola en S. cerevisiae fue primeramente descrita por Kakinuma et al 

(1981) y Okorokov et al (1982). La V-ATPasa vacuolar presenta claras diferencias con la 

ATPasas mitocondrial y plasmática (Tabla Il). Esta enzima genera una diferencia de potencial 

electroquímico de protones de 180 mV, una diferencia de 1.7 unidades de pH en el interior 

ácido de la vacuola y un potencia! de membrana de 75 mV a través del tonoplasto, presentando 

su sitio catalítico hacia el citoplasma. Es fuertemente inhibida por la bafilomicina y concamicina 

(Bowman et al, 2004), y en menor proporción por la N, N'-diciclohexil-carbodiimida (DCCD); 

pero es insensible a oligomicina, azida de sodio, vanadato de sodio o miconazol. 

1.9. TRANSPORTADORES VACUOLARES 

La diferencia de potencia! electroquímico generado por la V-ATPasa es utilizado para 

el transporte de aminoácidos e iones a! interior de la vacuola (Forgac, 1999; Shao y Forgac, 

2004). En el caso de S. cernisiae, la V-ATPasa es la única generadora de energía electroquímica a 

través de la membrana vacuo lar, a diferencia de otros sistemas, como los vegetales, cuya vacuola 

también contiene una pirofosfatasa (Shimaoka et al, 2004). El gradiente de protones es la fuerza 

primaria que hace posible el transporte de la mayoría de los metabolitos. Los protonóforos 

como el CCCP, PCF Y SF6847 así como el ionóforo nigericina, bloquean tales mecanismos de 

transporte. Se ha descrito el transporte de cationes como Ca2+ (Ohsumi y Anraku, 1983; 

Halachmi y Eilam, 1996; Pittman et al., 2004), PO/, (Booth y Guidotti, 1997), Cd2+ (Eras o et al., 

2004), Zn2+ (MacDiarmid et al., 2000), Mg2+ (Okorokov et al., 1980) y de aminoácidos (Russnak 

et al., 2001; Shimazu et al., 2005). 

Se han identificado ocho transportadores independientes en vesículas vacuolares de S. 

cerellÍJÍae (Sato et aL, 1984; Russnak et al., 2001; Shimazu et al., 2005). Existen antiportadores 

aminoácido/H+ para arginina, argínina-Iisina, histidina, fenilalanina-triptofano, tirosina, 

glutamina-asparagina e isoleucina-Ieucina, además de otro antiportador arginina-histidina que 

utiliza el potencia! químico del gradiente de concentración de la histidina. Es importante hacer 

notar la existencia de tres transportadores para arginina, el aminoácido más rico en nitrógeno, lo 

que indica la importancia de la vacuola como reserva de nitrógeno. Los aminoácidos acumulados 

en la vacuo la se encuentran a niveles de 5-40 veces por arriba de los correspondientes en el 
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citosoL Se ha observado que la poza citosólica es constante, pero la vacuolar varía 

ampliamente, dependiendo de los nutrientes disponibles y de las condiciones de cultivo (Huber­

WaIchli y Wiemken, 1979; Kitamoto et al, 1988). 

Con respecto a los iones, es importante que la vacuola regule la concentración 

citosólica de los mismos por varias razones: i) algunos iones como Sr2+, C02+ y Pb2+ son tóxicos 

en el cito sol, ii) los iones útiles incluyendo Ca2+, Mg2+ y Zn2+ pueden ser peligrosos a altas 

concentraciones y iii) la concentración de los iones que juegan un papel regulador debe ser 

estrictamente controlada. Otros iones tales como Fe2+, Mn2+, C02+, Nr y PO:' también se 

acumulan en la vacuola (Klionsky et al., 1990; Li et al, 2001; Yang et al, 2005). También se ha 

descrito un canal de cationes inespecífico a través del cual pueden ser transportados K+, Na +, L¡+ 

Y otros (Wada et al., 1987). Sin embargo, más recientemente se ha descubierto que dicho canal es 

el responsable del flujo específico de Ca2+ desde la vacuola hacia el citoplasma (palmer et al, 

2001). 

1.10. ELANTIPORTADOR Na+ /H+ Nhxlp 

Nhx1p se encontró en mutantes t,pmal resistentes a estrés salino (Nas s et al, 1997). 

Estos investigadores contaban inicialmente con mutantes L1cnb1 que carecían de calcineurina lo . 

que les provocaba sensibilidad a alta concentración salina. Lo anterior responde a que la 

calcineurina promueve la tolerancia a Na + al incrementar la expresión del gene PMR2A/ ENA 1 

(Nakamura et al, 1993; Mendoza et al, 1994). Sin embargo, las mutantes Apma1, supresoras de 

las mutantes L1cnb1, mostraban una mayor habilidad para almacenar Na+, Se encontró que el 

almacenamiento de Na + en los compartimentos prevacuolares contribuía a la halotolerancia de la 

cepa t,pma1 (Nass y Rao, 1998). Al analizar el efecto de la eliminación de NHX1 sobre la 

mutante L1pma1, se observaba la disminución de la tolerancia a Na+. Estos resultados 

demostraron que la halotolerancia de dicha cepa se encontraba mediada, en gran medida, por el 

intercambiador Na+ /H+, Nhxlp (Nass et al, 1997). 

Este antiportador pertenece a la familia NHE de antiportadores Na+ /H+, que en los 

mamíferos se requieren para varias funciones celulares como: la regulación del volumen celular, 
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el pH intracelular, la reabsorción de sodio a través de! riñón, intestino y otras membranas 

epiteliales (Counillon y Pouysssegur, 2000). Posteriormente, Bowers et al. (2000) describieron la 

participación de Nhx1p como una proteína involucrada en e! tráfico de proteínas. 

Nhxlp juega un importante pape! en e! tráfico de proteínas, ya que su ausencia altera e! 

pH endosomal, lo que provoca alteraciones en e! envío de proteínas. De hecho, es e! primer 

intercambiador Na + / H+ descrito en levaduras que juega un papel importante en el envío 

correcto de proteínas, por lo que e! balance iónico intraorganelar pudiera ser importante para la 

función endosomal en la levadura (Bowers et al., 2000). En las mutantes !l.nhxl se ha observado 

que proteínas membranales de vacuola, del compartimento prevacuolar y de Golgi, las cuales, 

normalmente siguen la vía CPY, se acumulan en un PVC agrandado. En contraste con lo 

anterior, e! tráfico en la vía ALP no se altera (ver Fig. C). 

Nhxlp es una proteína de 633 aminoácidos, con 12 segmentos transmembranales y con 

ambos extremos, carboxilo y amino, orientados hacia e! citoso!. Es una proteína que se 

encuentra glicosilada en e! extremo carboxilo (Wells y Rao, 2001) y es a través de este segmento 

que interactúa con la GTPasa Gyp6 (Ali et al., 2004). Nhxlp está codificado por e! gene 

YDR456w que se localiza en el cromosoma IV de la levadura. 

El pape! principal de este antiportador radica en la regulación de! pH intravesicular de los 

compartimentos prevacuolares así como en el tráfico de proteínas. Nhxlp compite con la 

proteína YPT6p por su unión a la GTPasa Gyp6. Cuando esta última proteína interactúa con 

Nhx1p, inhibe la actividad de este antiportador provocando la acidificación de los CPV; además, 

se activa la vía anterógrada que lleva proteínas del aparato de Golgi a los CPV y de estos últimos 

a la vacuola (Fig. C). En cambio, cuando Gyp6p se une a YPT6p, Nhxlp se activa provocando 

el efecto contrario, es decir, alcaliniza los CPV y estimula la vía retrógrada que lleva proteínas de 

la vacuo la a los CPV y de éste al aparato de Golgi (Ali et al., 2004). 
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1.11. HIPÓTESIS 

Si la adición de K+ a las levaduras incrementa el pH vacuolar (Calahorra et al., 1998, Martínez, 

1999) y diversos transportadores de iones acoplados a protón (antiportadores ión/protón) han 

sido descritos en la vacuola de la levadura, (Klyonsky, 1980; Ohsumi y Anraku, 1983; Eraso et 

al., 2004; MacDiarmid et al., 2000) es posible que exista un antiportador K+ /H+ en la vacuola de 

S. cerevisiae. 

1.12. OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACIÓN 

OBJETIVO GENERAL 

llevar a cabo el estudio in situ del transporte del K+ en la vacuola de S. cerevisiae. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Preparar esferoplastos permeables tratados con zimoliasa en dos cepas de S. cerevisiae 

2. 

3. 

(La Azteca y BY4742), Y evaluar la permeabilidad de la membrana plasmática y la integridad de 

los organelos internos (rnitocondria y vacuola). 

Utilizar los esferoplastos permeables para el estudio de la bioenergética vacuoliu: (~pH, 

~'" ), la cuantificación del potasio interno y para la caracterización del mecanismo de transporte 

del ion potasio a la vacuola. 

Evaluar el papel del antiport:;idor Na+ /H+ Nhxlp en el transporte del K+ en la vacuo la 

de S. cerevisiae. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. CEPAS Y CONDICIONES DE CULTIVO 

Se precultivaron células de una colonia aislada de la levadura de panadería (La Azteca) en 

100 mL de medio YPD (glucosa 2%, extracto de levadura 1 % Y bactopeptona 1 %) por 24 h 

a 30°C. Posteriormente, la suspensión se añadió a 1.0 L del mismo medio, y las células se 

incubaron 6-8 h a 30°C. Las células se cosecharon y lavaron dos veces con agua destilada 

por centrifugación. Se resuspendieron en 250 mi de agua destilada y ayunaron por 16 h en 

aereación a 30°C. La levaduras se colectaron, lavaron y resuspendieron en agua en una 

proporción de 0.5 g peso húmedo/mI. Las células usadas para medir el pH vacuo lar en 

células intactas (La Azteca, S.A.) se incilbaron en 500 mi de YPD durante 24 h a 30 oC y 

ayunaron de la misma forma antes descrita. Para los experimentos en que se midió la 

respiración, se precultivaron las levadur3s por 24 h a 30°C en 100 mi de un medio 

compuesto por: extracto de levadura 1%, KH2P04 0.1%, NH2S04 0.12% y lactato de sodio 

al 2% ajustado a pH 6.6. Al final de esta incubación, las células se resuspendieron en 1.0 L 

del mismo medio y se incubaron 16-18 h a 30°C. Finalmente, las células se cosecharon, 

lavaron y ayunaron tal y como se ha descrito anteriormente. Para la cepa BY4742 y la 

mutante Ilnhxl (gentilmente donada por la Dra. Rajini Rao), las condiciones de crecimiento 

fueron las mismas que para La Azteca, ex;epto que todos los medios incluyeron uracilo 

120 mg/L. 

2.2. PREPARACIÓN DE ESFEROPLASTOS 

Los esferoplastos de ambas cepas se prepararon como reporta Avéret et al (1998) con 

algunas modificaciones: Se utilizó zimoliasa 20T (ICN) yen vista de que las cepas utilizadas 

no requirieron nistatina, se omitió el uso de este compuesto. Se lavó 1.0 g de peso húmedo 

de células dos veces con 20 mi de agua destilada y se incubaron 15 min con agitación suave 

a 32 oC en 20 mi de un buffer compuesto por p-mercaptoetanol 0.5 M y Tris-HCI 0.1 M, 

pH 9.3. Al final de esta incubación, las células se lavaron tres veces con una mezcla de 
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Buffer A: ácido maleico-tris 10 mM, pH 6.8, sorbitol 0.75 M, manitol 0.4 M (ambos 

desionizados) y BSA 0.1 %. Posteriormente, las células fueron suspendidas en 20 mi de 

sorbitol1.35 M, etilen-glicol-bis-(a-aminoetiléter)-N,N,N',N'-tetraacetato (EGTA) 1 mM y 

fosfato-citrato 10 mM (PH 5.8). Se añadieron 5 mg de zimoliasa y las células se incubaron 

durante 30 min a 32 oC con agitación suave. Los esferoplastos se centrifugaron a 2500 rpm 

por 5 min, se lavaron tres veces con Buffer A y se resuspendieron en Buffer B: MES 10 

mM ajustado con trietanolamina TEA a pH 6.0, sorbitol 1.35 M Y BSA 0.1 %. Los 

esferoplastos se almacenaron a -20 oc. Los esferoplastos preparados de células crecidas en 

medio con lactato se resuspendieron en un buffer con fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8, 

sorbitoll M, NaCl1.7 mM, MgS04 2 mM, EGTA 0.5 mM y BSA 0.1 %. Inmediatamente 

antes de cada ensayo, los esferoplastos se aerearon por 30 min a 30 oC en MES-TEA 10 

mM pH 6, sorbitol 1.35 M Y BSA 0.1 % y fueron utilizados el mismo día de su preparación. 

2.3. PREPARACIÓN DE VACUOLAS 

Las vacuolas se prepararon de acuerdo con Ohsumi y Anraku (1981) con algunas 

modificaciones. Se aislaron de 50 g de levaduras crecidas durante 6 h en YPD y ayunadas 

16 h. Los esferoplastos se prepararon de acuerdo a la técnica descrita arriba y después del 

lavado con Buffer A, se lavaron dos veces con YPD-sorbitol 1 M, de acuerdo con Kane 

(1995) . Los esferoplastos se resuspendieron en 10 volúmenes de Buffer C: MES-Tris 10 

mM, pH 6.9, MgCl2 0.1 mM, Ficoll 12% y homogeneizados en un homogeneizador 

Dounce. Posteriormente se centrifugaron en un rotor de columpio SW28Ti a 26,600 g 

durante 30 mino La capa blanca superior de los tubos, que contenía la mayor parte de las 

vacuo las, se recolectó y resuspendió en Buffer C con el homogeneizador. Posteriormente, 5 

mi de estas vacuolas no purificadas se colocaron en la parte superior de tubos de centrifuga 

conteniendo 5 mi de Buffer D: MES-Tris 10 mM, pH 6.9, 0.5 mM MgClz, Ficoll 8%. Los 

tubos se centrifugaron en un rotor de columpio SW40Ti bajo las condiciones descritas 

anteriormente. Las vacuolas se recuperaron de la parte superior y se resuspendieron en 

Buffer B. 
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2.4. POTENCIAL DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 

El potencial de la membrana plasmática de células intactas y de esferoplastos se estimó 

siguiendo la fluorescencia del DiSC3(3) (Molecular Probes) (peña et aL, 1984) bajo las 

condiciones descritas en cada ensayo. El trazo se inició por la adición de 25 mg de peso 

húmedo de levaduras o 2 mg de proteína de esferoplastos. La incubación se realizó en 

MES-TEA 10 mM, pH 6.0, sorbitol 1.35 M, CaCl2 100 J.l.M, pentaclorofenol 10 J.l.M en 

presencia o ausencia de glucosa 50 mM. Posteriormente, después de 10 seg, se añadió 250 

nM de cianina, seguido de KCl 10 mM a los 500 seg. La fluorescencia se registró a 540-590 

nm. 

2.5. RESPIRACIÓN 

El consumo de oxígeno se midió con un electrodo Clark a 30 oC en una cámara de 

temperatura controlada, con un sistema de adquisición de datos. Se utilizaron levaduras 

crecidas en medio de lactato y bajo aereación vigorosa. En el caso de levaduras intactas, se 

utilizaron 25 mg de peso húmedo de las mismas y se incubaron en HEPES-TEA 10 mM, 

pH 7 en un volumen final de 5 mI. En el caso de los esferoplastos, éstos se obtuvieron de 

las mismas levaduras crecidas aeróbicamente en lactato. Se aerearon 2 mg de proteína de 

esferoplastos durante 30 min a 30 oC y se incubaron en: KH2P04 10 mM (PH 7.0), sorbitol 

1 M, BSA 0.1%, NaCl1.7 mM, MgS04 2 mM y EGTA 0.5 mM a un volumen final de 5 mi. 

Cada uno de los substratos se utilizó a una concentración de 10 mM Oactato, glucosa y 

piruvato ajustados a pH 7.0), excepto el etanol cuya concentración fue 109 mM y 100 J.l.M 

de ADP. Los ensayos realizados con lactato y etanol incluyeron NAD+ 2 mM y cuando la 

glucosa fue el substrato de los esferoplastos, el medio se complementó con A TP 2 mM, 

NAD+ 2 mM y NH4Cl 10 mM. 

2.6. FLUJO DE NUCLEÓTIDOS EN ESFEROPLASTOS 

Se prepararon los esferoplastos y se tomaron alícuotas a distintos tiempos de incubación 

con zimoliasa; se agitaron brevemente, se centrifugaron y se recuperó el sobrenadante. Las 

proteínas se precipitaron con ácido tricloroacético al 25% Y se midieron los nucleótidos por 

absorbancia a 260 nm en el sobrenadante desproteinizado. 
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2.7. FLUJO DE PROTEÍNAS EN LOS ESFEROPLASTOS 

Se prepararon los esferoplastos y se tomaron alícuotas a distintos tiempos de incubación 

con zimoliasa; se agitaron brevemente, se centrifugaron y se recuperó el sobrenadante. Las 

proteínas se determinaron por absorbancia a 280 nm en el sobrenadante. 

2.8. ENSAYO DE GLUCOSA 6-FOSFATO DESHIDROGENASA 

Durante la preparación de los esferoplastos, se tomaron alícuotas a distintos tiempos de 

incubación con zimoliasa; se agitaron brevemente y lavaron tres veces con Buffer B, y se 

resuspendieron en Buffer A. El ensayo de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa se llevó a 

cabo de acuerdo con Avéret et aL (1998) con ligeras modifica~iones. 1 mg de proteína de 

esferoplastos se preincubó durante 10 min a 25°C en HEPES-TEA 20 mM, pH 7.4 Y 

sorbitoll M. A continuación se añadió glucosa 6-fosfato 3 mM y antimicina 20 ¡..Lg/ml y la 

reacción se inició con NADP+ 0.13 mM. Se siguió la absorbancia a 340 nm durante 5 min a 

25°C. 

2.9. PRODUCCIÓN DE NADH EN ESFEROPLASTOS y EN LEVADURAS 

Los esferoplastos se prepararon como ya se describió. Se utilizaron 25 mg de peso húmedo 

de levaduras o 1 mg de proteína de esferoplastos previamente aereados durante 30 min a 

30°C. Para ambos casos, el medio de incubación fue MES-TEA 10 mM, pH 6 y sorbitol 

1.35 M. Se observó el efecto de glucosa 50 mM y KCl 50 mM y la producción de NADH 

se siguió por los cambios en la fluorescencia a 340-460 nm. 

2.10. CONTENIDO DE POTASIO INTRACELULAR 

20 mg de células o la cantidad equivalente de esferoplastos (peso húmedo) provenientes de 

células tratadas según se indica en casa caso, se diluyeron en 5 mI de MES-TEA 10 mM 

(PH 6.0). Se lisaron en un baño de agua a ebullición durante 20 min y se centrifugaron. La 

concentración de K+ se midió en una dilución adecuada del sobrenadante con un 

fotómetro de flama Zeiss PF5. 
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2.11. ACTIVIDAD DE ATPasa 

La actividad de A TPasa se midió en los esferoplastos de acuerdo con Calahorra el al. (1987) 

con algunas modificaciones. El ensayo se realizó con 0.25 mg de proteína en 250 ~I de 

MES-TEA 10 mM, pH 6.0, MgCI2 5 mM, ATP-Tris 0.5 mM y molibdato de amonio 1 

mM. Donde se indica, se añadió bafilomicina 10 ~M, dietilestilbestrol (DES) 2.5 mM y 

azida de sodio 2 mM. La reacción se inició con la adición de la proteína y la mezcla se 

incubó 10 min a 30°C. La reacción se detuvo con la adición de 100 ~I de ácido 

tricloroacético 30% y los tubos se transfirieron a un baño de hielo. Se centrifugaron, y el 

fosfato liberado se midió en el sobrenadante por el método de Fiske y Subbarow (1925). 

