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RESUMEN

El K" es un catién fundamental para la vida y desarrollo de Saccharomyces cerevisiae. Bste ion
acelera la glucélisis y la respiracién, regula el potencial de la membrana plasmatica y juega
un papel importante en Ia regulacién 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 . cersuisiae. Sin
embargo, poco se sabe del transporte del K* a este organelo. Dado que la adicién de K* a
la levadura provoca la alcalinizacién vacuolar y ademis existen diversos antiportadores
catdn/protén en la vacuola, la hipétesis de este trabajo supone la existencia de un
antiportador K*/H" en la vacuola de la levadura. El objetivo principal de esta investigacion
fue llevar a cabo el estudio #n sitw del transporte del K* a la vacuola de esta levadura. Se
desarrolld una técnica para preparar esferoplastos permeabilizados en dos cepas de S.
cerevisiae (La Azteca y BY4742). Las levaduras no requirieron de agente permeabilizante sino
unicamente de la incubacién con zimoliasa. De hecho, la incubacién con nistatina provocd
el desacoplamiento de las mitocondrias, lo cual se observd por mediciones de la respiracidén
mitocondrial en los esferoplastos. La pérdida de la barrera de la membrana plasmatica en
los esferoplastos fue confirmada por la liberacién de nucleétidos y proteinas, asi como por
la actividad de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa con substrato externo; ‘también se
observé la pérdida del potencial de la membrana plasmatica y de la capacidad glucolitica
por la liberacién de los cofactores necesarios de la glucdlisis. Sin embargo, los organelos
internos se mantuvieron integros, y se encontré respiracién mitocondrial acoplada a la
fosforilacién del ADP con substratos como lactato, piruvato, glucosa y etanol.

La integridad vacuolar permitié la cuantificacién del potasio interno; se confirmé la
capacidad de almacenamiento de este catién que tiene la vacuola y su probable papel en la
homeostasis del mismo. Se cuantificé la actividad de las H'-ATPasas plasmatica, vacuolar y
mitocondrial, mediante inhibidores especificos. La primera fue la mas activa, seguida por la
vacuolar, y no se detectd la ATPasa mitocondral. Con un electrodo selectivo se observé la
toma del ion potasio por los esferoplastos, el cual se inhibié con la bafilomicina A,,
inhibidor especifico de la V-ATPasa. La adicién de un inhibidor de antiportadores Na*/H"
(un derivado de la amilorida) provocé la salida masiva del potasio vacuolar. Mediante
colorantes fluorescentes se pudo estimar el ApH y el Ay de la membrana vacuolar. El Ay
aumenté con la adicién de ATP-Mg™, se colapsé con desacoplantes y se inhibié con
bafilomicina A,. La ausencia del efecto del ion potasio sobre.el Ay sugirid que su entrada a
la vacuola se daba por un antiportador electroneutro del tipo K*/H". Se cuantificé el pH
vacuolar con piranina y se encontré una acidificacién vacuolar con ATP-Mg™', que se
inhibié con bafilomicina A,. El K* provocé la alcalinizacién vacuolar, pero se requirieron
altas concentraciones del ion potasio de hasta diez veces por arriba que el que afecta el pH
citoplasmico. El transportador vacuolar es inespecifico. Las mismas caracteristicas de los
esferoplastos se observaron en el transporte de potasio usando vacuolas aisladas.

Con el fin de evaluar el papel del antiportador Na*/H" Nhx1p en el transporte de potasio
en la vacuola, se utilizaron mutantes Azbx7 y se caracterizé en éstas el transporte del K en
cuanto a su especificidad y concentracién requerida. Los resultados mostraron que esta
proteina no es la encargada de llevar a cabo el transporte del ion potasio en este organelo.
Se requieren mas estudios para conocer la naturaleza de dicho antiportador vacuolar.



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. ceresisiae, however more studies are neccesary about the potassium transport in
this organelle. In view of the vacuolar alkalinization caused by K* in . 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 iz situ study of the K* transport in the
vacuole of S. cerevisiae. A technique for obtaining permeabilized spheroplasts was prepared
in this work in two strains of S. cerevsisiae (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 release 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
release 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 vacuolar
enzyme, but mitochondrial H*-ATPase activity was not detected. Entrance of potassium
into the spheroplasts was observed with a selective electrode which was inhibited by
bafilomycin A,, a specific inhibitor of V-ATPase. Besides, addition of a specific inhibitor of
Na*/H" antiporters (amyloride derivative), provoked the massive efflux of the vacuolar
potassium. ApH and Ay were estimated in the vacuolar membrane by fluorescent dyes. Ay
increased after ATP-Mg®* addition, reverted by uncouplers and inhibited with bafilomycin
A,. The absence of a potassium ion effect on Ay suggested that the entrance 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-Mg®" addition
but inhibited by bafilomicin A;. K* promotes vacuolar alkalinization in a process that
required tenfold higher potassium concentration than in the case of the cytoplasmic
alkalinization. Potassium transport into the vacuole was nonspecific. Same 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 vacuole, Anhx! 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
vacuolar antiporter.