2.12. TRANSPORTE DE K' EN ESFEROPLASTOS 

Las levaduras crecidas en la fase exponencial en YPD y ayunadas se convirtieron en 

esferoplastos con zimoliasa (ver Material y Métodos) y se monitoreó el transporte del ion 

potasio. Se siguió la toma de potasio midiendo la concentración externa con un electrodo 

selectivo de potasio conectado a un potenciómetro (Beckman Selection 2000) y una 

computadora. La mezcla contenía: 1 mg de proteína de esferoplastos en MOPS-TEA 1 

mM, pH 7.0, sorbitol 1.35 M Y BSA 0.1%, además de vanadato de sodio 50 ~M Y 

oligomicina 5 ~g/mg proteína en un volumen final de 5 mI a 30°C. Los trazos se iniciaron 

después de 10 seg con la adición de los esferoplastos; donde se indica se añadió ATP _Mg2+ 

5 mM o PCF 10 ~M. En los trazos con bafilomicina Ah 10 ~M y con el derivado de la 

amilorida (5-[N,N-hexametilen]-amilorida) 5 ~M, ambos inhibidores fueron añadidos 

desde el principio del trazo. Los cambios fueron calibrados por adiciones de KCII0 ~M. 

2.13. POTENCIAL DE MEMBRANA VACUO LAR 

La generación del potencial de membrana (~\If) en la vacuola fue seguido por el 

apagamiento de la fluorescencia del oxonol V (Calahorra el aL, 1987). Los esferoplastos (1 

mg de proteína) se añadieron a la celda del espectrofotómetro conteniendo MES-TEA 10 

mM, pH 6.0, sorbitol1.35 M, MgS04 5 mM, 50 ~M de vanadato de sodio y oligomicina 5 

~g/mg proteína. Para dar seguimiento al potencial de membrana positivo del interior de la 
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vacuola generado por el ATP, se añadió oxonol V 2 JlM Y la reacción se inició con ATP­

Tris 5 mM. La fluorescencia se siguió a 580-640 nm. 

2.14. ELECTROPORASIÓN DE LAS CÉLULAS COMPLETAS CON PIRANINA 

La electroporación de la piranina se realizó de acuerdo con Peña et aL (1995), utilizando un 

Pulsador BioRad gene que contiene un controlador de pulso. La suspensión celular (0.7 mI) 

y 20 JlI de piranina 100 mM se colocaron en una celda con 0.4 mm de separación, y se 

aplicó un pulso de 1500 V, 25 JlF Y 200 n, con una duración de aproximadamente 3 mS. 

Las células se centrifugaron y lavaron tres veces con agua por centrifugación en una 

micro fuga Beckman por 10 seg; se resuspendieron en la relación original de 0.5 g/mI de 

agua, se mantuvieron en hielo y se utilizaron como se describe en cada experimento. 

2.15. INTRODUCCIÓN DE PIRANINA A LA VACUO LA DE CÉLULAS 

INTACTAS 

Después de la electroporación de 350 mg de células (peso húmedo), fueron incubadas en 

MES-TEA 10 mM, pH 6.0, glucosa 10 mM y KCI 10 mM en un volumen final de 5 mI 

durante 1 h a 30 oC en agitación suave. Las células fueron centrifugadas y lavadas tres veces 

con agua y resuspendidas en 0.7 mi de agua y utilizadas para los experimentos. 

2.16. INTRODUCCIÓN DE LA PIRANINA A LA VACUOLA DE LOS 

ESFEROPLASTOS y A VACUOLAS AISLADAS 

Los esferoplastos (1 mg) se incubaron en Buffer B (MES-TEA 10 mM, pH 6.0, sorbitol 

1.35 M, BSA 0.1%) conteniendo ATP-Tris 5 mM, MgS04 5 mM, vanadato de sodio 50 

JlM, piranina 3 JlM, durante 1 h a 30°C en agitación suave. Los esferoplastos se 

centrifugaron, lavaron tres veces en Buffer B y se resuspendieron en el mismo medio. Las 

vacuo las (1 mg de proteína) se incubaron bajo las mismas condiciones, excepto que sin 

agregar vanadato de sodio. 
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2.17. MEDIDA DEL pH VACUO LAR EN ESEEROPLASTOS y VACUO LAS 

AISLADAS 

El pH vacuolar de los esferoplastos o de las vacuolas aisladas se midió de acuerdo con 

Peña et al. (1995), sin electroporación. Los esferoplastos (1 mg de proteína) o vacuolas 

preincubadas con piranina (ver arriba), se incubaron en 2 mi de MES-TEA 10 mM, pH 6.5, 

sorbitol1.35 M, BSA 0.1% y MgS04 5 mM. Los cambios de fluorescencia se siguieron a 

460 nm y 520 nm. Los cálculos del pH se hicieron de acuerdo con Peña et aL (1995). La 

piranina total se calculó restando el valor de la fluorescencia con NH40H 100 mM, menos 

el valor con ácido propiónico al 50%. La piranina externa se evaluó por la fluorescencia a 

pH 8 (Bicina-TEA 10 mM, pH 8, sorbitol 1.35 M) menos el valor a pH 4 (ácido tartárico 

10 mM, pH 4, sorbitol1.35 M) y multiplicado por el factor de corrección 1.16. La piranina 

interna se calculó restando la piranina total menos la piranina externa. Se usaron los valores 

de fluorescencia corregidos correspondientes a las formas ácida y básica de la piranina para 

calcular el pH interno utilizando la ecuación de Henderson-Hasselbach con un valor de 

pKa de 7.2. Todos los cambios de fluorescencia fueron monitoreados a 460-520 nm, con 

una rendija de 4 nm (para ambas longitudes de onda) en un espectrofluorómetro DMX-

1000 equipado con una cámara con temperatura regulada y un agitador magnético, 

conectado a un sistema de adquisición de datos (SLM Instruments; Urbana, IL, USA). 

2.18. MICROSCOPÍA CONFOCAL 

Las imágenes con focales se obtuvieron con un sistema de barrido láser MCR 1024 BIO­

RAD equipado con una fuente de rayo láser enfriado con Kr/ Ar y unido a un microscopio 

invertido Nikon TMd 300. Las imágenes se colectaron con un objetivo Nikon 40X de 

inmersión en aceite. Los esferoplastos de La Azteca con piranina dentro de la vacuo la (ver 

arriba), se excitaron a 488 nm con luz láser y se recogió la luz emitida a 585 nm. Las 

imágenes confocales se observaron, procesaron y convirtieron a formato TIFF con el 

programa Confocal Assistant 4.2 Todd Clark. 

2.19. PROTEÍNA 

La proteína se determinó con el método de Peterson (1977). 
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2.20. REACTIVOS 

Todos los reactivos utilizados fueron de la mayor calidad disponible. El manitol y el 

sorbitol utilizados para los amortiguadores se desionizaron a través de la resina AG50W-X8 

(Bio-Rad). 
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3. RESULTADOS 

3.1. EFECTO DE LA NISTATINA SOBRE LA PERMEABILIDAD DE LAS 

LEVADURAS INTACTAS 

El objetivo del presente trabajo fue llevar a cabo el estudio in si/u del transporte del K+ 

en la vacuola de la levadura. Antes de proceder a la preparación de esferoplastos 

permeables que permitieran el acceso directo a la vacuola, la primera prueba consistió 

en observar el efecto de la nistatina sobre la permeabilidad de la membrana plasmática 

en levaduras. Para esto se estimó el potencial de membrana con la cianina DiSC3(3) 

(Peña el al., 1984). 

control 
14000 con nistatina 

12000 ~_""'-""KCI 
10000 

8000 control 

6000 

4000 
KCI 

sin nistatina 

2000 .... _ ....... 

o+-----~------~----~------~ o 100 200 

Tiempo (seg) 

300 400 

Fig. 1. Potencial de la membrana plasmática en levaduras intactas y tratadas con 
nistatina. Se registraron los cambios de fluorescencia del DiSC3(3). La incubación se 
realizó en MES-TEA 10 mM, pH 6.0, CaCh 100 fJ.M, pentaclorofenol 10 fJ.M Y glucosa 
50 mM. El trazo se inició con la adición de 25 mg de peso húmedo de levaduras tratadas 
o sin tratar 10 min con nistatina (20fJ.g/mg peso húmedo de levaduras). Se añadió 0.25 
tJ.M de cianina después de 10 seg y seguido por KCl 10 mM a los 200 seg. La 
fluorescencia se registró a 540-590 nm. 

La cianina es un colorante fluorescente que se introduce a la levadura en respuesta al 
potencial dela membrana plasmática. Una vez dentro de la levadura, la fluorescencia de 
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este colorante se incrementa lo que constituye una medida cualitativa del .1'1' en dicha 

membrana (peña et aL, 1984). La Fig.l muestra que las levaduras no tratadas con el 

antibiótico fueron capaces de establecer el potencial de membrana en presencia de glucosa, 

el cual además es abatido tras la adición de K+. En contraste con esto, en las levaduras 

tratadas 10 min con nistatina (20 Ilg/mg peso húmedo de levaduras), la fluorescencia 

aumentó mucho más, probablemente por un aumento simple de la permeabilidad de la 

membrana, pero la adición de K+ no provocó ningún cambio significativo en la 

fluorescencia, lo cual demostró que el transporte de K+ a través de la membrana plasmática 

se encontraba abatido. 

3.2 RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL EN ESFEROPLASTOS 

Una vez comprobado el efecto permeabilizante de la nistatina en las levaduras, se 

procedió a la preparación de los esferoplastos permeabilizados. De acuerdo con Avéret et 

aL (1998), la nistatina agregada a los esferoplastos toma permeable su membrana plasmática 

dando lugar a una mayor respiración en los esferoplastos que en las levaduras intactas con 

sustratos externos. 

Procedimos a determinar la concentración óptima de nistatina capaz de acelerar la 

respiración en esferoplastos pero sin causar alteraciones en la mitocondria, es decir, que en 

teoría, permeabilizara la membrana plasmática pero mantuviera acopladas las mitocondrias. 

Para esto se prepararon esferoplastos y se midió la respiración con ácido láctico en 

presencia de distintas concentraciones de nistatina. 

La Tabla 1 muestra que la incubación de los esferoplastos con nistatina 2.5 IlM y 5 IlM 

aceleró la respiración sin ADP. En contraste con lo anterior; en presencia de ADP la 

respiración disminuyó. A mayores concentraciones de nistatina el efecto estimulador 

desapareció, y la respiración fue menor que en el ensayo sin nistatina, sobre todo en 

presencia de ADP. Lo antenor se ve reflejado en el valor de los cocientes Ed03/Ed04 para 

cada caso (cabe hacer notar que a dicho cociente no se le denomina coeficiente respiratorio 

(CR) porque no se utilizó la mínima concentración de ADP requerida). Además se realizó 

un control de respiración en levaduras intactas en las cuales se observó estimulación de la 

respiración con ácido láctico pero no con ADP (no se muestra) . 
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En estos experimentos mostraron que: a) en ausencia de nistatina se presentó la mayor 

velocidad de respiración, lo que significa que los esferoplastos son permeables aún sin 

nlstatina; b) los esferoplastos sin nistatina mostraron la respiración mitocondrial mejor 

acoplada y, c) aún a baja concentración, la nistatina desacopla la respiración en los 

esferoplastos. 

Tabla 1. Respiración de esferoplastos con lactato e incubados con nistatina 

natg Odmin/mg 
Edo 4 Edo3 

Conc. 
Nistatina SinADP ConADP Edo3/ Edo 4 

(f.1g/mg prot) 
O 224± 8 559 ± 7 2.5 

2.5 250± 9 525± 5 2.1 

5 243± 8 364.5±7 1.5 
10 220 ±7 286±6 1.3 

Tabla 1. Velocidad de consumo de oxigeno en esferoplastos con lactato y distintas 
concentraciones de nistatina. Se aerearon durante 30 min a 30°C 2 mg de proteína de 
esferoplastos de levadura crecida en lactato y bajo aereación vigorosa y se incubaron en un volumen 
total de 5 mi de buffer con sorbitol 1 M, NaCI1.7 mM, MgS04 2 mM, KHZP04 10 mM, EGTA 0.5 
mM Y BSA 0.1% pH 6.8. Se midió el consumo de oxígeno con lactato 10 mM Y ADP 0.1 mM. En 
los ensayos con lactato se adicionó NAD+ 2 mM Y la nistatina fue añadida al inicio de la incubación 
a la concentración correspondiente (J.Lg/mg proteína de esferoplasi:os). Los resultados 'se expresan 
como natg Oz/mg proteína consumidos y son el promedio de tres experimentos ± SD. 

Los resultados obtenidos cambiaron la concepción inicial que teníamos acerca de la 

preparación de esferoplastos permeables. En la mayoría de estos los trabajos reportados se 

utiliza un agente permeabilizante (Manon y Guérin, 1997; Avéret et al., 1998; Noubhani et 

aL, 2000). En este caso se observó que después del tratamiento con zimoliasa, la membrana 

plasmática de los esferoplastos sufría una alteración, de naturaleza aún desconocida, pero 

que aparentemente permitía el acceso de moléculas como el ADP al interior de los 

esferoplastos, el cual en levaduras intactas no estimuló la respiración (no se muestra). 

Además, los esferoplastos mantuvieron la funcionalidad de los organelos internos. Esto es 

semejante al reporte en el cual se estudió el transporte vacuolar de CaH en esferoplastos de 
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Candida parapsilosis sin la aplicación de ningún permeabilizante (Milani el al., 2001), con la 

única diferencia de que en dicho trabajo los esferoplastos se prepararon con liticasa. 

Se procedió a medir la respiración con otros sustratos y a comparar la respuesta 

observada. El lactato es transportado al interior de la levadura a través del antiportador 

Jenlp, también capaz de transportar piruvato (Casal et al., 1995; De Hertogh el al., 2002). Se 

utilizó glucosa, la cual es transportada a través de los transportadores Hxtp (Elbing et al., 

2004) y etanol, libremente permeable en las membranas biológicas. La Tabla 2 muestra la 

estimulación de los esferoplastos sin sustrato. 

Sustrato 

Ninguno 

Lactato 

Piruvato 

Glucosa 

Etanol 

Tabla 2. Velocidad de consumo de oxígeno en esferoplastos 

natg 0z/min/mg 

Edo.4 Edo.3 % estimulación 

SinADP ConADP SinADP ConADP 

105± 9 ----- ----- -----

224± 8 559 ± 7 113 432 

177± 18 406 ± 11 69 286 

169 ± 10 334 ± 26 61 218 

153 ± 12 275 ± 18 46 161 

Edo3/ Edo 4 

------

2.5 

2.3 

2.0 

1.8 

Tabla 2. Consumo de oxígeno en esferoplastos con distintos sustratos. 2 mg de proteína de 
esferoplastos obtenidos de levaduras La Azteca crecidas en láctico y bajo aereación vigorosa, fueron 
aereados 30 min a 30°C e incubados en un volumen total de 5 mi de buffer con sorbitol 1 M, NaCl 
1.7 mM, MgS04 2 mM, KI-hP04 10 mM, EGTA 0.5 mM Y BSA 0.1% pH 6.8. Se midió el 
consumo de oxígeno utilizando 10 mM para cada sustrato (excepto para etanol que se utilizó a 109 
mM) Y ADP 1 mM. En los ensayos con lactato y etanol se adicionó NAD+ 2 mM Y con glucosa se 
adicionó ATP-Tris 2 mM, NAD+ 2 mM y NH4ClI0 mM. Los porcentajes se expresan con respecto 
al control sin sustrato y sin ADP. Los resultados se expresan como natg Oz/mg proteína 
consumidos y son el promedio de tres experimentos ± SD. 

En el Estado 4, la respiración con piruvato y lactato se aceleró entre un 70% y más del 

100% respectivamente con respecto al control sin sustrato. Con glucosa y etanol también 

se aceleró de manera significativa. Lo más interesante es que los valores de Ed03/Ed04 
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mostraron un buen acoplamiento mitocondrial en todos los casos. Este experimento 

comprobó la permeabilidad de los esferoplastos y que es posible llevar a cabo estudios in 

¡¡tu de respiración mitocondrial gracias a que el ADP ingresa a los esferoplastos 

permeabilizados y las mitocondrias muestran una respiración acoplada. 

En otra serie de experimentos (no mostrados), se observó que el desacoplante CCCP 

(2.5 J..lM) estimula la respiración. Con el fin de conocer el efecto de la zimoliasa en otras 

cepas, se realizaron estudios similares en esferoplastos y levaduras de la cepa BY4742. Con 

respecto a la respiración con distintos sustratos, se obtuvieron resultados muy semejantes 

en la cepa BY4742 en relación a los de La Azteca (no mostrados). 

La Tabla 3 muestra la respiración de las levaduras intactas de La Azteca en presencia de 

los mismos sustratos utilizados anteriormente en los esferoplastos (Tabla 2). 

Tabla 3. Velocidad de consumo de oxígeno en levaduras 

Porcentaje 

SUSTRATO natg 02/min/mg estimulación con 

. sustrato 

Ninguno 24.4 ± 7.1 -----

Lactato 28.6 ± 8.6 17.1 

Piruvato 34.7± 10 42 

Glucosa 28.2± 9.3 15.4 

Etanol 33.4± 9.5 36.7 

Tabla 3. Velocidad de consumo de oxígeno en levaduras con distintos sustratos. Se 
utilizaron levaduras La Azteca crecidas con lactato bajo aereación vigorosa, como se describe en 
Materiales y Métodos. Se incubaron 25 mg de peso húmedo de levaduras en HEPES-TEA 10 mM, 
pH 7. Cada uno de los sustratos se utilizó a 10 mM, excepto para el etanol cuya concentración fue 
de 109 mM. Los porcentajes se expresan con respecto al control sin sustrato. Los resultados se 
expresan como natg 02 consumido por mio por mg de peso húmedo de levaduras y son el 
promedio de tres experimentos ± SD. 

- 57 -



RESULTADOS 

Las levaduras transpOrtan los sustratos y la respiració n con piruvato fue mayor que con 

lactato. Este fenómeno ya ha sido descrito por De Hertogh el al (2000) quien reporta que 

la Vrnax para el piruvato del transportador Jenlp es mayor que para e.llactato. Además, fue 

mucho mayor la estimulación de la respiración en los esferoplastos en relación con las 

levaduras . Para el caso del lactato y en ausencia de ADP. en los esferoplastos se estimula 

casi siete veces más que en las levaduras, debido a la permeabilidad de estos. 

3.3. POTE N CIAL DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 

La entrada de sustratos mitocondriales en los esferoplastos fue un impo rtante indicio 

de la alteración de la permeabilidad de la membrana plasmática. Por lo tanto, se estimó 

conveniente llevar a cabo una evaluación cualitativa del potencial de membrana plasmática 

en esreroplastos y compararlo con el de levaduras intactas. Se aplicó la técnica descrita por 

(peña el al, 1984) en la cual se utiliza la cianina como sonda fluo rescente. La Fig. 2 muestra 

los cambios de fluorescencia de DisSC} (3) de las levaduras y los esferoplastos incubados 

con glucosa y el efecto del KCI sobre el potencial de la membrana plasmática. 

En las levaduras (trazos inferiores) se observó un aumento de la fluorescencia que 

indica la existencia de potencial de membrana plasmática producido por la H+- ATPasa 

plasmática, y el incremento de la fluorescencia es la respuesta de la cianina a! ser 

intemalizada por las levaduras (peña el al, 1984). La existencia del potencia! se verifica por 

la adición de KCI. Debido a que el transporte de KCl en las células se lleva a cabo gracias al 

po tencial de membrana (negativo en el interior), la entrada de K· en la levadura abate el 

potencia! de la membrana plasmática, produciendo una disminución en la fluorescencia. 

Los esferoplastos mostraron un comportamiento muy distinto a! de las levaduras. Se 

observó un incremento mayor de la fluorescencia por la entrada del colorante, 

independiente del potencia! de la membrana plasmática. Lo anterior se verificó con dos 

observaciones: a) la fluorescencia de la cianina decrece lentamente con el tiempo y, b) el 

KCI no abate el po tencial de la membrana plasmática de los esferoplastos. 

Estos resultados demostraron que la membrana plasmática de los esferoplastos se 

encontraba permeabilizada y que tanto el potencial de la membrana plasmática como el 

transporte del K· a través de dicha membrana, se encontraban abatidos. 
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Fig. 2. Potencial de la membrana plasmática en levaduras intactas y esferoplastos. Se 
registraron los cambios de fluorescencia del DiSC3(3). La incubación se realizó en MES-TEA 10 
mM, pH 6.0, sorbitol 1.35 M, CaCh 100 ¡tM, pentaclorofenol 10 !J.M con o sin glucosa (G) 50 mM. 
El trazo se inició por la adición de 2 mg de proteína de esferoplastos o 25 mg de peso húmedo de 
levaduras. Se añadió 250 nM de cianina después de 10 seg, seguido por KCI (K+) 10 mM a los 500 
seg. La fluorescencia se registró a 540-590 nm. 

3.4. PRODUCCIÓN DE NADH 

En vista de que nuestro principal objetivo fue estudiar e! transporte a través de la 

vacuola, e! cual depende de la actividad de la V-ATPasa, era indispensable conocer e! 

estado energético de los esferoplastos y más específicamente su capacidad fermentativa. 

En e! laboratorio contamos con una técnica que muestra de manera rápida la capacidad 

fermentativa de las levaduras y en este caso de los esferoplastos. La aparición de un pico de 

NADH en las levaduras incubadas con glucosa fue descrito por Peña et al. (1967). La 

adición de glucosa levaduras ayunadas provoca un aumento del NADH producido en la 

primera parte de la glucólisis debido a la oxidación de! gliceraldehído 3-fosfato. 

Posteriormente, los niveles de NADH retoman a las concentraciones basales debido a que 

la descarboxilación de! piruvato a acetaldehído utiliza NADH. 
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La Fig. 3 muestra los niveles de NADH en levaduras y esferoplastos después de la 

adición de glucosa. En las levaduras ayunadas (trazos inferiores), el comportamiento fue 

como el que se ha descrito (peña el aL, 1967). Y puesto que el KCl acelera la glucólisis, su 

adición provoca una mayor aparición de NADH. En este último proceso el incremento del 

pH citoplásmico también juega un papel importante (peña e/aL, 1967, 1969). 
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Fig. 3. Producción de NADH en esferoplastos y levaduras. Medio de incubación: MES-TEA 
10 mM, pH 6.0, sorbitol 1.35 M. Se utilizaron 25 mg de peso húmedo de levaduras o 1 mg de 
proteína de esferoplastos previamente aereados durante 30 min a 30°C. Se observó el efecto de la 
glucosa 50 mM Y KCI 50 mM, y la producción de NADH en esferoplastos y levaduras fue 
monitoreada por cambios en la fluorescencia a 340-460 (ex/em) .... 

En contraste con lo anterior, la producción de NADH en los esferoplastos no se 

incrementa con la adición de glucosa ni de KCl. La falta de respuesta a la glucosa yal K+ en 

los esferoplastos se debió' probablemente a la liberación de los cofactores dé la glucólisis, 

debido a la permeabilidad de la membrana plasmática. De hecho, la respiración 

mitocondrial con glucosa como sustrato requirió de cofactores como ATP, ADP y NH4Cl 

(ver Tabla 2). 
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Estos resultados mostraron que los esferoplastos presentan una glucólisis abatida. Este 

hecho fue una ventaja para el modelo porque no fue necesario inhibir la glucólisis en los 

esferoplastos. De esta forma, no se encontró interferencia de esta ruta metabólica en el 

estudio del transporte en la vacuola in situ; ya que para realizar dicho estudio el factor 

principal es el control del estado energético del sistema del cual depende la principal 

enzima vacuolar, la V-ATPasa. 

3.5. LIBERACIÓN DE NUCLEÓTIDOS, PROTEÍNAS y ACTIVIDAD DE UNA 

ENZIMA CITOPLÁSMICA 

La Fig. 4 muestra la curva de seguimiento de la formación de esferoplastos. El 

rendimiento en la formación de los éstos se cuantificó por el cambio de densidad óptica 

(DO) a 660 nm. Se tomaron alícuotas a distintos tiempos de incubación de las levaduras 

con zimoliasa. Los esferoplastos presentes se lisaron en agua destilada provocando la 

disminución de la absorbancia a 660 nm. La Fig. 4 muestra un rendimiento del 80% a los 

20 min en la producción de esferoplastos (curva de lisis de esferoplastos en agua destilada). 

El porcentaje restante (20%), corresponde a los esferoplastos que se lisaron en el medio de 

cultivo durante la incubación y sin lisis en agua destilada (curva control de lisis). Los 

resultados obtenidos con la cepa BY4742 fueron muy similares a los de La Azteca (no se 

muestran). 

La permeabilidad de la membrana plasmática de los esferoplastos se evaluó por la 

liberación de nucleótidos y de proteínas, así como por la actividad de una enzima citosólica 

cuantificada con sustrato externo. La Fig. 4 muestra que la liberación de nucleótidos y de 

proteínas siguió un patrón paralelo al de la aparición de los esferoplastos (seguida por la 

disminución de la DO a 660 nm). Conforme se van formando los esferoplastos 

permeables, se liberan al medio nucleótidos de su interior y proteínas provenientes de la 

pared celular degradada y del espacio periplásrnico (ver sección 4.2 de Discusión). A su vez, 

la actividad de una enzima citosólica (glucosa 6-P deshidrogenasa), con la adición externa 

del sustrato (glucosa 6-P y NADP+), mostró un incremento paralelo al de la liberación de 

nucleótidos y proteínas. 
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Estos resultados comprobaron que los esferoplastos de ambas cepas (La azteca y 

BY4742) eran permeables después de la incubación con zimoliasa y sin necesidad de 

adicionar ningún agente permeabilizante extra. 
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Fig. 4. Liberación de nuc1eótidos, proteínas y actividad de glucosa 6-fosfato 
deshidrogenasa durante la formación de esferoplastos. Se incubaron con zimoliasa levaduras 
cosechadas en la fase exponencial en YPD y ayunadas para convertirlas en esferoplastos (ver 
Materiales y Métodos). Se tomaron alícuotas a distintos tiempos de incubación para realizar los 
siguientes ensayos. Círculos) Los esferoplastos fueron diluidos en buffer B y se observó el cambio de 
DO a 660 nm con respecto al valor a O mino Cuadros) Los esferoplastos se lisaron en agua destilada 
y los valores se expresan como el porcentaje de disminución de la DO a 660 nm. Romboides) La 
actividad de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa se midió como se describió en Materiales y 
Métodos. La absorbancia a 340 nm se siguió durante 5 min a 25°C. Unea) Para medir la salida de 
nucleótidos, los esferoplastos se agitaron suavemente y se centrifugaron, y los nucleótidos se 
midieron a 260 nm en el sobrenadante desproteinizado. Triángulos). Para medir el flujo de proteína, 
los esferoplastos se agitaron y centrifugaron y la proteína se midió en el sobrenadante a 280 nm. 
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3.6. CUANTIFICACIÓN DEL POTASIO EN LOS ESFEROPLASTOS 

(POTASIO VACUOLAR) 

La permeabilidad de la membrana plasmática de los esferoplastos provocó la pérdida 

del potasio citoplásmico; sin embargo, en vista de que la vacuola mantiene su integridad 

(ver secciones 3.8, 3.9 Y 3.10), fue posible cuantificar el potasio vacuolar. 

Tabla 4. Contenido de ~ (jlequiv./ g peso húmedo) en levaduras intactas y 

esferoplastos (vacuolar) 

La Azteca Levaduras intactas Esferoplastos (vacuola) 

No ayunadas 125 ± 12 69 ± 8 

Ayunadas 75± 8 26.3 ± 7 

BY4742 Levaduras intactas Esferoplastos (vacuola) 

No ayufladas 101.8 ± 10 41.5 ± 9 

Ayunadas 65.8 ± 8 23± 6 

Tabla 4. Se diluyó una cantidad equivalente de peso húmedo de levaduras o esferoplastos (20 mg) 
en 5 mi de MES-TEA 10 mM (PH 6.0),1.35 M sorbitol. Las suspensiones se incubaron a ebullición 
en baño María durante 20 min Y se centrifugaron, utilizando el sobrenadante para medir la 
concentración del ion potasio en un flamómetro Zeiss PF5. Los resultados se indican en J.lequiv. 
K+ /g de peso húmedo de levaduras o esferoplastos y son el promedio de tres experimentos ± SD. 

La Tabla 4 muestra ' el porcentaje del potasio en los esferoplastos y en las levaduras. En 

el caso de La Azteca, los esferoplastos preparados de levaduras no ayunadas ([K+] total 250 

mM o 125 jlequiv. K+ / g peso húmedo de levadura) mantuvieron un 55% del potasio inicial 

mientras que los preparados de levaduras ayunadas ([K+] total 150 mM o 75 jlequiv. K+ /g 

peso húmedo de levadura) retuvieron solamente 35% de este catión. En el caso de la cepa 

BY4742, el porcentaje de retención fue de 41.8% y 27% respectivamente. Estos resultados 

muestran el alto porcentaje de potasio que la vacuola es capaz de almacenar, en 

coincidencia con el importante papel que ha sido adjudicado a este organelo en la 

- 63 -

- _ .. _------ -



RESULTADOS 

homeostasis iónica de la levadura (Klyonsky el aJ., 1990) y en que este organelo almacena 

hasta ocho veces más K+ que el citosol (Okorokov el aJ., 1980). 

Por otra parte, es importante observar que las levaduras perdieron el 40% Y 35.4% en 

las cepas La Azteca y BY4742 respectivamente, después de haber sido ayunadas. Pero en el 

caso de los esferoplastos, la pérdida fue mayor de 62% y 45.9% respectivamente. Estos 

datos sugieren que parte del potasio vacuolar se libera hacia el citoplasma durante el ayuno, 

y apunta aún más hacia el importante papel de la vacuola en la regulación de las 

concentraciones internas del K+ en la levadura. 

3.7. ACTIVIDAD DE LAS ATPasas 

Se midió la actividad de las tres distintas A TPasas, utilizando inhibidores específicos: 

bafilomicina Al para la V-ATPasa, dietilestilbestrol (DES) para la ATPasa plasmática, azida 

de sodio para la F-ATPasa y molibdato de amonio para las fosfatasas . Con un 64% de 

inhibición de la actividad con DES, la mayor actividad fue para la ATPasa plasmática, en 

coincidencia con Serrano (1980) quien reporta que la actividad de la A TPasa plasmática 

representa el mecanismo de mayor consumo de A TP en la levadura. En vista de la alta 

actividad de esta enzima, se añadió vanadato de sodio 50 ~M en varios ensayos realizados 

en este trabajo (en cada uno se indica). 

El porcentaje de inhibición con la bafilomicina Al mostró que el 25% de la actividad 

correspondía a la V-ATPasa. Por último, no se observó ningún efecto de la azida de sodio 

sobre la actividad de ATPasa. Eso muestra la ausencia de actividad de F-ATPasa. 

Experimentos realizados en el laboratorio con mitocondrias aisladas demostraron que la 

actividad de F-A TPasa es muy baja, que no es estimulada por desacoplantes y que 

solamente puede ser medida en medios hipotónicos o en presencia de agentes 

permeabilizantes lo cual coincide con lo reportado por Venard el aL (2003). Sin embargo, se 

añadió oligomicina (5 ~g/mg prot.) a todos los ensayos para evitar cualquier posible 

interferencia de esta enzima. En los ensayos de A TPasa realizados en presencia de más de 

un inhibidor se obtuvieron resultados congruentes con el porcentaje de inhibición obtenido 

con cada uno por separado y además, el ensayo realizado en presencia de los tres 

inhibidores presentó una inhibición del 90% de la actividad total. 
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Tabla 5. Actividad de ATPasa en esferoplastos de La Azteca 

Inhibidor runol Pi/mg/min % inhibición 

Ninguno 96 ± 15 O 

Baftlomicina Al (10 JlM) 72 ± 12 25 

DES (2.5 mM) 34±8 64.2 

Azida de sodio (2 mM) 97 ± 9 O 

DES Y azida de sodio 33 ± 9 65.7 

DES Y Bafilomicina Al 9 ± 3 90.4 

Azida de sodio y Bafilomicina Al 73 ± 10 23.7 

Los tres inhibidores 9 ± 4 90.5 

Tabla 5. Actividad de ATPasa en esferoplastos de La Azteca. Se utilizaron esferoplastos (ver 
Material y Métodos). La actividad de ATPasa se midió de acuerdo con Calahorra el aL (1987) con 
algunas modificaciones. El ensayo se realizó con 0.25 mg de proteína en 250 fll de MES-TEA 10 
mM (PH 6.0), MgClz 5 mM, ATP-Tris 0.5 mM Y molibdato de amonio 1 mM. Donde se indica, se 
añadió bafuomicina 10 flM, dietilestilbestrol (DES) 2.5 mM y azida de sodio 2 mM. La reacción se 
iniCió con la adición de la proteína. La mezcla se incubó 10 min a 30°C. La reacción se detuvo con 
ácido tricloroacético, y los tubos se transfirieron a un baño de hielo; se centrifugaron, y el fosfato 
liberado fue medido en el sobrenadante por el método de Fiske y Subbarow (1925). 

3.8. TRANSPORTE DEL POTASIO EN LOS ESFEROPLASTOS 

La permeabilidad de la membrana plasmática permitió seguir el transporte de potasio a 

la vacuola. La Fig. 5 muestra el transporte de potasio en la vacuola de los esferoplastos, 

mediante un electrodo selectivo para el catión. 

En la Fig. 5 se observa que la adición de ATP-Mg2+ provoca la desaparición del potasio 

externo. Dicho fenómeno se inhibió con la bafilomicina Al, inhibidor específico de ~ V­

A TPasa, lo cual sugiere que el potasio fue transportado a la vacuola. Además, la adición de 

pentaclorofenol (pCF) también revirtió el efecto del ATP-Mg2+, indicando el requerimiento 

del gradiente de protones a través de la membrana vacuolar para la entrada del potasio. Se 

observó además un efecto del derivado de la amilorida sobre el transporte de potasio; 5 JlM 

del compuesto provocó una salida considerable de este catión. 
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Fig. 5. Transporte de ion potasio en esferoplastos de La Azteca. Los esferoplastos se 
incubaron como sigue: 1 rng de proteína de esferoplastos en MOPS 1 mM, pH 7.0, sorbitol1.35 M, 
BSA 0.1%, vanadato de sodio 50 )lM Y oligomicina 5 Ilg/ rng prot. , en un volumen final de 5 mi a 
30 oc. Los trazos se iniciaron después de 10 seg con la adición de los esferoplastos; ATP-Mg2+ 5 
mM o PCF 10 IlM se añadieron donde se indica. En los trazos con bafllomicina Al 10 )lM Y con el 
derivado de la arnilorida (S-[N,N-hexametilen]-amilorida) SIlM, ambos inhibidores fueron añadidos 
desde el principio. 

3.9. POTENCIAL DE LA MEMBRANA VACUOLAR 

La Fig. 6A muestra los cambios de fluorescencia del oxonol V como indicador del 

potencial de membrana de la vacuola (~\jI) en los esferoplastos. La actividad de la V­

ATPasa, con la adición de ATP_Mg2+, estableció el potencial de membrana vacuolar. El Ll\jl 

vacuolar favorece la acumulación del oxonol V en la vacuola, que se 9bservó como una 

disminución de la fluorescencia después de la adición del ATP. Los desacoplantes como 

CCCP y PCF abaten el ~\jI vacuolar, produciendo un aumento de la fluorescencia. 

Resultados similares se observaron en la cepa BY4742 (Fig. 6B). 

La Fig. 6C muestra que la bafilomicina Al> inhibidor de la V-ATPasa, impidió la 

creación del Ll\jl después de la adición del ATP. La adición de glucosa no produjo ninguna 

respuesta en el ~\jI, de acuerdo con el bajo nivel de la glucólisis en los esferoplastos. Por 

otra parte, en ambas cepas (Figs. 6B y 6C), la adición de KCl a alta concentración (200 
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mM) no provocó un cambio significativo en el Ó\jJ, lo cual sugirió que el transporte del ion 

potasio en la vacuola era independiente del potencial, probablemente por un 

intercambiador K+ /H+ o 
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Fig. 6. Potencial de la membrana vacuolar en los esferoplastos. Se monitoreó el potencial de 
membrana vacuolar en esferoplastos siguiendo los cambios de fluorescencia a 580-640 nm (ex/em). 
La mezcla de incubación conterua: MES-TEA 10 mM (PH 6.0), sorbitol 1.35 M, MgS04 5 mM, 
vanadato de sodio 50 f.lM, Y oligomicina 5 f.lg/ mg proteína; en un volumen final de 2 mi. El trazo 
comenzó a los 5 seg por la adición de 1 mg de proteína de esferoplastos, seguido por 2 f.lM de 
oxonol V. A) Efecto del ATP-Tris 5 mM Y de desacoplantes (pCF y CCCP) 10 f.lM en La Azteca. 
B) Efecto del ATP-Tris 5 mM, de desacoplantes (pCF y CCCP) 10 f.lM Y de KCJ 200 mM después 
de la adición de ATP en la cepa BY4742. C) Efecto de ATP-Tris 5mM en presencia de bafJ.!omicina 
Al 10 ).!M o de glucosa 10 mM Y de KC1200 mM después de la adición de ATP en La Azteca. 

3.10. pH VACUOLAR 

El pH vacuolar se cuantificó en esferoplastos con piranina en la vacuola. En contraste 

con las levaduras, la introducción de la piranina a la vacuola de los esferoplastos no 

requiere de electroporación, sino sólo de incubación con ATP-Mg2+ y el colorante. La Fig. 

7 A muestra los esferoplastos incubados con piranina en presencia de A TP_Mg2+ Y la Fig. 

7B en ausencia de ATP-Mg2+ . Además, la entrada de piranina a la vacuola se inhibió con 

bafilornicina y CCCP (no se muestra). Estos resultados muestran que la entrada de la 

piranina a la vacuola de pende de la actividad de la V-ATPasa. 
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Fig. 7. Entrada de la piranina a la vacuola en los esferoplastos. Para incorporar la 
piranina en la vacuola de los esferoplastos, se incubó 1 mg de proteína de esferoplastos 1 h 
a 3O"C en agitación suave en MES-TEA 10 mM, pH 6, sorbitol1.35 M, BSA 0.1% (Buffer 
B), con vanadato de sodio 50 JlM Y piIanina 311M, en presencia (A) o ausencia (B) de ATP­
Mi+ 5 mM (ver Materiales y Métodos). Los esferoplastos se lavaron tres veces por 
centrifugación en Buffer B y al final se rcsuspcndieron en este mismo. 
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La Fig. 8 muestra e! efecto de! ATP sobre el pH vacuo lar. En presencia de ATP-Mg2+, 
la V-ATPasa bombea protones al interior de la vacuola provocando la disminución del pH 

vacuolar. El efecto del ATP-Mg2+ se inhibió por la bafilomicina Al> lo cual demostró que, 

efectivamente, se trataba de la vacuola. Por otro lado, la pequeña alcalinización provocada 

por el K+ sugirió nuevamente la presencia de un antiportador K+ /H+ en la membrana 

vacuo lar. 
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Fig. 8. pH vacuolar en esferoplastos. La piranina se incorporó a la vacuola según se indica en la 
Fig. 7. Los esferoplastos con piranina en la vacuola se incubaron en MES-TEA 10 mM (PH 6.5), 
sorbitol 1.35 M Y MgS04 5 mM. Los trazos se iniciaron con 1 rng de proteína de esferoplastos. 
Donde se indica, se añadió ATP-Tris 5 mM en presencia o ausencia de baf¡]omicina Al 10 flM Y 
KCl 200 mM. Los cambios en la fluorescencia se siguieron a 460-520 nm y el pH fue calculado de 
acuerdo con Peña el aL (1995) (ver Materiales y Métodos). 

La Fig. 9A muestra la alcalinización vacuolar provocada con concentraciones crecientes 

de KCI, el cual se añadió en ausencia de A TP para evitar la acidificación que éste provoca 

en la vacuola. Una de las características más sobresalientes del transporte de' potasio a 

través de la membrana vacuolar fue la alta concentración de potasio requerida para que el 
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pH vacuolar alcanzara una respuesta significativa (25-200 mM). La Fig. 9B muestra el 

mismo experimento pero en la cepa BY4742. El mismo ensayo se realizó en vacuolas con 

piranina y se observó el mismo comportamiento (Fig. 9C). El mismo ensayo se realizó pero 

con concentraciones crecientes de NaCl obteniéndose los mismos resultados (no se 

muestra). Esto sugiere que ambos cationes, K+ y Na+, son transportados a través del 

mismo transportador a la vacuo la. 
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Fig. 9. Efecto del KCI sobre el pH vacuolar en esferoplastos y en vacuolas ' aisladas en 
ausencia de ATP-Mg2+. La piranina se incorporó en la vacuola de los esferoplastos como se 
indica en la Fig. 7. Las condiciones fueron las mismas que para las vacuolas aisladas, con la única 
diferencia de que la resuspensión final en el Buffer B no se añadió vanadato de sodio 50 ~M (ver 
Materiales y Métodos). Los esferoplastos con piranina en la vacuola (1 mg) o vacuolas aisladas (0.5 
mg) con piranina en el interior, fueron incubadas en MES-TEA 10 mM, pH 6.5, sorbitol 1.35 M Y 
MgSO. 5 mM. Los trazos se iniciaron con la adición de esferoplastos o vacuolas. El KCl se añadió 
a la concentración indicada a: A) esferoplastos de La Azteca, B) esferoplastos de la cepa BY4742 y, 
C) vacuolas aisladas de La Azteca. Los cambios de fluorescencia se monitorearon a 460-520 nm de 
acuerdo con Peña el aJ. (1995) (ver Materiales y Métodos). 
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C) vacuolas aisladas de La Azteca. Los cambios de fluorescencia se monitorearon a 460-520 nro de 
acuerdo con Peña et aL (1995) (ver Materiales y Métodos). 

Con el objeto de caracterizar aún más el transporte del K+ a la vacuola de los 

esferoplastos, se observaron los cambios de pH vacuolar con otros cationes monovalentes 

alcalinos de la misma familia del potasio. La Fig. lOA muestra la respuesta del pH vacuolar 

de los esferoplastos ante el cloruro de K+, Na+, Rb+, Lt y Cs+, y una segunda adición de 

KCl. La magnitud del aumento fue muy similar para todos los cationes. Se realizó un 

ensayo similar con la cepa BY4742 (Fig. lOB), pero con una sola adición de cationes. Los 

resultados también demuestran una inespecificidad por substrato en el transporte de 

potasio. 
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Fig. 10. Efecto de cationes monovalentes-alcalinos sobre el pH vacuolar en los 
esferoplastos. Las condiciones fueron como en a Fig. 9. Los esferoplastos con piranina en la 
vacuola se incubaron en MES-TEA 10 mM, pH 6.5, sorbitol1.35 M y MgS04 5 mM. Los trazos se 
iniciaron con 1 mg de proteína de esferoplastos. Donde se indica, se añadieron: A) 200 mM de 
cationes monovalentes-alcalinos (sales de cloruro de Na', Rb+, Cs+ o Li+) y KCl200 mM en la cepa 
La Azteca. B) En la cepa BY4742, se añadieron cationes monovalentes-alcalinos 200 mM (sales de 
cloruro de Na+, Rb+, Cs+ o Li+ donde se indica. Los cambios en la fluorescencia se monitorearon a 
460-520 nm y el pH se midió de acuerdo con Peña el aL (1995) (ver Materiales y Métodos). 

Los resultados obtenidos en los esferoplastos se compararon con la respuesta del pH 

vacuolar en las levaduras completas. La Fig. llA muestra la acidificación de la vacuola tras 

la adición de glucosa a las levaduras. Posteriormente, la adición de concentraciones 

crecientes de KCl provocó la alcalinización vacuolar. Sin embargo, en el caso de las 

levaduras enteras, los cambios en el pH vacuolar requirieron de concentraciones de KCl 

diez veces menores a las observadas en los esferoplastos. El resultado más sorprendente 

fue la similitud entre el pH vacuolar en levaduras enteras con los cambios del pH 

citoplásmico en las mismas (Calahorra el aJ., 1998). 

En el caso de las levaduras intactas, el KCl provoca la mayor respuesta, seguido por el 

Rb+, Y el Na+ y el Li+ no provocaron una respuesta importante (Fig. llB). Un fenómeno 

sobresaliente fue que estos mismos cationes provocaron una respuesta similar tanto en el 
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pH citoplásmico como en el pH vacuolar en las levaduras enteras. Aparentemente, es la 

entrada de los cationes a la levadura lo que modula la alcalinización vacuolar y no su 

entrada a la vacuola. 

Es decir, la vacuola se alcalirúza tras el incremento del pH citoplásmico debido a la 

adición de dichos cationes. Estos resultados sugieren que: a) la vacuola juega un importante 

papel en la regulación del pH citoplásmico y, b) el modelo de esferoplastos permeabilizados 

permite la cuantificación del pH vacuolar sin interferencia del pH citoplásmico. 
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Fig. 11. pH vacuo lar de levaduras completas y efeáo del potasio y otros cationes. Se 
electroporaron levaduras crecidas 24 h en YPD y ayunadas 16 h en presencia de piranina. Y para la 
introducción de dicho colorante a la vacuola, las levaduras se incubaron con glucosa 10 mM Y KCI 
10 mM durante lh a 30 oc. Al final de la incubación se lavaron tres veces por centrifugación con 
agua destilada y se resuspendieron en una relación final de 0.5 mg/rnl en agua destilada (ver 
Materiales y Métodos). 25 mg de levaduras con piranina en la vacuola se incubaron en un volumen 
final de 2 mi de MES-TEA 10mM, pH 6 a 30°C en la celda del espectrofluorómetro. A) Se añadió 
glucosa 10 mM Y KCI a las concentraciones indicadas según se muestra en la figura. B) Se añadió 
glucosa 10 mM Y 10 mM de cloruros de los cationes monovalenú~s-alcalinos según se indica (K+, 
Na+, Rb+, Cs+ o Li+). 

3.11. EL pH VACUOLAR EN LOS ESFEROPLASTOS DE LAS MUTANTES 

..1nhxl 

Dada la importancia del antiportador Nhxl p (ver Introducción), se procedió a la 

caracterización del transporte de potasio a la vacuola de la mutante tlnhxl. En la Fig.12 se 

muestra que la mutante tlnhxl presenta un comportamiento prácticamente idéntico al de la 

cepa silvestre (Figs. 9B y 10B). La entrada de KCI a la vacuola provocó la alcalinización de 

este organelo y al igual que en la cepa silvestre, también se requirieron altas concentraciones 

de KCI para lograr una respuesta significativa (25-200 mM). Estos resultados refuerzan que 

un antiportador K+ /H+ lleva a cabo el transporte del K+ en la vacuola; sin embargo, se 
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concluyó que el antiportador Nhx1p descrito por Nass y Rao (1998) no está involucrado en 

el transporte del K+ a la vacuola de las levaduras. 
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Fig. 12. pH vacuolar en esferoplastos de la mutante t1nhxl y efecto de iones potasio y 
cationes monovalentes-a1calinos. Se prepararon esferoplastos y vacuolas aisladas de levaduras 

mutan tes t1nhx1, a partir de levaduras crecidas en YPD-ilracilo, cosechadas en la fase exponencial y 
ayunadas. El experimento fue similar al de la Fig. 9. Los esferoplastos con piranina en la vacuola, se 
incubaron en MES-TEA 10 mM, pH 6.5, sorbitol1.35 M y MgS04 5 mM_ Los trazos se iniciaron 
con ' -l mg de proteína de esferoplastos. Según se indica: A) Se añadió KCI a la concentración 
correspondiente y B) sales de cloruro de cationes monovalentes-alcalinos fueron añadidos a 200 
mM (K+, Na+, Rb+, Cs+ o Li+). 

También se ensayó la especificidad del transporte de potasio y la respuesta a diferentes 

cationes alcalinos (Fig. 12B); se observó la misma respuesta del pH vacuolar de la mutante 

ó'nhxl con el de la silvestre. El ion potasio es transportado a través de un transportador no 

específico; todos los cationes utilizados alcalinizan la vacuola en la misma magnitud en 

ambas cepas. 
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4. DISCUSIÓN 

4.1. PROPIEDADES DE LOS ESFEROPLASTOS 

Estudios previos de nuestro laboratorio sugirieron la existencia de un antiportador 

K+ /H+ en la vacuola de la levadura (Calahorra et al., 1998; Martínez, 1999). Dada la 

importancia del K+, el primer objetivo del presente trabajo fue establecer una técnica para 

el estudio in situ del transporte del K+ en la vacuola de este microorganismo. 

De las técnicas de permeabilización existentes (ver sección 1.6.2 en Introducción), 

el DEAE-dextran fue uno de los primeros compuestos utilizados en nuestro laboratorio 

para provocar la permeabilización de la membrana plasmática Oiménez, 1997). Este 

polímero se ha utilizado para permeabilizar la membrana plasmática de S. cerevisiae y 

estudiar la vacuola (Huber-Walchli y Wiemken, 1979; Theuvenet et aL, 1986). Sin embargo, 

nuestros estudios demostraron que la membrana plasmática de la cepa La Azteca no era 

sensible a este compuesto Oiménez, 1997) . 

Otra opción fue el detergente CTAB (bromuro .qe cetil-trietil-amonio). Este 

compuesto también ha sido utilizado en la permeabilización de la membrana plasmática en 

diversos tipos celulares como S. cerevisiae y K fmgilis y con diversos fines, entre los que 

destaca la medida de enzimas intracelulares (Laouar et al., 1992). El resultado más 

sobresaliente de dichos estudios fue que el CTAB, a una concentración de 20 J..Lg/mg peso 

húmedo de levaduras, permeabiliza la membrana plasmática de la célula y abate el potencial 

de membrana. Sin embargo, el problema más serio fue la interferencia del CTAB con los 

colorantes fluorescentes utilizados en los ensayos de .6.pH y del .6.\j! vacuo lar (piranina y 

oxonol V). Esta interferencia imposibilitó la realización de dichos ensayos, por lo que su 

utilización para tales fines fue desechada. 

Finalmente, se decidió aplicar la técnica de esferoplastos permeables, desarrollada 

por Avéret et al (1998) para el estudio in situ de la fisiología mitocondrial, sólo que nuestros 

resultados mostraron que aún sin la aplicación de nistatina y tan solo con la incubación con 
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zimoliasa, los esferoplastos de ambas cepas estudiadas tenían una membrana plasmática 

permeable. Por ello, la principal modificación que se hizo fue eliminar cualquier agente 

permeabilizante (nistatina) de! tratamiento de los esferoplastos. Ya ha sido reportado otro 

caso en e! cual no es indispensable la aplicación de un agente permeabilizante a los 

esferoplastos, en e! estudio de! transporte del Caz+ a la vacuola de e. parapsiloris, el cual se 

realizó en esferoplastos preparados con liticasa y sin agente permeabilizante (Milani et al, 

2001). 

Los esferoplastos preparados en e! presente trabajo presentaron las siguientes 

propiedades que hicieron posible la realización de la investigación: 

A. Parte del contenido citosólico fue liberado al medio exterior, como cofactores de la 

glucólisis, lo cual representa la ventaja de que se elimina la interferencia de esta vía 

metabólica en e! estudio del transporte vacuolar. 

B. En los esferoplastos se mantuvo la integridad funcional y estructural de los organe!os 

internos, hecho que permite estudiar el transporte vacuo lar. 

C. La entrada de colorantes fluorescentes (piranina y oxonol V) y de diversos inhibidores 

de ATPasas y de antiportadores Na+ / H+ (bafilomicina, DES, vanadato de sodio, 

azida de sodio, oligomicina y amilorida) permitió el estudio del transporte vacuolar en 

los esferoplastos y de los ensayos de ~pH y del ~~ vacuo lar. 

D. Debido a que se mantiene la estructura vacuolar y se libera el contenido citosólico en 

los esferoplastos permeables, se pudo cuantificar el potasio vacuo lar. 

4.2. EFECTO DE LA ZIMOLIASA EN LA MEMBRANA PLASMÁTICA 

Tal y como se ha mencionado, existen reportes con resultados similares a los 

nuestros en los que otras levaduras tratadas con liticasa (e. parapsiLoris), resultan en 

esferoplastos permeables (Milani et al., 2001). Sin embargo, a la fecha no se ha reportado 

ningún estudio en tomo al efecto que pueden tener las enzimas líticas sobre la membrana 

plasmática de las levaduras. 
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Si bien desconocemos e! mecanismo por el que la zimoliasa aumenta la 

permeabilidad de la membrana plasmática, es posible que provoque la degradación de 

algunas de las proteínas presentes en ésta. Hay evidencias de que la incubación de las 

levaduras con un exceso de zimoliasa causa la degradación de proteínas de la membrana; tal 

es e! caso de la H+-ATPasa plasmática de KIl(Jveromyces lactis, la cual se degrada en levaduras 

incubadas con un exceso de zimoliasa 20 T (ICN) (1 g zimoliasa/30g peso seco; 

comentario Dr. J. P. Pardo). 

Estudios realizados con esferoplastos en regeneración han aportado información 

importante acerca de la composición de la pared celular de las levaduras (pardo el al., 1999). 

Se han analizado los componentes liberados al medio durante e! tratamiento de las 

levaduras con distintos compuestos que alteran la pared celular, tales como ~­

mercaptoetanol y enzimas líticas como la zimoliasa (Ero les el al., 1997; Angiolella el al., 

1996); ninguno de ellos se ha demostrado de manera contundente si la membrana 

plasmática mantiene su integridad después de! tratamiento con dichos agentes. 

Sí se ha reportado que después de la degradación de la pared celular, ciertas enzimas 

citosólicas son liberadas al medio, tal es el caso de la enolasa y la Hsp 70 (heat shock prolein) , 

aunque se cree que su liberación responde a que dichas proteínas también se encuentran en 

el espacio periplásmico o porque se liberan de células lisadas (Eroles et al., 1997) . Sin 

embargo, no se ha estudiado la posibilidad de que dichas proteínas se liberen al medio 

debido a la alteración en la permeabilidad de la membrana plasmática de los esferoplastos. 

En este trabajo también se observó una salida significativa de proteínas durante la 

formación de los esferoplastos con zimoliasa. Una parte importante de estas proteínas debe 

provenir tanto de la pared celular como del espacio periplásmico. Al eliminar la capa 

externa de la pared celular, la cual consiste de manoproteínas, se está eliminando la 

principal barrera que retiene a las proteínas periplásmicas (De Nobel el al., 1990) . Pero sería 

interesante averiguar si ciertas proteínas de origen citosólico también son liberadas al medio 

debido a la permeabilidad alterada de la membrana plasmática de los esferoplastos. Un 

primer indicio de la pérdida de enzimas glucolíticas es que, a pesar de que es posible 

reconstituir la glucólisis en esferoplastos permeables en presencia de cofactores de la 
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glucólisis como el ATP. e! ADP Y e! NH.Cl, la velocidad de la glucólisis en las levaduras 

intactas es mucho mayor que en los esferoplastos permeabilizados. 

Para conocer más acerca del posible efecto de la zimoliasa sobre la membrana 

plasmática, es importante considerar la composición de la preparación enzimática. Esta 

enzima fue descrita originalmente por Kitamura et al. (1971) y posteriormente purificada 

por Kitamura y Yamamoto (1972) a partir de! material lítico producido por Arthrobacter 

luteus. Según la descripción de! proveedor (ICN), la enzima es una mezcla de enzimas líticas 

que consta de ~-1,3-glucosidasa (1.5 x 106 unidades/ g), proteasa (1 x lO· unidades/g), 

manasa (1 x 106 unidades / g) y trazas de amilasa, xilanasa y fosfatasa. La actividad de ~-1,3-

glucanasa de la zimoliasa libera pentasacáridos de! paquimano o laminarina y por otra parte, 

la actividad de manasa es también muy importante (Ovalle et al., 1998) . La degradación de 

la pared celular en las levaduras requiere de la degradación de las mano proteínas y de! ~­

glucano. 

Un importante candidato a blanco de la acción de la zimoliasa son las proteínas 

GIP, las cuales, aunque son componentes esenciales de la pared ce!ular, también están 

presentes en la membrana plasmática (ver sección 1.7 en Introducción) . Las proteínas GIP 

son proteínas glicosilfosfatidilinositol (GPI) -Ccwps, las cuales están unidas al ~-1,6-g1ucano 

de la pared celular a través de una forma procesada del "ancla" GPI (Kollar et al., 1997). 

Los estudios han demostrado que estas proteínas son liberadas de la membrana plasmática 

a la pared celular durante la formación de la última; este hecho implica que, mientras las 

proteínas (GPI)-Ccwps están en espera de ser transferidas a la pared celular, forman parte 

importante de la membrana plasmática de la levadura, y pensamos que, dado que la 

formación de la pared celular se encuentra activa en células de fase exponencial, como es e! 

caso del presente trabajo, la cantidad de proteínas (GPI)-Ccwps presentes en la membrana 

plasmática al momento del tratamiento con zimoliasa, debe ser muy alta. 

En el paso de transferencia de la membrana plasmática a la pared celular, el ancla 

GPI es cortado y los grupos glucosaminil y fosfatidilinositol se pierden (Kollar et al., 1997). 

Tres de las principales manoproteínas contenidas en la pared celular son las proteínas 

Cwplp, Cwp2p y Tiplp (van der Vaart et al., 1995). Debido a la presencia de enlaces ~-
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glucosídicos en dichas proteínas, la zimoliasa podría romperlos, aún cuando estas proteínas 

se encontraran ancladas en la membrana plasmática. Lo anterior podría provocar 

importantes alteraciones en la permeabilidad de dicha membrana. Se requieren más 

estudios para conocer SI efectivamente dicho mecanismo es importante en la 

permeabilización de la membrana plasmática y conocer la forma en que la zimoliasa actúa 

sobre la misma. 

Por otra parte, en nuestro trabajo ninguna de las dos cepas utilizadas (La Azteca y 

BY4742) requirieron del tratamiento con un agente permeabilizante de la membrana 

plasmática, pero es probable que la respuesta de otras cepas a la zimoliasa sea distinta. 

Existen diferentes factores que influyen sobre la actividad de la zimoliasa, a saber: a) la 

temperatura, e! pH Y la concentración de enzima, b) la cepa y las variaciones de especie, c) 

e! daño químico ocasionado sobre la pared celular, d) la modificación de genes esenciales 

de la pared celular lo cual cambia la velocidad de lisis (Ovalle et al., 1998) y, e) la fase de 

crecimiento en que las células se someten a la acción de la enzima. 

Otra característica sobresaliente es que, a bajas concentraciones de zimoliasa, los 

parámetros de la curva de lisis dependen de la concentración de proteasa presente en la 

zimoliasa (O valle et al., 1998) . Por lo tanto, si se desea aplicar la técnica de estudio in si/u del 

transporte vacuolar en estas cepas, será indispensable realizar una evaluación previa acerca 

del efecto de agentes permeabilizantes como la nistatina sobre la permeabilidad, tanto de la 

membrana plasmática como de los organe!os internos de dichas levaduras. 

La nistatina es un agente antifúngico descrito desde hace varias décadas como 

permeabilizante celular, y por lo tanto afecta e! crecimiento y e! metabolismo de las 

levaduras. Entre otros componentes celulares, la nistatina provoca la pérdida de ácidos de! 

ciclo de Krebs, fosfato inorgánico y potasio intracelular (Sutton et al., 1961). En vista de la 

distinta composición de las membranas plasmática y vacuo lar y, de manera particular, la 

baja cantidad de ergosterol presente en esta última, en teoría es posible permeabilizar la 

membrana plasmática con nistatina sin afectar a la vacuola y de esta forma llevar a cabo 

estudios in situ de este organe!o (Schwencke y de Robichon-Szulmajster, 1976; De Kruijff y 

Demel, 1974). Por estas razones se recomienda como primera opción la aplicación de 

dicho compuesto para tales fines . La condición indispensable es que sólo se altere la 
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permeabilidad de la membrana plasmática, sin alterar la integridad de los organelos 

internos. Para lograr lo anterior, sería necesario hacer ensayos con distintas concentraciones 

y distintos tiempos de incubación con dicho agente permeabilizante hasta lograr las 

condiciones adecuadas. 

4.3. CONSUMO DE OXÍGENO EN LEVADURAS Y ESFEROPLASTOS 

La respiración mitocondrial en esferoplastos confirmó la permeabilidad de la 

membrana plasmática así como la integridad de la mitocondria. Se utilizaron cuatro 

sustratos para evaluar dicha permeabilidad. En las levaduras cultivadas en medio con 

lactato se estimula la actividad del transportador Jen1p, para lactato (Casal et al, 1995) y 

piruvato (De Hertogh et al, 2002). Ambos sustratos atravesaron la membrana plasmática de 

la levadura y estimularon la respiración Oactato 17.1% y piruvato 42%, Tabla 3), pero la 

respuesta de los esferoplastos fue significativamente mayor con y sin ADP, que en las 

levaduras intactas Oactato 113% y 432%; piruvato 69% y 286%, con y sin ADP 

respectivamente, Tabla 2) . Lo anterior demostró la permeabilidad de la membrana 

plasmática de los esferoplastos. 

El etanol es libremente permeable a través de las membranas celulares y es 

convertido a acetaldehído en el citosol por la alcohol deshidrogenasa 2 (Adh2p) (Thomson 

et al., 2005). Posteriormente, se transforma en acetato y acetil Co-A, la cual entra al ciclo de 

Krebs (Thomson et al, 2005). La libre entrada del etanol a través de la membrana 

plasmática de la levadura provocó que con este sustrato el porcentaje de estimulación de la 

respiración en las células intactas (36.7%, Tabla 3) fuera muy similar al correspondiente a 

los esfemplastos sin ADP (46%, Tabla 2) . Sin embargo, en estos últimos, la respiración se 

estimula considerablemente en presencia de ADP (161%, Tabla 2), demostrando la 

permeabilidad de los esferoplastos al ADP, lo cual no se observó en levaduras (no se 

muestra). 

La glucosa se transporta a través de varios transportadores en la levadura (Hxtl-4, 

Hxt6 y Hxt7) (Elbing et al., 2004) . Pero, en virtud de la permeabilidad de los esferoplastos, 

el porcentaje de estimulación de la respiración en los esferoplastos con y sin ADP (Tabla 2) 
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fue significativamente mayor que en las levaduras (Tabla 3) (61% Y 218% vs 15.4%). Aún 

así, es importante recalcar que la respiración de la glucosa en esferoplastos fue posible 

solamente en presencia de cofactores de la glucólisis como ATP y ADP. Esto es un indicio 

de la salida de compuestos de los esferoplastos y e! abatimiento de la glucólisis en los 

mismos. De hecho, estudios realizados por Sutton et aL (1961) en levaduras 

permeabilizadas con nistatina, demostraron la salida de dichos cofactores, y lograron 

reconstituir la fermentación añadiéndolos nuevamente al medio. 

El ensayo de producción de NADH (peña et aL, 1967) en los esferoplastos resultó 

ser un ensayo útil en la valoración de su capacidad glucolítica. Los resultados confirmaron 

nuevamente la disminución de la capacidad glucolítica de los esferoplastos permeables, 

debido probablemente a la salida de cofactores al medio. 

4.4. LA PERMEABILIDAD DE LOS ESFEROPLASTOS 

Hay diversas formas de seguir la permeabilización celular entre las que destacan: la 

medida de material que absorbe a 260 nm (Ohsumi et aL, 1988; Huber-Walchli y Wiemken, 

1979), el flujo de aminoácidos citosólicos (Ohsumi el aL, 1988) y de ATP (Forster el aL, 

1998). También, el seguimiento de la actividad de enzimas citosólicas como ~-galactosidasa 

Ooshi el aL, 1987), hexocinasa, malato deshidrogenasa y otras (Serrano el aL, 1973). 

Nosotros elegimos seguir la liberación de nucleótidos y la actividad de la glucosa 6-~osfato 

deshidrogenasa como indicadores de la permeabilidad de los esferoplastos. Observamos 

que conforme se forman los esferoplastos en la incubación con zimoliasa, se liberan al 

medio nucleótidos y proteínas, y puede detectarse la actividad de la glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa con substratos externos. Lo anterior demostró que e! tratamiento de las 

levaduras con zimoliasa, produjo esferoplastos permeables. 

La permeabilidad de la membrana también fue evaluada mediante la adición de la 

cianina DiSCl (3), que permite estimar e! Ll\jf de la membrana plasmática (peña el al., 1984). 

Es importante hacer hincapié en la homogeneidad de la preparación de esferoplastos; la 

ausencia de respuesta de! Ll\jf a iones potasio demostró la ausencia de esferoplastos con 

membrana plasmática íntegra, ya que si así fuera el ion potasio provocaria la 
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despolarización de la membrana plasmática. Además, la fluorescencia de la cianina en 

presencia o ausencia de glucosa presentó un valor muy similar (no se muestra), lo que 

demostró la ausencia de Ll\jf en la membrana plasmática. En vista de la permeabilidad 

membranal, y a pesar de la alta actividad de la H+ -ATPasa plasmática, en presencia de 

glucosa no se establece el Ll\jf en la membrana plasmática de los esferoplastos (no se 

muestra) . 

4.5. APLICACIÓN AL ESTUDIO in situ DEL TRANSPORTE VACUO LAR y 

OTROS 

La mayor parte de los estudios en torno al transporte a través de la membrana 

vacuolar en la levadura se han realizados en vesículas vacuolares (Ohsumi y Anraku, 1981; 

Sato et al., 1984). Nuestro trabajo ofrece una nueva alternativa para llevarlo a cabo in situ. 

Esta técnica ofrece algunas ventajas sobre el de las vesículas vacuolares: a) el modelo ofrece 

rapidez y comodidad para estudiar la vacuola, b) los esferoplastos permeables pueden 

marcarse con colorantes que permiten el seguimiento del LlpH y Ll\jf de membrana 

vacuo lar, c) también es posible estudiar el transporte del potasio a la vacuola y cuantificar la 

actividad de las H+ -A TPasas plasmática y vacuolar, d) permiten la cuantificación del potasio 

vacuo lar, y aunque en este trabajo no se realizó, restando el potasio vacuolar al potasio total 

en levaduras, es posible cuantificar el potasio citoplásmico y, e) gracias a que se mantiene la 

integridad de los organelos internos, es posible llevar a cabo mediciones de respiración 

mitocondrial. 

4.6. POTASIO INTERNO 

Una aplicación importante de este ensayo fue el estudio de los cambios del 

contenido de potasio interno en levaduras sometidas a distintas condiciones de crecimiento 

o incubación. En vista de que la vacuo la es el organelo que contiene una mayor 

concentración de potasio (Okorokov et al., 1980), consideramos que el potasio contenido 

en los esferoplastos permeables es de origen mayoritariamente vacuo lar, aunque no se 
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puede descartar que una pequeña parte provenga de la mitocondria, que también contiene 

un antiportador K+ / H+ en su membrana externa (Froschauer et aL., 2005) . 

El estudio de la dinámica del potasio, su almacenamiento en la vacuola y su 

liberación hacia el citosol ofrecen una visión más clara del papel de la vacuola en la 

homeostasis iónica de la levadura, así como de la regulación de las concentraciones de este 

catión en la célula. Dichos estudios podrían a su vez ser aplicados al transporte de otros 

iones para los cuales se han descrito mecanismos de transporte vacuo lar. Tal es e! caso de 

los iones tóxicos como el Fe2+, el Cu2+ y otros (Corson et aL, 1999). 

El interés en torno a los mecanismos de tolerancia al estrés salino en la levadura se 

remonta a tiempo atrás (Norkrans y Kylin, 1969), e! cual, a últimas fechas, se ha 

incrementado considerablemente (Wadskog y Adler, 2003). Se ha mencionado que un 

mecanismo importante que incrementaría la halotolerancia en las levaduras es e! 

almacenamiento de iones en los compartimentos internos (Nass y Rao, 1997). El estudio de 

la dinámica del Na+ en levaduras cultivadas bajo distintas condiciones, y específicamente, 

del pape! de la vacuola en dicho almacenamiento, daría más luz en torno al fenómeno de 

tolerancia al estrés salino. 

4.7. ACTIVIDAD DE ATPasas 

Siendo las H+-ATPasas plasmática y vacuolar las enzImas responsables de la 

creación de! LlpH Y de! Ll\jl en las membranas plasmática y vacuo lar respectivamente, la 

cuantificación de su actividad representa un ensayo fundamental para comprender los 

procesos de transporte en la levadura. Este ensayo fue posible gracias a la aplicación de 

inhibidores específicos para cada una de ellas . 

Los resultados mostraron una alta actividad de la H+-ATPasa plasmática. Esta es 

una enzima fundamental para la vida y desarrollo de la levadura, y el sistema de mayor 

consumo de ATP en la levadura (Serrano, 1980). Su importancia radica en que en virtud del 

LlpH y el Ll\jl que dicha enzima establece en la membrana plasmática, múltiples 

transportadores secundarios pueden llevar a cabo su función (Kotyk, 1994). En virtud de 
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que es posible detectar su actividad en esferoplastos permeabilizados, se abre la 

oportunidad de continuar el estudio de la actividad de esta enzima en levaduras incubadas 

bajo distintas condiciones como la presencia de sales o en mutan tes de la V-ATPasa 

vacuolar (Kane, 1995). 

La detección de la actividad de la V-A TPasa permitió el diseño de los ensayos de 

~ '1' y ~pH en la vacuola en los esferoplastos. Sin embargo, el modelo de esferoplastos 

permeables también abre la oportunidad de llevar a cabo otro tipo de estudios in situ de esta 

enzima en levaduras cultivadas bajo distintas condiciones. En el laboratorio se está 

diseñando un nuevo proyecto que involucra la producción de esferoplastos de mutan tes de 

la V-A TPasa en la cual se desea estudiar el mecanismo de ensamble de dicha enzima (Kane, 

1995). Asimismo, esta enzima pareciera jugar un papel importante en la tolerancia a NaCl 

en levaduras (Hamilton et al, 2002); asimismo, en células vegetales se ha observado un 

incremento en la expresión de la V-ATPasa expuestas a estrés salino (Lehr et aL., 1999). En 

vista de que el modelo de esferoplastos permeables permite el seguimiento de la actividad 

de la V -A TPasa, así como la cuantificación del potasio vacuo lar, éstos podrían ser 

utilizados en estudios de tolerancia al estrés salino. Consideramos que los estudios in situ 

favorecen la obtención de una visión más global de los mecanismos bioquímicos y 

fisiológicos de la célula. Su aplicación al estudio de la V-ATPasa bajo las condiciones arriba 

descritas, significaría un avance importante para el entendimiento del papel de vacuola en la 

homeostasis ionica y en la regulación el pH interno de la levadura. 

4.8. pH VACUO LAR 

El pH vacuolar se ha cuantificado mediante diversas técnicas, como la resonancia 

magnética nuclear del 31p (Yang et al, 1993) o de 15N (Legerton et al, 1983), la 6-

carboxifluoresceína (preston et al, 1989) o su derivado BCECF (2', 7' -bis (carboxietil)-

5(6)-carboxifluoresceína) (Ah et al, 2004; Brett et al, 2005b) y el naranja de acridina 

(palmgren, 1991). Sin embargo, la técnica desarrollada . por Peña et al (1995), ha 

demostrado tener varias ventajas por sobre las otras, ya que permite la medida del pH 

citoplásmico y vacuo lar en la levadura. 
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La piranina es un colorante importante porque además puede ser introducida en la 

vacuola aislada o en esferoplastos, lo cual amplía su aplicación. En los esferoplastos y en las 

vacuolas aisladas, su entrada parece depender del gradiente eléctrico, debido a su carga 

negativa, dada por tres grupos sulfónicos que se encuentran ionizados en todo el intervalo 

de pH (Kano y Fendler, 1978). Por otra parte, su grupo oxhidrilo tiene un pKa = 7.2 del 

cual depende su equilibrio ácido-base al pH fisiológico (Clement y Gould, 1981). Nuestros 

resultados muestran que la entrada de la piranina a la vacuola depende del gradiente de 

protones a través de la membrana vacuo lar; es probable que sea transportada a través de un 

transportador inespecífico para aniones. Algunos de los transportadores aniócos más 

estudiados son el transportador de fosfatos (Booth y Guidotti, 1997) y de sulfatos (Hirata et 

aL, 2002) así como el canal de G (Anraku et aL, 1989). Más estudios se requieren para 

conocer el mecanismo de transporte de la piranina en la vacuo la. 

El hecho de que la piranina también es almacenada en vacuo las aisladas permitirá el 

desarrollo de más estudios en torno a este organelo. Es importante que, dada la versatilidad 

de dicha técnica, nos ha permitido comparar la respuesta del pH vacuo lar de levaduras 

completas y de esferoplastos o de vacuolas aisladas; dichos estudios podrán dar más luz 

acerca del transporte vacuolar y del papel de la vacuola en la regulación del pH interno de 

la levadura. 

4.9. EL TRANSPORTE DE ~ A LA VACUOLA 

El ensayo del transporte de potasio en los esferoplastos permeables es importante 

porque permite estudiar in situ el transporte vacuo lar del potasio, independientemente de la 

membrana plasmática. Estos ensayos se han realizado en levaduras permeabilizadas con 

CuCl2 (Ohsurni et aL, 1988; Keenan y Weiss, 1997) y DEAE-dextran (Huber-Walchli, and 

Wiemk.en, 1979; Theuvenet et aL, 1986) así como de otros cationes como el Ca2+ en C. 

parapsilosis, pero no con el detalle presentado en este trabajo. 

Un dato adicional es el efecto del derivado de la amilorida (5-

[N,N,hexametilenamilorida) sobre el flujo del potasio vacuolar. La amilorida es un 

inhibidor frecuentemente utilizado en la caracterización de los antiportadores Na+ /H+ 
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(Kleyman y Cragoe, 1988). Se sabe que los antiportadores Na+ /H+ presentes en la 

membrana plasmática son muy sensibles a este compuesto pero los que se localizan en 

compartimentos intracelulares son menos sensibles (Nass y Rao, 1998). Nuestros estudios 

indican que existe un transportador de potasio vacuolar sensible a este inhibidor ya que a 

muy bajas concentraciones (5 ~M) provocó la liberación masiva de este catión. Sin 

embargo, se requieren más estudios al respecto para la completa caracterización del efecto 

de la amilorida sobre el transporte de potasio en la vacuo la. 

Por otra parte, se ha reportado la existencia de diversos grupos de antiportadores de 

especificidad variable. En el caso de la membrana plasmática, Kinclová el al. (2002) han 

descrito dos grupos de antiportadores de cationes de metales-alcalinos/H+ en la levadura. 

El primero presenta mayor capacidad de transporte para Li+ y Na+ pero no reconocen K+ 

ni Rb + como substratos. El segundo grupo es inespecífico para los cuatro cationes 

empleados (Na+, L¡+, K+ Y Rb+). 

En transporte vacuolar de K+ a) es inespecífico y, b) requiere de una alta 

concentración de cationes. El antiportador Na+ /H+ descrito por Hirata el al. (2002) en 

vesículas vacuo lares de S. cerevisiae, es capaz de transportar varios cationes pero presenta 

mayor selectividad para K+ y Na+, aunque en dicho reporte no se puede distinguir el grado 

de selectividad para los otros cationes. 

Nuestros resultados en torno al transporte de K+ a la vacuola, presentan un 

comportamiento semejante al transporte de aminoácidos en la membrana vacuolar · 

(Ohsumi y Anraku, 1981; Sato el al., 1984), ya que en ambos casos se requieren de altas 

concentraciones de aminoácidos para ser almacenados en la vacuola. Se ha observado que 

los transportadores de la vacuola presentan una menor afmidad por sus substratos: los 

valores de Km son del orden de 10.3 M, que son mayores en uno a dos órdenes de 

magnitud con respecto a los transportadores de la membrana plasmática (Sato el al., 1984). 

Este fenómeno coincide con el papel de almacenamiento que tiene la vacuola, la cual 

parece requerir altas concentraciones citosólicas para el almacenamiento de los iones u 

otros materiales en este compartimento. 
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También se encontró que la inclusión de la piranina en las vacuolas puede aplicarse 

al estudio del transporte de otros compuestos como e! Ca2+ y los aminoácidos. En e! caso 

de! Ca2+ también se observó la alcalinización vacuo lar con 50 IlM de este catión (no se 

muestran), lo cual coincide con la presencia de! antiportador Ca2+ /H+ reportado por 

Ohsumi y Anraku (1983). Los estudios realizados mostraron que la adición de aminoácidos 

básicos a los esferoplastos (Lys, Arg) causó la alcalinización vacuo lar con e! mismo orden 

de especificidad que para la acumulación de los distintos aminoácidos en este organelo. La 

vacuola es capaz de transportar con mayor eficiencia aminoácidos básicos como la 

histidina, la arginina pero otros, como la treonina y la glicina, se transportan muy 

lentamente o no se transportan. Este hecho amplía las posibilidades de la presente técnica a 

otros estudios (Sato et al., 1984). 

4.10. LA VACUOLA y SU PAPEL EN LA REGULACIÓN DEL PH 

INTERNO DE LA LEVADURA 

Los resultados obtenidos en los esferoplastos y en vacuolas aisladas sugieren la 

existencia de un antiportador K+ / H+ en la vacuola, aunque e! patrón de alcalinización 

vacuo lar fue muy distinto entre las levaduras (Calahorra et al., 1998) y los esferoplastos o 

vacuo las aisladas. La respuesta de la vacuo la en las levaduras intactas siguió un patrón de 

cambios muy similar al de! pH citoplásmico, ante la adición de los distintos cationes 

monovalentes. En el organe!o aislado o en los esferoplastos, no hay gran selectividad, lo 

cual tal vez se deba a que la vacuola debe manejar los cationes que ya se han acumulado en 

el interior de la célula. 

Por otra parte, los estudios del pH vacuolar en la levadura intacta demostraron que 

este organelo sigue, de manera paralela, cambios de pH similares a los cambios de! pH 

citoplásmico. Este fenómeno la convierte en una especie de reservorio de protones 

destinado a la regulación del pH del citoplasma, e! cual, en vista del tamaño de este 

organelo en la levadura, sena de gran importancia. En vista del importante pape! que se le 

ha atribuido a la vacuola tanto en la homeostasis iónica como en la regulación del pH 

interno de la levadura (Klionsky et al., 1990), una parte de los protones que la vacuo la 
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contiene en su interior, serían liberados al citoplasma como respuesta a los cambios del pH 

citoplásmico. Este fenómeno evitaría una excesiva alcalinización del citoplasma y al 

mantenimiento del pH citoplásmico dentro de un intervalo fisiológico. 

La pregunta es: ¿de qué manera podría comprobarse si la vacuola juega un papel en 

la regulación del pH interno de la levadura? Los análisis propuestos son: 

a) Al variar la capacidad de transporte del ion potasio a través de la membrana 

plasmática, se debería también alterar la respuesta vacuolar (por ejemplo en 

mutantes I1trk1 I1trk2. 

b) Estudiando la respuesta de la vacuo la tras la alcalinización citoplásmica con 

compuestos diferentes al ion potasio. Se podría observar si la respuesta vacuolar es 

específica para la entrada del ion potasio o a la alcalinización citoplásmica en 

general. 

c) Observando la respuesta de otras cepas diferentes a La Azteca; en el caso de la cepa 

BY4742, los cambios del pH citoplásmico y de la vacuola son menores. 

d) Por otra parte, sería importante estudiar el transportador involucrado en la 

liberación de acidez vacuolar y que estaría jugando un importante papel en la 

regulación del pH interno de la levadura. 

4.11. TRANSPORTE DE K" A LA VACUO LA DE MUTANTES !mhxl 

Los resultados mostraron que Nhxlp no es la proteína encargada de transportar potasio a 

la vacuo la de S. cerevisiae, ya que no se observó alteración alguna en este proceso en las 

mutantes Llnhx1 con respecto a la cepa silvestre. Nuestros resultados son similares a los de 

Hirata et al. (2002), quien encontró que dichas mutantes Llnhx1 continúan transportando 

Na+ en vesículas vacuo lares de S. cerevisiae. Es por lo tanto probable que el transportador 

propuesto por Hirata et al. (2002) y el caracterizado en el presente trabajo sean la misma 

proteína. 
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Nuestros datos apuntan hacia la existencia de un antiportador K+ /H+ en la vacuo la; 

sin embargo, no será hasta que se identifique a una sola proteína como la responsable de 

ambos flujos para la entrada simultánea de K+ y H+, que podrá decirse con toda certeza que 

existe un antiportador de esta naturaleza. 

Brett el al. (200Sa) hacen un recuento exhaustivo de las secuencias homólogas de los 

diferentes antiportadores Na+ /H+ presentes en diversos tipos celulares, así como de su 

relación filogenética. Sin embargo, no se ha descrito ningún candidato para el antiportador 

K+ / H+ vacuolar, por lo que es posible que se trate de una proteína distinta a las descritas 

hasta la fecha. Aparentemente no se ha dado la importancia necesaria al transporte del ion 

potasio a la vacuo la de levaduras y es probable que esta sea una causa importante por la que 

no se ha descrito ningún candidato. La situación al respecto es muy diferente en el caso de 

la vacuo la de plantas en la que se han realizado extensos estudios en torno a la vacuola y el 

tonoplasto así como al desarrollo, a últimas fechas, del proteoma de la vacuola vegetal 

(Shimaoka el al., 2004). Se requieren estudios similares en la levadura, que ayuden a 

comprender mejor el papel del ion potasio en la misma. 
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5. CONCLUSIONES 

1. Los estudios del ~pH Y ~\jI a través de la membrana vacuolar sugieren la existencia de un 

antiportador inespecífico K+ /H+ en la membrana vacuolar, cuya proteína responsable del 

flujo simultáneo de K+ y H+ no está identificada a la fecha. Las características más 

sobresalientes de este transportador son: a) la baja afinidad, que se traduce en la alta 

concentración de los cationes monovalentes requerida para este transporte vacuolar y, b) la 

inespecíficidad del sistema. Dichas características son claramente diferentes a las del 

transporte del ion potasio en la membrana plasmática de la levadura. 

2. El trabajo realizado en la mutan te ~nhxl demostró que el antiportador Nhxl p no es el 

responsable del transporte del ion potasio en la vacuo la de la levadura. Y puesto que a la 

fecha no existe ningún candidato que pudiera cumplir con dicha función, más estudios de 

genómica y proteómica vacuolar en la levadura son requeridos con el fin de encontrar el 

gene y la proteína responsable de dicho transporte. 

3. Los esferoplastos permeables preparados con zimoliasa presentan importantes 

características que favorecen el estudio in situ del transporte del K+ a la vacuola de la 

levadura. Las características más sobresalientes son: 

a) La membrana plasmática se permeabiliza y se abate el potencial de la membrana 

plasmática. Al permitir el flujo de componentes citosólicos, la capacidad glucolítica 

de los esferoplastos decae notoriamente lo que elimina la interferencia del 

metabolismo sobre el estudio del transporte vacuo lar. 

b) A pesar de la permeabilización de la membrana plasmática, los esferoplastos 

mantienen la integridad estructural y funcional de los organelos internos tales como 

la mitocondria y la vacuo la. 

e) Estas propiedades permitieron medir, con colorantes fluorescentes, el ~pH y ~\jI a 

través de la membrana vacuo lar, así como llevar a cabo la cuantificación diferencial 

del potasio citosólico y vacuo lar en la levadura. 
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Introduction 

Abstract 

Permeable spheroplasts were prepared Crom two strains oC Sacc1wromyces cere.isiDe 
by ineu bating with zymolyase without a permeabilizing agent_ The loss of the plasma 
membrane barrier was eonfirmed by the nudeotide release, the aetivity oC glueose 6-
phosphate dehydrogenase with external substrates and by the effects on respiration oC 
mitochondrial substrates and ADP. Mitochondrial integrity was maintained, as shown 
by respiration with lactate, pyruvate, glucose and ethanol, and its aeeeleration by 
ADP showed a coupled respiration. Potassium uptake into the vacuole was measured 
with a selective electrode and found to be taken up effectively by spheroplasts only 
in the presence of Mg-ATP; it was reverted by CCCP and PCP and inhibited by 
bafilomycin Ah but not by sodium vanadate or sodium azide. Potassium ions did not 
alter A'" of the vacuole, Collowed with oxonol V, but caused vacuolar alkalinization, as 
followed with pyranine. The inerease of vacuolar pH was non-selective and observed 
at 50-200 mM oC several monovalent eations. Isolated vacuoles with pyranine inside 
showed similar changes of the internal pH in the presence of KCI. Results indicate 
that sorne strains do not require a permeabilizing agent to directly access the vacuole 
in spheroplasts prepared with zymolyase. The hypothesis about the existence of a 
K+ m+ antiporter in Ihe vacuolar membrane of S. cere.isiDe is discussed. Copyright 
© 2005 John Wiley & Sons, Ltd. 

Keywords: yeast; vacuole; spheroplasts; Jc+ transport; internal pH 

Potassium ion is a fundamental cation for Sac­
charomyces cerevisiae; it stimulates fennentation 
(Rothstein and Demis, 1953) and respiration (Peña 
el al., 1969; Peña, 1975). It has a1so been reported 
that K+ is partly aeeumulated with bicarbonate 
as a counter-ion (López el al. , 1999) and it par­
ticipates in tbe modulation of tbe internal pH in 
yeast (Calahorra el al., 1998; Ramírez el al. , 1996). 
The role of the different K+ transporters in yeast 
is being srudied in order to get a clearer scheme 
of its dynamics (Wadskog and Adler, 2003) as 
well as in the regulation of tbe internal pH of tbe 
celL 

(Klionsky el al. , 1990), mainly K+ (Okorokov 
el al., 1980) and Ca2+ (Halachmi and Eilam, 1996). 
Besides, this organelle plays an important role in 
ionie homeostasis, pH and osmoregulation (Bryant 
and Stevens, 1998). The vaeuole eontains a pro­
ton translocating ATPase, the V-ATPase (Uchida 
el al., 1988; Powell el al., 2000), Thanks to the 
6!!H + (proton eleetrochemieal potential difference) 
imposed tbrough tbe vacuolar membrane by the V­
ATPase, numerous ions and metabolites are trans­
ported into this cell compartrnent against a coneen­
tration gradient (Klionsky el al" 1990), 

AlI these factors mean that tbe vacuole is not 
only an important storage organelle, it a1so plays 
a central role in ionie homeostasis and internal pH 
regulation (Klionsky el al., 1990). Yeast contains a 
eoneentration of potassium of 100-200 mM (López 

The yeast vacuole is tbe major site of intra­
cellular storage for numerous moleeules and ions 

Copyright © 2005 John Wiley & Sons, Ltd, 
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tI 01.. 1999) and a high proponion oí lhis cation 
is concenuated in Ihe: vacuole (Okorokov el 01., 
1980). 

Nass and Rao (1998) described me existence of 
a Na+ / , .... anliponcr (Nhxlp) in me prevacuolar 
companmenl o( yeasl, whk h plays MI importan! 
role in osmotoleranc:e (Nass and Rao. 1999) and 
has provokcd a growing intcrcsl in me sludy of 
lhe enlrallCC of Na'" ami K"* ¡mo me prevacuo­
lar companments. Also, an importan! membranc 
potcntiaJ.depcndent cal ion channel in yeasl vac­
uolar rncmbranc has been characterized by Wada 
tI al. !l987), This ion channel conducts K+ and 
several other rnonovaleut ealions (Cs+, Na+ and 
Li+). Howevcr, funher SlUdies 011 K+ transpon iuto 
lhe vacuo!c of )'eaSI are nccessary. 

Several tcchniques have been reponed 10 mea­
SUTe the conlentS and/or transpon ¡IIIO Ihe yeas! 
vacuole. varying from lhe isolation of vacuc les 
(Gucrn e l al., 1989) or Y3cuol3t memhranes 10 

Ihc prcparlltion of yesicles (Ohsumi alld Allraku, 
198 1). Also ceUs penneabilized wim DEAE­
dextran (Huber-Walchli and Wiemken. 1979: 
lllcuyenel ~l al.. 1986) and cupric ions (Ohsumi 
~,al.. 1988) haye been used. lllc lalter ha\'e 
been CXICnSI\'e used mamJy ror lbc dilrerentiaJ 
cxtrac lion of yacuolar and cyloplasmic conlenlS 
(Keenan and Wciss, 1997). Techniqucs lor plasma 
memhr.mc penncabilizalion haye becn applied for 
di verse I'urposes as me in .fi/u sludy of enzy­
malic activi tics or the pmification of cnzyrnes by 
us ing differenl ¡rcalmenlS wjlh delergcnls, such 
as cetyltrimethylammonium (Joshi e/ al .. 1987) 
and digitollin (Gowda tI u/ .• 1988) or mechanical 
mcthods and frcc ZC-lhaw cycles (Oliveira t I a/. , 

198 1). 
Unlike Ihe melhods menlioned above, we wete 

inlcrcSled in sludyi ng Ihe bioencrgelics of the 
vacuole with Ihe mai n goal of implememing 3 
Icchnique of pcrmcabili1.ed sphcroplasls userul 
for Ihe in .fiw sludy of potassium lranspon imo 
me vacuole. Permeabilized spheroplasu were pre­
pared according to Avéret ~, al. ( 1998) with sl ighl 
changes. lhe main one bcing nO( using a pcnneabi­
lizing agen!. Permeable spheroplasts wete obtained, 
which marnlamed Ihe funclional integrity of !he 
vacuole alld allowcd lhe characterization of K+ 
lrallsporl ill lo this organelle . The rcsul ts indicated 
Ihal poIassium ions could be transponed throtlgh a 
piltative K ~ 111" antiponer. 

Copyri&hI O lOOS John WIIey & Soru.. Ud. 

G . A. H artinez·Huñoz and A. Pe ña 

Ma te rials and m ethods 

Strains and culture conditions 

CcUs from an isolaled colony of baker's yeast 
(La Azteca) wete grown in 100 mi YPD med.ium 
(2% glucose. 1% yeasl Clttracl, 1 % bactope jltone) 
for 24 h al 30 °e. n,e cellular suspension was 
men added 10 1 1 the same medium and Ihe cells 
were grown for 6 h al 30"C. 11le cclls were har­
vC5te<! alld washed twicc with water by centrifu­
gation. They werc rcsuspended in 250 mI water 
and starved for 16 h by aeration al 30"C. Then 
they we/t: collecled alld washcd, and resuspended 
in waler al a ratio of 0.5 g (wel weight)/ml. For the 
measuremcllts of mitochondrial respirntion, eom­
mercial yeast La AZleca was grown for 24 h in 
100 mi medium containing 1 % yeast eXlraet , 0.1% 
polassium phosphatc. 0. 12% ammoniull1 sulphatc 
3nd 2% laclate as carbon source, fo r 24 h al 30 "C. 
Then, mis preinoculum was addcd te I I of \he same 
mcdium and Ihe cclls were grown for 16 h under 
vigorous aeral ion at 30"C. Al Ihe end of the incu­
bation, cells wcre resuspendcd in waler \O a r.ltio 
of 0.5 g (wel ..... eighl)/ml. FOf the BY4742 strain, 
the growth cenditions were Ihe same 3.S La Azteca, 
eJ(ccpt thal aH media incJudcd 120 mgll un.ciJ . 

Preparatio n of spheroplasts 

Spheropl3.Sts for bol h stnlins were prepared as 
reponed by Avérel tI al. (1998) wilh slight modi­
tications. using zymolyase 20 T (ICN). However, 
sincc ¡he used stnlins wete fOIlOO nO( 10 require 
nystatin. iucubation with Ihis compound was omil­
led. CeJls ( 1 g dry weight) wete washed Iwice wim 
20 mI distilled watcr and incubated for 15 min 
wilh gentle shaking al 32 "C in 20 mi 0.5 M f3-
mercaplocthanol, 0. 1 M Tris-HCI. JlH 9.3. 11,c eells 
werc washcd thrcc times wi!h Buffer A: 0.75 M 
sorbitol, 0.4 M mannitol (bolh deiouized), 10 mM 
malcic acid-Tris, pH 6.8, and 0.1 % bovine seTUm 
albumin (BSA). Then, !.he ceUs werc rcsuspended 
in 20 mi 1.35 M sorbilOI, I mM e thylcne glyeol 
bis-(~ -a.minocthylether)-N ,N .N' ,N' ·tetra3ceUc 3cid 
(EGTA) alld 10 mM cilrate-phosphate (pH 5.8). 
Zymolya.sc (5 mg) was addcd and Ihe cclls werc 
incubatcd ror about 30 min al 32 oC with gen­
Ile shaking. Spheropl3.S1S were ecntrifuged al 2500 
r.p.m. for 5 min, w3.Shcd thrce limes wi th Buffer 
A and rcsuspended in buffer B: 1.35 M sorbilol, 
10 mM 2-[N-morpholino]ethanesulphonic aeid 

Y_e 2005; 12: 6M-1G4. 
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(MES) adjusted to pH 6.0 with triethanolamine 
(TEA) and 0.1 % BSA. Spheroplasts prepared from 
cells grown in lactate mediurn were resuspended 
in 1 M sorbitol , 1.7 mM NaCI, 2 mM MgS04 , 

0.5 mM EGTA, 10 mM potassiurn phosphate and 
0.1 % BSA, pH 6.8. Immediately before each assay, 
spheroplasts were aerated for 30 min at 30°C and 
used within the same day of preparation. 

Vacuole isolation 

Vacuoles were prepared according with Ohsumi 
and Anraku (1981) with sorne rnodifications. They 
were isolated from 50 g yeast grown for 6 h in 
YPD and starved for 16 h. Spheroplasts were 
prepared according to the technique described 
above, and after washing with buffer A, they were 
washed twice in YPD-sorbitol 1 M according to 
Kane (1995). The spheroplasts were resuspended 
in 10 volurnes of buffer C: 10 mM MES - Tris, pH 
6.9, 0.1 mM MgCI2 , 12% Ficoll, homogenized in 
a loosely fitting Dounce homogenizer and cen­
trifuged in a swinging bucket rotor SW28Ti at 
26600 x g for 30 mino The white layer at the top 
of the tubes, which contained most of the vac­
uoles, was collected and resuspended in Buffer C 
with a homogenizer. Then, a 5 mI volume of these 
crude vacuoles was layered on top of centrifuge 
tubes with 5 mi buffer D: 10 mM MES-Tris, pH 
6.9, 0.5 mM MgCI2, 8% Ficoll. The tubes were 
centrifuged in a swinging bucket rotor SW40Ti 
under the conditions described aboye. The vac­
uoles recovered from the top were resuspended in 
buffer B. 

Nucleotide efflux in spheroplasts 

Spheroplasts were prepared as described and 
aliquots of them were taken at different incu­
bation times with zymolyase. Spheroplasts were 
brie/ly sbaken, and centrifuged, and the supematant 
recovered. Proteins were precipitated with 25 % 
trichloroacetic acid and nucIeotides were deter­
mined by absorbance at 260 nm in the depro­
teinized supematant. 

Glucose 6-phosphate dehydrogenase assay 

During the preparation of spheroplasts, a!iquots 
were taken at different incubation times with 
zymolyase. Spheroplasts were briefly shaken, and 

Copyright © 2005 John Wiley & Sons, Ltd. 
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washed with buffer B for three times and 
resuspended in buffer A. Assay of glucose 6-
phosphate dehydrogenase activity was carried out 
according to Avéret el al. (1998) with slight 
rnodifications. Protein of spheroplasts (1 mg) 
was preincubated for 10 min at 25 oC in 
20 mM Hepes (N-[2-hydroxyethyl)piperazine-N'­
[2-ethanesulphonic acid), pH 7.4, and I M sorbitol. 
3 mM glucose 6-phosphate and 20 Ilglml antirnycin 
were then added and the reaction was started 
with 0.13 mM NADP+. Absorbance at 340 nm was 
recorded for 5 min at 25 oc. 

Respiration 

Oxygen consumption was measured with a Oark 
electrode at 30 oC in a temperature-controlled 
chamber, with an appropriate polarization and data 
acquisition system. Experimental conditions are 
indicated under each assay. 

Transport of K+ by spheroplasts 

Potassium uptake was measured by recording 
its extraceJlular concentration with a potassiurn­
selective electrode connected to a potentiometer 
(Beckman Selection 2000) and a computer. The 
incubation mixture was 1 mM 3-(N-morpholino) 
propanesulphonic acid MOPS-TEA buffer (pH 
7.0), 1.35 M sorbi tol and 0.1 % BSA plus 50 J.1M 
sodium vanadate and 5 Ilg/mg protein oligornycin. 
The electrode signa! changes were calibrated by 
additions of 10 J.1M KCI. 

Vacuolar membrane potentia! 

Creation of rnembrane potential (t. \ji) across the 
vacuolar rnembrane was followed by the /luores­
cence quenching of oxonol V (Calahorra el al., 
1987). Spheroplasts (1 mg protein) were added to 
a cuvette containing 10 mM MES-TEA, pH 65, 
1.35 M sorbitol , 5 mM MgS04 , 50 J.1M sodium vana­
date, and 5 Ilglmg protein of oligomycin. To follow 
the internal positive membrane potential generated 
by ATP, 2 J.1M oxonol V was incIuded and the reac­
tion was started by the addition of 5 mM ATP-Tris. 
Ruorescence was followed at 580-640 nm. 

Intracellular K+ 

Cells (20 rng) or the equivalent amount of sphero­
plasts (wet weight) were diluted to 5 mIlO mM 
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MES-TEA (pH 6.0) and disrupted by boiling in 
a water bath for 20 min and centrifuged. Potas­
sium was measured in an adequate dilution of the 
supematant witb a Zeiss PF5 llame photometer. 

Introduction of pyranine to the vacuole of 
spheroplasts and isolated vacuo les 

Spheroplasts (1 mg protein) were incubated in 
buffer B with 5 mM ATP-Tris, 5 mM MgS04 , 

50 ~ sodium vanadate and 3 ~ pyranine for 
I h al 30 oC with gentle shaking. Spheroplasts 
were centrifuged and washed three times and 
suspended with buffer B. Vacuoles (1 mg protein) 
were incubated under the same conditions except 
for sodium vanadale. 

Measurement of vacuolar pH in spheroplasts 
and isolated vacuoles 

Vacuolar pH in spheroplasls or isolaled vacuoles 
was quantified according to Peña el al. (1995) with­
out electroporation. Spheroplasts (1 mg protein) or 
vacuoJes preincubated with pyranine (see aboye) , 
were incubated in 2 ml JO mM MES-TEA, pH 6.5, 
1.35 M sorbitol 0.1 % BSA and 5 mM MgS04 . Fluo­
rescence changes were monitored at 460-520 nm. 
CaJculations of pH were carried out according 
to Peña el al. (1995). TOlal pyranine was calcu­
lated by subtracting tbe lIuoreseenee value witb 
100 mM NH4 0H minus the value with 50% propi­
onie acid. External pyranine was eva!ualed by the 
lIuoreseenee at pH 8 (lO mM bicine-TEA, pH 8, 
1.35 M sorbitol) minus the value at pH 4 (10 mM, 

tartaric acid, pH 4, 1.35 M sorbitol) multiplied 
by the correction factor 1.16. Interna! pyranine 
was calculated by subtracling tota! minus exter­
na! pyranine. The eorrected lIuorescenee values of 
the acid and dissociated forms of pyranine were 
used to calculate internal pH by using the Hender­
son-Hasselbalch equation with a pK value of 7.2. 

AlI lIuorescence changes were monitored at 
460-520 nm, with a slit width of 4 nm, in a 
DMX-IOO spectrolluorometer with a tbermostated 
chamber at 30°C and a magnetic stirrer, which was 
connected to an acquisition and processing system 
(SLM Instruments, Urbana, III .). 

Confocal microscopy 

Confoca! images were obtained with a MCR 1024 
BIO-RAD laser scanning system equipped with 
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a Kr/ Ar air-cooled laser attached to an inverted 
Nikon TMD 300 microscope. Images were col­
lected with a Nikon oil-immersion 40x objective. 
Spheroplasts from La Azteca with pyranine inside 
vacuole (see aboye) were excited with tbe 488 nm 
line of the laser and emitted light was band-passed 
at 585 nm. Confocal images were viewed, pro­
cessed and con verted to TIFF format with Todd 
Clark's program Confocal Assistant 4.2. 

ATPase activity assay 

The ATPase activity was measured in spheroplasts 
according to Calahorra el al. (1987). The assay 
was performed with 0.25 mg protein in 250 ~I 
10 mM MES-TEA buffer, pH 6.0, 5 mM MgClz, 
0.5 mM ATP·Tris and I mM ammonium molyb­
date was added. 2.5 mM diethylstilbeslrol (DES), 
2 mM sodium azide and JO ~ bafilomyein Al 
\Vere added where indicaled. The reaclion was 
slarted by the addilion of the prolein and lhe 
mixture was incubaled for 10 min al 30°e. The 
reaction was stopped by the addition of 100 ¡¡J 
30% trichloroacetic acid and lhe tubes were trans­
ferred to an ice bath. They were centrifuged and 
phosphate liberaled was measured in the super­
nalant by lhe method of Fiske and Subbaro\V 
(1925). 

Protein 

Protein was quantified aceording with the method 
of Peterson (1977). Bovine serum albumin \Vas 
used as standard. 

Reagents 

AlI reagents were of the highest quality availabJe. 
Mannilol and sorbitol used for the buffers were 
deionized using an AG50W-X8 resin (BIO-RAD). 

Results 

Charaeterization of the model 

Permeability of the plasma membrane 

AJiquols of yeast incubaled with zymolyase were 
withdrawn al different limes of incubation 
(Figure JA, La Azteca and B, BY4742 strains); 
they were Iysed by gentle agitation in water to 
follow the percentage decrease of OD at 660 nm. 

Yeost 2005; 22: 689-704. 
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Figure l. Efflux of nucleotides and glucose 6·phosphate dehydrogenase activity during incubation of yeast cells with 
zymolyase (A, la Azteca strain; B, BY4742 strain). Yeast grown to the exponential phase in YPD media and starved was 
incubated with zymolyase to convert them to spheroplasts (see Materials and methods). Aliquots were withdrawn at 
different times to carry out the assays. Spheroplasts were diluted in: buffer A (see Materials and methods) (blue squares) 
or were Iysed in distilled water (green rhomboids). In both cases, values were expressed as the percentage decreases of 
OD660 nm with respect to the value at starting incubation with zymolyase. In anomer assay. aliquots were briefly shaken 
and centrifuged. and nucleotides were measured in the deproteinized supernatant at 260 nm (yellow cirdes). Yalues 
were expressed as the percentage ¡ncreases of OD260 nm with respect to the value at 30 mino For glucose-6-phosphate 
dehydrogenase activity (red triangles), I mg protein of spheroplasts was preincubated for 10 min at 25 oc in 20 mM Hepes 
(pH 7.4) , I M sorbitol. After the addition of 3 mM glucose 6-phosphate and 20 mg/ml antimycin, the reaction was started 
with 0.13 mM NADP+. Absorbance at 340 nm was followed during 5 min at 25 oc. Values were expressed as the percentage 
increases of OD].4o nm with respect to the vaJue at 30 min of incubation with zymolyase 

The absorbance showed a rapid decrease during 
Ihe firs! 20 min and reached a plateau in abou! 
30 mino Spheroplasts formation showed a yield of 
about 80%. Control of Iysis of spheroplasts was 
carried out by following Ihe decrease of OD at 
660 nm of Ihe same aliquots of yeast but, instead 
of water to produce Ihe Iysis, they were resus­
pended in buffer A (see Materials and melhods). 
A small Iysis of 15% of Ihe spheroplasts after Ihe 
sole zymolyase treatment was observed, which did 
not constirute a problem for Ihe model of per­
meabilized spheroplasts. Viability of spheroplasts 
was nO! srudied, since we were interested in Ihe 
integrity of Ihe cellular organelles and not of Ihe 
whole cell. 

Numerous metabolites have been measured 
during permeabilization of the cells such as 
material absorbing at 260 nm (Ohsumi el al. , 1988; 

Copyright © 2005 John Wiley & Sonso Ltd. 

Huber WaJchli and Wiemken, 1979), cytosolic 
aminoacids (Ohsumi el al., 1988) and ATP 
(Forster el al., 1998). AIso, enzymatic activities 
have been detected with external substrates, 
such as ¡S-galactosidase (Joshi el al., 1987) 
hexokinase, malate dehydrogenase and others 
(Serrano el al., 1973). We chose the release of 
nucIeotides (Ohsumi el al., 1988) and glucose-6-
phosphate dehydrogenase activity (Serrano el al. , 
1973) as appropriate indicators of spheroplast 
permeability. Figure 1 (A, La Azteca; B, BY4742) 
shows that nucleotide release and glucose-6-
phosphate dehydrogenase activity increased in 
cIose correlation with the formation of Iysable 
spheroplasts during incubation with zymolyase. 
Results suggested that the spheroplasts from 
both strains were permeable without addition of 
permeabilizing agent. 

YeoS! 2005, 22: 689-704. 
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Functional integrity of internal organelles in 
spheroplasts 

rabIe 1 lists the values of oxygen uptake rates 
in La Azteca strain for intact cells and sphero­
plasts. In intact cells, all substrates stimulated res­
piration, even lactate and pyruvate, as expected 
from cells grown in lactate medium, since lac­
tate transporter Jenlp is specifically induced in 
cells grown with lactate (Casal el al., 1995) and 
it has been reponed to be also able to trans­
pon pyruvate (De Hertogh el a/., 2002). Glucose 
is transported through Hxtl -Hxt4 plus Hxt6 and 
Hxt7 which are the most imponant transporters 
for this substrate in yeast (Elbing el al. , 2004). 
FinalIy, ethanol is freely permeable across bio­
logical membranes. In spheroplasts, however, both 
lactate and pyruvale, bUI particularly Ihe former, 
produced a higher stimulation of respiration, which 
besides, with lactate, was increased more than 
live fold for lactate and fOUT fold with pyruvate 

G. A. Martínez-Muñoz and A. Peña 

in the presence of ADP, as compared 10 respi­
ration without substrale in the absence of ADP 
(Slate 4). Glucose and ethanol al so produced an 
increased respiration, but particularly with glucose, 
the incubation medium required the addition of 
ATP and NAD+ (Sutlon el al. , 1961). Probably 
the most important finding was the coupling of 
respiration with all substrales; that is, the stim­
ulation by ADP, a substrate of oxidative phos­
phorylation which is impermeanl to intact cells, 
which also indicated the functional integrily of 
milochondria. 

In another series of experimenls nOI shown, it 
was found that 2.5 ¡¡.M carbonyl cyanide 3-chloro­
phenylhydrazone (CCCP) also stimulaled Ihe res­
piration of spheroplasts. 11 was concluded thal 
spheroplasts were permeable and nys tatin as per­
meabilizing agent was not required. In fact , incu­
bation with nyslatin (2.5 ¡¡M/mg protein) provoked 
a decrease in the respiration rate with lactate in both 
strains (nol shown). 

Table 1. Respiratory rates of ¡ntact La Azteca yeast and spheroplasts with different substrates 

In coa yeQSl 

Substrate natg of 02/minlmg 

Stimulation by 
substrate (%) 

None 

Lactate 
Pyrvvate 
Glucose 
Emano l 

Spheroplasts (m;u,chondna) 

24 .4 ± 7. 1 
28.6 ± 8.6 
34.7 ± 10 
28.2 ± 9.3 
33.4 ± 9.S 

natg of O}/minlmg 

State 4 State 3 
Substrate (No AOP) (plus AOP) 

None lOS ± 9 
Lactate 224 ± 8 SS9 ± 7 
Pyrvvate 177 ± 18 406 ± 11 
Glucose 169 ± 10 334 ± 26 
Emanol IS3 ± 12 27S ± 18 

Stimulation by substrate (%) 

(No AOP) (plus AOP) 

113 432 

69 286 
6 1 2 18 

46 16 1 

17. 1 

42 
IS.4 
36.7 

State 3/4 

25 
2.3 
2.0 
1.8 

Respiratory rates were measured as described in Materials and met.hods. La Azteca intact yeast (25 mg. wet weight) was incubated in 10 mM 
HEPES-TEA, pH 7.0. Spheroplasts (2 mg protein) obta ined from the $ame yeast grown aerobically ¡n lactate were aerated fcr 30 min at 
30°e. Incubation medium: 10 mM KH, PO, (pH 7.0). 1 M sorbito l. 0. 1% BSA plus 1.7 mM NaCl. 2 mM MgSO, and 05 mM EGTA to tinal 
volume of 5 mI. 10 mM each substrate was used (except emano l, which was 109 mM) and 100 )JM ADP. T o assays with Iactate and ethanol, 
2 mM NAD+ was added: when glucose was the substrate for spheroplasts, the medium W35 supplemented with 2 mM ATP, 2 mM NAD+ and 
10 mM NH4 C1. Resuhs are expressed as natg of Ü] consumed/min. and 02 consumed/mg wet weight in the case of intact cells. and mg of 
protein for spheroplasts. and are the means o fthree experiments ± SD. 
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Vacuolar H+ -ATPase activity 

Having found indications of the functional integrity 
of the mitochondria, since the main objective of 
this work was to study the vacuolar transport in the 
perrneabilized spheroplasts, the activity of the V­
ATPase, enzyme responsible for the generation of 
pH gradient (ÓpH) and membrane potential (Ól{f) 
through the vacuolar membrane (Mellman el al ., 
1986; Forgac, 1999) was quantified. Table 2 sbows 
the specific activities of V-ATPase, plasma mem­
brane H+ -ATPase (P-type ATPase) (Serrano, 1986) 
and mitochondrial H+ -ATPase (FI-Fo ATPase or 
F-ATPase) quantified in spberoplasts of La Azteca 
strain. Activities were caJculated from the effects 
of the specific inbibitors for eacb one of the three 
enzymes at pH 6.0 and in presence of l mM 
ammonium molybdate as inhibitor of phosphatases 
(Leigh and Walker, 1980). V-ATPase was inhib­
ited witb 10 l!M bafilomycin Al , plasma mem­
brane ATPase was inhibited with 2.5 mM diethyl­
stilbestrol (DES) and F-ATPase was inhibited with 
2 mM sodium azide. The highest activity was tbat 
of tbe plasma membrane ATPase, deduced from tbe 
64.2% of inhibition of total ATPase activity with 

Table 2. ATP.se .Ctivities 01 spheropl.sts; effects 01 
inhibitors 

A TPase activity 

(nmol Inhibition 
Inhibitor Pi/mg/min) (%) 

None 96± 15 o 
Bafilo myc in Al ( 10 ~M) 72 ± 12 25 
DES (25 mM) 34± 8 64.2 
Sodium azide (2 mM) 97±9 O 
DES and sodium azide 33 ± 9 65.7 
DES and bafilomycin A , 9±3 90.4 
Sodium azide and bafilomycin A I 73± 10 23.7 
AII three inhibrtors 9± 4 90.5 

Yeast grown t o the exponentia l phase in YPD media and starved 
was converted to spheroplasts with zymolyase (see Materials and 
methods). Spheroplasts (0.25 mg protein) were incubated at 30·C 
in a final volume 010.25 mi containing 10 mM MES-TEA buffer. pH 
6.0, 5 mM MgCl2. 05 mM ATP-Tris. I mM ammoniummolybdate and 

the indicated concentrations of other inhibitor(s). The reaction was 
stopped after 30 min wrth 100 J.l1 30% trichloroacetic acid and the 
tubes transferred to an ice bath. The tubes were centrifuged and the 
phosphate liberated was rneasured in the supematants according to 
Fiske and Subbarow (1925). Results are expressed in nmol Pilmglmln 
and are the mean o f three measurements ± SD. Percentages were 
cakulated taking as 100% the activity wrthout inhibrtors 
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DES. This result was in agreement witb Serrano 
(1980) who reported tbat tbe plasma-membrane 
ATPase is tbe major ATP-consuming patbway in 
yeast. In view of tbe high activity of tbe plasma 
membrane ATPase, sodium vanadate 50 micro M 
was added in all further assays. Percentage inhibi­
tion with bafilornycin Al showed tbat 25% of total 
ATPase activity is due to tbe V -ATPase. The H+­
ATPase activity detected in perrneabilized sphero­
plasts, encouraged us to study transport systems in 
tbe vacuo le. The generation of ÓpH and Ó IV con­
firrned the structural integrity of the vacuole (see 
next). Absence of any effect of 2 mM sodium azide 
on the total ATPase activity in spheroplasts indi­
cated tbe absence of F-ATPase activity. We have 
carried out experiments with isolated yeast mito­
chondria (not shown) which demonstrate tbat tbe 
F-ATPase activity is extremely low, it can not be 
stimulated by uncouplers and it is only measur­
able in mitochondria disrupted by placing tbem in 
a hypotonic medium or in the presence of perme­
abilizing agents (Venard e l al. , 2003). However, 
oligomycin was added to aH assays to avoid any 
possible interference by tbis enzyme activity. 

Vacuolar potassium transport on spheroplasts 

Because of the plasma membrane perrneabilization 
in tbe spheroplasts, the study of K+ transport to 
the vacuole was considered. Figure 2 shows tbat 
when Mg-ATP was added to spheroplasts of La 
Azteca strain, potassium in tbe medium decreased. 
The disappearance of external potassium was inhib­
ited by bafilornycin Ah a specific inbibitor of tbe 
V - ATPases, suggesting tbat potassium was trans­
ported into tbe vacuole. Pentachlorophenol (PeP) 
and CCCP (not shown) also reverted tbe effect of 
Mg-ATP, indicating tbe requirement of a proton 
gradient across tbe vacuolar membrane for tbe K+ 
entrance to tbe vacuo le. 

Potassium content in spheroplasts 

Spheroplasts prepared from yeast incubated witb 
zymolyase lost mucho of their cytoplasmic potas­
sium, but since tbe vacuole maintains its integrity, 
it was possible to quantify tbe potassium content 
of tbis organeHe. Table 3 shows tbe percentage of 
potassium found in spheroplasts; tbose prepared 
from non-starved yeast La Azteca (250 mM total 
K+) maintained 55% of tbe initial potassium and 
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Figure 2. K+ transport in spheroplasts from La Azteea 
strain. Yeast eells grown to the exponential phase in YPD 
and starved were converted to spheroplasts (see Materials 
an d methods) and transport of K+ was monitored using 
a selective K+ electrode. The mixture contained I mg 
spheroplast protein in I mM MOPS- TEA buffer (pH 7.0). 
1.35 M sorbitol. 0.1 % BSA, SO ~M sodium vana date, and 
S ~g/mg protein oligomyein, in a final volume of 5 mi at 
30 oc. The tracings were started after lOs with the addition 
of spheroplasts; S mM Mg-A TP or I O ~M PCP (green line) 
were as indieated. In the traeing with 10 ~M bafilomycin A, 
(red line) , the inhibitor was added from the beginning of the 
trace. Control without any addition to the spheroplasts is 
indieated (blue line) 

spheroplasts from starved yeast (150 mM total K+) 
retained 35% of the cation. BY4742 strain showed 
[K+] values similar to La Azteca strain. Sphero­
plasts prepared from non starved yeast (203.5 mM 
total K+ ) stored in the vacuole 41.8% of the 
initial potassium and spheroplasts from starved 
yeast (131.5 mM total K+) retained 27%. Oko­
rokov el al. (1980) found that the vacuole is the 
main storage compartrnent for ions and metabo­
lites in the yeasl. Accordingly, we expected thal 
mOSl of the potassium ion s stored in the perme­
abilized spheroplasts are in the vacuole, altbough 
sorne contribution may exisl from other organelles, 
such as tbe milochondria. 

It was also observed that starvation caused a 
higher loss of pOlassium content in spheroplasls 
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Table 3. Coneentration (mM) of K+ of intaet yeast eells 
and spheroplasts in both strains 

Intact yeast Spheroplasts 

La Azteca Non starved 250 ± 15 138 ± 10 
Starved yeaS! 150± 18 52.5 ± 12 

BY4742 Non starved 203.5 ± 24 83 ± 11 
Starved yeast 131.5 ± 21 46± 13 

Veas! (La Azteca and BY4742 stra¡ns) was grown to the exponential 
phase in Y?D. Spheroplasts were prepared from starved and non~ 
starved yeast from both strains. Cells were starved by aeration for 16 h 
at 30 oC in water in a gyratory shaker (see Materials and methods). 
The same equivalent wet weight of yeast cells or spheroplasts starved 
and non starved (20 mg) was diluted to 5 mi 10 mM MES-TEA 
(pH 6.0). The suspensions were boiled in a water bath for 20 mio 

and centrifuged. The supematants were used to measure K+ in a 
flame Zeiss FfS photometer. Resutts of three are the mean of three 

determinations ± SO. 

than in intacl yeasl cells. InlaCl yeasl cells of La 
Azteca and BY4742 strains lost 40% and 35.4% 
after slarvation, respectively, while spheroplasts 
lost 62% and 45 .9% in tbe same order. These 
results suggested lhal a large parl of tbe potassium 
liberated from lhe vacuole during slarvalÍon was 
retained in the cytoplasm. 

Vacuolar membrane potential 

It was expecled that witb tbe addition of Mg-ATP, 
the activily of lhe V-ATPase in spheroplasls would 
allow Lhe creation of a vacuol ar membrane poten­
ti al , which could be detected by tbe fluorescence 
quenching of oxonol V. In botb strains, increas­
ing concentrations of ATP provoked an increase of 
6.1/1, higher al 10 mM ATP (Fig 3A, La Azleca; 
Figure 3B, BY4742). Similar measurements were 
carried out al different Mg2+ concentrations and 
external pH, and the oplimal condilions were 5 mM 
Mg2+ and pH 6.5 (not shown). As Figure 3 shows, 
the addition of Mg-ATP produced the quenching of 
fluorescence of oxonol Y, which could be reversed 
by bOlh prolonophores CCCP and PCP. 11 was also 
observed Lhal bafiJomycin Al prevented Lhe effect 
of Mg-ATP on tbe quenching 01" fluorescence. Glu­
cose, on tbe other hand, had no effect on Lhe oxonol 
Y fluorescence, as expected in permeabilized 
spheroplasts (Figure 3C). Then, in order !O srudy 
the effecl of K+ lransport inlo the vacuolar mem­
brane polential difference, 200 mM KCI was added 
after ATP. As shown in Figure 3 (B, BY4742; C, 
La Azteca) no change of the vacuolar 6.1/1 was 
observed afler KCI addition in bOlh strains. 
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Figure 3. Vacuolar membrane potential in the spheroplasts. Yeast cells (La Azteca strain) grown to the exponential phase 
in YPD media and starved were converted to spheroplast5 as indicated in Materials and methods. Vacuolar membrane 
potential was recorded by following the changes of fluorescence at 580-640 nm (exlem). Incubation mixture: 10 mM 
MES- TEA (pH 6.5), 1.35 M sorbitol, S mM MgSO., SO ~M sodium vana date, S ~g/mg protein oligomycin; final volume, 2.0 mI. 
The tracing was started at 5 s by the addition of I mg spheroplast protein, followed by 2 ~M oxonol V. (A) S mM ATP·Tris 
(black line), 10 ~M uncoupler (PCP or CCCP, blue and yellow lines, respectively). (B) Effect of S mM ATP·Tris (black line), 
10 ~M uncouplers (PCP or CCCP, blue and yellow lines, respectively) and of 200 mM KCI after ATP·Tris addition (red 
line) , but using the BY4742 strain. (C) Effect of S mM ATP·Tris in the presence of 10 ~M bafilomycin A, (violet line) or 
10 mM glucose (pink line), and of 200 mM KCI after ATP·Tris addition (red line). Control assay without addition to the 
spheroplasts is indicated in Figures A, B and C (green line) 

Entrance of pyranine to the vacuole in 
spheroplasts 

Pyranine was used as a f1uorescent probe to [o)· 
low the changes of vacuolar pH in spheroplasts. 
In contrast to intact yeast ce lis (Calahorra el al., 

Copyright © 2005 John Wiley & Sons, Ltd. 

1998), in spheroplasts, electroporation was not nec­
essary to introduce pyranine into the vacuole. In the 
experiment with La Azteca strain, il was observed 
that pyranine freely entered the plasma membrane, 
and after incubation with Mg-ATP it was concen­
trated in the vacuole (Figure 4A). In the absence 
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Figure 4. Confoeal mieroscopy of spheroplasts prepared 
from La Azteca strain grown to the exponential phase in 
YPD and starved as indieated in Materials and methods. 
To incorporate pyranine into me vacuole of spheroplasts, 
I mg spheroplast protein was ineubated for I h at 30 · C 
with gentle shaking in 10 mM MES-TEA (pH 6.0), I.3S M 
sorbitol, 0.1 % BSA (Buffer B), with 50 ~M sodium vanadate 
and 3 ~M pyranine, in the presenee (A) or absenee (B) of 
5 mM Mg·ATP (see Materials and methods) . Spheroplasts 
were eentrifuged and washed three times and resuspended 
in buffer B. Confoeal images were obtained as deseribed in 
Materials and methods 

of Mg-ATP no uptake of pyranine imo the vacuole 
was observed (Figure 4B). It was also observed 
that bafilomycin Al prevented the entrance of pyra­
nine and the same phenomenon was observed with 
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CCCP (not shown). These results showed that 
the entrance of pyranine into the vacuole depends 
on the V-ATPase activity and the electrochemi­
cal potential of its membrane. Similar results were 
obtained with the BY4742 strain (not shown). 

Vacuolar pH on spheroplasts and isolated 
vacuoles 

Having found that the addition of K+ to sphero­
plasts did not produce any change of the mem­
brane potemial, but also that the cation entered 
the organelle, the possible existence of a K+/H+ 
exchange system was explored by analyzing the 
effects of KCI on the internal pH of the vac­
uole. Figure SA shows the vacuolar pH response 

6.80 

6.70 

I 6.60 
a. 
<¡¡ 
"O 
::> 

hl 
> 6.50 

6.40 

" 

ji 
I 

ATP 

spheroplasts KCI 

control 

ATP+ Baf. 

ATP+ KCI 

ATP 

6.30"'· .L..---'"'!"-----r--
o 100 200 

Time (s) 

Figure 5. Changes of the internal vaeuolar pH , effeet of 
Mg-A TP. Spheroplasts were prepared from yeast (La Azteca 
strain) grown to the exponential phase in YPD and starved 
(see Materials and methods). Incorporatian of pyranine into 
the vacuole of spheroplasts was performed as indicated in 
Figure 4 . Spheroplasts with pyranine in the vacuo le were 
incubated in 10 mM MES-TEA (pH 6.5) , 1.35 M sorbitol 
and 5 mM MgSO.. The tracings were started with I mg 
spheroplast protein. Where indieated, 5 mM A TP-Tris in 
the presenee (violet line) or absenee of 10 ~M bafilomycin 
A, (blaek line), and 200 mM KCI (red line) were added. 
Changes 01 Iluoreseenee were recorded at 460-520 nm 
and the pH was ealculated aeeording to Peña el 01. (1995) 
(see Materials and methods). Control without any addition 
to me spheroplasts is indieated (green line) 
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to ATP addition witb La Azteca strain. The addi­
tion of Mg-ATP produced a pH decrease. In tbe 
presence oI Mg-ATP and bafilomycin Al> only a 
slight response of tbe vacuolar pH was observed. 
It was also observed tbat tbe addition of 200 mM 
KCI to spheroplasts after Mg-ATP provoked a low 
vacuolar aIkalinization. 

However, since in tbe experiments of Figure 5, 
K + was entering tbe vacuole in tbe presence of 
Mg-ATP, while at tbe same time tbe V-ATPase 
was pumping protons inside, one experiment was 
carried out in which KCl was added in tbe absence 
of ATP and it was found !hat, in agreement witb the 
existence of a K+ /H+ antiporter, tbe vacuolar pH 
increased after tbe addition of KCl in tbe absence 
of Mg-ATP in botb strains (Figure 6A, La Azteca; 
Figure 6B, BY4742). Moreover, tbe experimental 
creation of a more favourable gradient for the 
efllux of prolOns at an extemal pH of 6.5 favoured 
tbe increase of tbe vacuolar pH produced by tbe 
addition of KCI. lt is striking that tbe effects 
of K + required a high concentration to produce 
an important response of tbe vacuolar pH in 
spheroplasts (25-200 mM). Similar results were 
obtained witb NaCl (not shown), indicating tbat 
botb K+ and Na+ are transported tbrough !he same 
transporter to the vacuole. 

In order to verify tbe existence of a K+ /H+ 
antiporter in tbe vacuolar membrane, vacuo les were 
isolated from spheroplasts from the strains La 
Azteca and BY4742. In botb cases it was possi­
ble to introduce pyranine into tbe vacuoles after 
incubating witb Mg-ATP (see Materials and Metb­
ods) and to measure tbe vacuolar pH. The response 
of vacuolar pH in isolated vacuoles to different 
concentrations of KCl was very similar to tbat of 
spheroplasts. Figure 6C shows tbat vacuoles iso­
lated from La Azteca strain required high concen­
trations of KCl (higher tban 50 mM) 10 show a sig­
nificative alkalinization. The same experiment was 
performed witb different concentrations of NaCI 
and similar concentrations to tbose of KCl were 
required (not shown). 

Witb tbe aim of further characterizing potassium 
transport into the vacuoles, tbe changes of vacuolar 
pH witb otber monovalent alkaline cations were 
analyzed. Two kinds of assays were performed: 
a) In Figure 7 A (La Azteca strain), tbe response 
of vacuolar pH in spheroplasts to chloride salts 
of K+ , Na+, Rb+, Li+ and Cs+ was confirmed 
by a second furtber addition of KCI. This second 

Copyright © 2005 John Wi ley & Sons, ltd. 

699 

addition of potassium permitted to confino tbe low 
grade of selectivity for tbe different cations. b) In 
Figure 7B (BY4742 strain), a single addition of tbe 
different alkaline cations was done and tbe sarne 
pattem of aIkalinization was observed to tbat of La 
Azteca strain. A very similar alkalinization panern 
was also observed witb tbe five assayed cations in 
isolated vacuoles of La Azteca strain (not shown). 
In view of tbe sma)] differences in tbe response of 
tbe vacuolar pH to all cations, we concIuded tbat 
tbe putative K+ /H+ antiporter is nonselective for 
aIkali-metal-cations. 

Discussion 

In tbis work, a technique of permeabilized sphero­
plasts tbat allowed tbe study of vacuolar trans­
port is reported. The results demonstrated tbat our 
strains (La Azteca and BY4742), only by incu­
bation with zymolyase become permeable in tbe 
plasma membrane witbout the need of a perme­
abilizing agent, somewhat differently to tbose of 
Avéret el al. (1998). However, our results were 
similar to tbose of Milani el al. (2001) who stud­
ied Ca2+ transport into tbe vacuole of Candida 
parapsilosis in spheroplasts using only Iyticase. 
Our results indicated a low percentage of broken 
spheroplasts after zymolyase treatment (15%) and 
probably more tban 80% unbroken spheroplasts 
(Figure 1). The presence of spheroplasts was con­
firmed by microscopic observation and by assay 
of tbe plasma membrane potential measured witb 
cyanine (Peña el al. , 1984) (not shown), which 
also proved tbe predominance of permeable sphero­
plasts in tbe preparation. 

We actually do not know why tbe sol e incuba­
tion witb zymolyase resulted in tbe permeabiliza­
tion of tbe plasma membrane in tbe spheroplasts. It 
is possible tbat the protease activity of zymolyase 
(Ovalle el al., 1998) may be acting on tbe plasma 
membrane proteins; it has been found tbat incu­
bation of Kluyveromyces laclis witb an excess of 
zyrnolyase 20T (lCN) (1 g zymolyase/30 g wet 
weight) results in tbe degradation of the plasma 
membrane ATPase, as observed by denaturating 
electroforesis (1. P. Pardo, personal communica­
tion). More studies are required to elucidate tbe 
actions of zymolyase on tbe plasma membrane, 
its permeabilization and tbe susceptibility of otber 
strains. 

Yeos< 2005; 22: 689-704. 
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Figure 6. Effect of KCI on the vacuo lar pH in spheroplasts and isolated vacuoles in the .bsence of Mg·ATP. Spheroplasts 
and v.cuoles were prepared from yeast (La Aztec. or BY4742 strains) grown to the exponential phase in YPD and starved 
(see Matenals and methods). Pyranine was incorporated into the vacuole of spheroplasts, as indicated in Figure 4. The 
conditions were the same for the vacuoles (1 mg protein) with the only difference that in the final resuspension in Buffer B 
did not contain sodium vanadate (see Materials and methods). Spheroplasts containing pyranine inside the vacuole (1 mg) 
or isolated vacuoles (0.5 mg) with pyranine inside, were incubated in 10 mM MES-TEA (pH 6.5) , 1.35 M sorbitol, 5 mM 
MgSO • . The tracings were started with the addition of spheroplasts or vacuoles. KCI was added at the concentration 
indicated to: (A) spheroplasts of La Azteca strain, (B) spheroplasts of BY 4742 strain and (C) isolated vacuoles of La Azteca 
strain. Changes of fluorescence were recorded at 460-520 nm and the pH was measured according to Peña e l al. (1995) 
(see Materials and methods) 
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Figure 7. Effect of alkaline-monovalent cations on vacuolar pH in spheroplasts. Conditions were as for Figure 6. 
Spheroplasts containing pyranine inside me vacuole were incubated in 10 mM MES- TEA (pH 6.5), 1.35 M sorbitol and 5 mM 
MgSO •. The tracings were started with I mg spheroplast protein. Where indieated (A) 200 mM alk.li-monovalent cations 
(chloride salts of K+, Na+, Rb+, Cs+ or Li+) (violet, yellow, red, blue and pink lines, respectively), and a second further 
addition of 200 mM KCI were added to La Azteca strain. (B) In BY4742 strain, 200 mM a!kali-monovalent cations (chloride 
salts of K+ , Na+ , Rb+ , Cs+ or Li+) were .dded where indic.ted. Changes 01 fluorescence were recorded al 460-520 nm 
and the pH was measured according to Peña el 01. (1995) (see Materials and methods). Control assay without addition to 
the spheroplasts is indicated (green line) 

In addition to nucleotide effiux and glucose 6-
P dehydwgenase, the apparenl free entrance of 
pyranine without electroporation also indicaled 
the disappearance of the plasma membrane baT­
rier. This was also confumed by delecting no 
plasma membTane potential , using a /luorescent 
cyanine (Peña el al., 1984) (nol shown). The resulls 
of mitochondrial respiration also confirmed the 
absence of tbe plasma membrane barrier to sub­
strates and ADP in sphewplasts, bul interestingly 
enough, while maintaining milochondrial integrity. 
The loss of tbe glycolytic capacily in permeabi­
lized spheroplasls was also importan!, because il 
eliminates tbe possible inlerference of tbis path­
way on tbe studies of vacuolar transporto This was 

Copyright © 2005 John Wiley & Sons, ltd. 

also shown by the failure to observe a substantial 
reduction of endogenous NAD+ by /luorescence at 
340-460 nm (Peña el al., 1967) upon the addilion 
of glucose (not shown), which allowed 10 condud­
ing thal the abalement of the glycolytic capacity in 
spheroplasts of both strains was due 10 Ihe loss of 
mos! of the cy!osolic nucJeotides, including NAD+. 

Cytosolic contenl release from permeabilized 
spheroplasts and the maintenance of the structural 
integrily of the vacuole made il possible 10 gel an 
approximate estimation of the vacuolar content of 
K+. It is important to note: a) the high percentage 
of potassium maintained in the spheroplasts as 
compared 10 intacI cells in both strains with or 
without slarvation and b) thal spheroplasts from 

YeoS! 2005: 22: 689- 704. 



702 

starved cells Ios1 a highcr pcrccntagc of K+ man 
¡otacl yeasl (sce Table 3). These resullS agree wilb 
Lhose of Okorokov el al. (1980) in tbe sense mal 
¡he vacuole is ¡he main slorage o( potassium ions 
and othcr C31ions in yeasl and wida me importance 
of Ihe vacuolc in lhe ionic homeostasis in yeasl 
(Kl ionsky el al .• 1990). 

Prcvious work suggcSled me existence of a 
K +/H+ anliponer in Ihe vacuole (Calahona el al., 
1998). OUT resul ts reinforced me hypolhesis aOOm 
lhe ex istence of Ihe mentioned antipon er: a) K+ 
uplake was observed in spheroplasls, depending 
011 Mg-ATP, and was inhibited by bafilornycin Al 
and re \lcrsed by botJl CCCP and PCP (Figure 2), 
b) \lacuolar 61/1 did nOI show any change upon 
Ihe addjtion of KCI; e) nn important ¡ncrease oí 
vacuolar pH was observe<! arter KCI addition in 
sl'hcmplasLS (Figs. 3C and 6 A) and d) ¡he ¡ncrease: 
of lhe vacuolar pH produced by ¡he addition of 
K+ Wll.S higher in lhe absence of Mg.ATP; e) dala 
Wilh isolaled vacuoles abo suppon lhe hypothesis 
of a pUlativc K + /H+ antiponer in the vacuol:u­
membrane. 

These resullS suggeslcd the exisll':nce of an 
eleclroneulfal antiponer, performing the uplake of 
K + in exchange (or H ", bUI in order 10 effectively 
accumulale !he alkali cal ion, prolons 1051 lo Ihe 
cytosol in lhe exchange have 10 be replaced by 
their pumping inside Ihe vacuole by lhe V-ATPase, 
making so neCC$sary an elcclTOChemicaJ polential 
difference of protons as Ihe driving force for nel 
K " accumulalion. 

Two properties of the pOlassium cnlrance ill lo 
the vacuole deserve mention: the high polassium 
concemral ion re<luired (.50-200 mM) for vacuo­
lar alkalinizalion and the low speciticily for K+ 
transporl inlo Ihe vacuole. BOlh propenies are dif­
ferenl lO Ihose observed in Ihe polassium lrans­
pon through Ihe pl asma membralle, which shows 
a higher sclcclivity for K+ ovcr \he o\her mOllo­
valenl alkali cations and requires very low K+ 
concenlralion for its Iranspon across \he plasma 
membrane of yeasl (CalaholTll ~I al., 1998). For 
aminoacids, Iranspon also shows a difference of 
IWO orders of magnilude betwcen \he vacuoJar and 
Ihe plasma membrane transportas being higher in 
lhe vacuole. Ohsumi ami AnraJru (1983) explain 
Ihis because me Slorage funclion of \he vacuole is 
adapted 10 the high cylosolic concenuation of the 
nUlriellls re<luired 10 be Slored in Ihe vacuole; !his 
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concept appcars 10 be also applicable 10 potassi um 
transpon. 

Additional obscrvalions showed ¡ha¡ mis model 
of penneable spheroplasls may be applied 10 !.he 
srudy of me transpon o( omer compounds. In 
fact, vacuolar alkalinizalion was also observed in 
sphcroplasts wim pyranine inside me vacuole upon 
Ule addition of basic aminoac:ids (l O mM Iysine 
and arginine) aud .50 11M Ca2+. In contrasl, 10 mM 
glycille did nOI show any change of vacuolar pH 
(nol shown). The results agree with Ihe described 
aminoacidlH+ antiponer for basic aminoacids and 
a Ca2+/H+ vacuolar antiponer, and wim me low 
lranspon of glycine into lhe vacuole of yeasl (SatO 
et al., 1984; Ohsumi and Anraku, 1983). 

K+ is a fundamental cation for the yeasl and it 
is slored al a high concelltration iulo the vacuoJe 
(Klionsky d al ., 1990). lIS transport and accumu· 
la¡ion requires an impon am amount of energy, as 
well as changcs of Ihe imemal pH of yeasl (peña 
f!/ al., 1967; RamÍTcz ~/ al.. 1996; CalahOITll f!1 al., 
1998). lIS transpon Ihrough the plasma membranc 
has been eXlens ively studied (Wndskog and Adler, 
2003); however, Ji ll le is known about K+ IfanS' 
pon in me vacuole. A vacuolar callon channel has 
been described (Wada ~I al.. 1987) and HiralHI al. 
(2002) has suggcsled lile existeoce of a Na +/H+ 
anllponer in mc vacuole alld sludicd \he role of 
Nhx lp (Nass ~Iul. , 1997). Nhx lp is a Na+IW · 
antiportCf describcd in ¡he prevacuolar compan· 
mcnlS in yeast (Nass tI al., 1997; Nass and Rao, 
1998; Nass and Rao, 1999), and Ihe possibili lY has 
becn rroenlioned thal Nhx I p is localized 10 discrele 
patches 011 the vacuolcs (Nass aud Rao, 1998). 
For mis reason, we fi rSI considered 10 Nhx I p as 
the more impon anl calldidale for being a vacuolar 
anl iponer K+/H .... 

In order 10 coufirm Ihis hypolhesis. ¡>cnne­
abilized spheroplasts of I::.nlul rnu tants, kindly 
donalcd by Dr. Raj ini Rao, were prepared. OUT 

results showed lhal: a) ¡he disruption of NHXI did 
nOI resul l in !he 105S of vacuolar K+ -dependent 
alkalinization ando b) thal t:lI1IuJ mU13nlS showed 
me same panem of vacuolar pH or Ihe wild Iype 
Slrain (BY4742) in presence of K'" and Na'" ions 
(nOl shown). The observations agrec with thal of 
Hirata ~I al. (2002) who found ma¡ Ihe syslem 
\Vas is able 10 transpon K" and othet monovalenl 
caliOIlS and Ibat NlIXI delctions did nOI alter me 
Na+ Ifanspon in vacualar vcs ic1cs. Funher 51udics 
mus( be carried OullO defi ne ir !he system reponed 
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in tIlis work is lhe same described by mat Hirata 
tI al. (2002). 

About tIle nalOte of the plllaLive monovaJCIlt 
cation/H+ anliponer prescnt in the vacuolar mem­
brane, according 10 the lasl review abolll me 
eukaryotic sodillmfprOl:on eltchangers (Bren 1:1 al., 
200:5), no otller candidale for tIlis funclion eltists 
in lhe S. Ct:~vis;tU genome. However, il is passi­
b le mal a uniqlle K" /H"' antiponer. nO( coded by 
NHXJ. localizes in me vacuok of this organismo 
In spite of lhe slrOng the evidence aOOIll the exis· 
tence of a K'¡/J-I "' anliportct. lhc conclusivc proof 
would be lhe discovery of a ~ ing le proleiu medial­
ing simul trUleously ftuxcs of protOllS and polassium 
in me vacuoJe o f yeas!. 
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