-10 -



ABREVIATURAS

CCCP: carbonilcianuro 3-clorofenilhidrazona

CPV: compartimentos prevacuolares

DES: dietlestilbestrol

DiSC,(3): 3-3’-dipropiltiocarbocianina

Piranina: acido (8-hidroxi-1,3,6-pireno-trisulfénico)

TEA: Tretanolamina

YPD: vyeast, peptone and dextrose (extracto de levadura, peptona y glacosa)
V-ATPasa: H’-ATPasa vacuolar

Awy":  diferencia de potencial electroquimico de protones

ApH:  gradiente de pH

Ay potencial de membrana
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1. INTRODUCCION

1.1. LA LEVADURA COMO MODELO BIOLOGICO

La investigacion cientifica en Sawharomyees cerevisiae debe sus inicios a que desde épocas
tempranas de la humanidad se utiliza en la produccién de bebidas alcohdlicas y en la
elaboracion del pan. Ademis, los estudios en tomo a la fermentacién alcohélica durante los
siglos diecinueve y veinte fueron trascendentes para comprender el funcionamiento celular; los
descubrimientos revolucionaron la vision cientifica de los seres vivos dando inicio 2 la

bioquimica y a la microbiologia moderna.

En 1789, A.L. Lavoisier, el fundador de la quimica moderma, realiz6 el primer andlisis
quimico de la fermentacién alcoholica, aunque para esa época todavia no se consideraba a la
levadura como un ser viviente. Después de la ejecucion de Lavoisier en 1794, durante la
revolucion Francesa, el nuevo régimen francés ofrecid un enorme apoyo a la investigacion en
torno a la producadn de alcohol. De hecho, en el afio de 1795, se ofrecié un kilogramo de oro
al cientifico que lograra dilucidar la naturaleza de los matenales que hacian posible la

fermentacion alcohélica, dando lugar a avances considerables al respecto (Barnett, 1998).

Algunos cientificos hicieron importantes aportaciones; Gay-Lussac establecié en 1815
la ecuacién de la fermentacién que muestra la transformacion de glucosa en dos moléculas de
alcohol y dos de bibxido de carbono. Posteriormente, el avance del microscopio 6ptico
permiti6 la observacién de las levaduras. Desmaziéres publico dibujos de los microbios de la
cerveza a los que denominb Mywderma cervisiae (cervisia, cervesia o cerevisia son palabras en latin de
cerveza) entre los que se observan algunos con forma de levadura. Desmaziéres considerd a
éstos como organismos vivos pero no les atribuyé la actividad fermentativa. Mas adelante,
entre 1836 y 1838, varios cientificos como Cagniard-Latour, F.T. Kiitzing y Theodor Shwann,
propusieron que la levadura era en realidad un organismo vivo. Se les aplicd entonces el
término Sawharomyees el cual proviene del griego (azicar + hongo); también se utilizd por

primera vez el término “metabolismo™ al conocer la naturaleza celular de los mismos. Se

=13 -



INTRODUCCION

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

de un “microbio” (Bamett, 1998).

Muchos otros cientificos colaboraron en la descripcién de la levadura; sin embargo,
fueron los estudios de Louis Pasteur los que marcaron los principios fundamentales de la
fermentacién. Entre los afios 1855 y 1875 Pasteur logrd establecer los siguientes principios: )
el papel de la levadura en la fermentacién alcohdlica, b) la fermentacién como un fenémeno
fisiologico y, c) las diferencias entre la utilizacién aerdbica y anaerdbica del azicar por las
levaduras. Hacia 1880 todavia no se entendia bien la fermentacidn alcohélica como producto
de la actividad fisiolégica de las levaduras, porque no se distinguia entre la actividad enzimatica
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 Biichner a finales
del siglo diecinueve, para desarrollarse en el siglo veinte con el andlisis mas detallado del

metabolismo (Barnett, 2000).

Durante mas de un siglo la levadura ha mostrado caracteristicas especiales que la han
convertido en un modelo mas que adecuado para la investigacion cientifica, y hoy en dia la
levadura es uno de los modelos de célula eucariota utilizada en estudios biolégicos 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 matenal biolégico en poco tiempo. Su metabolismo
fermentativo facultativo hace posible el estudio tanto de la fermentacién como de la
respiracidén, ademis de que su crecimiento y division pueden controlarse eficientemente
ajustando las condiciones del medio. Se conocen practicamente todas sus vias metabdlicas; hay
técnicas de aislamiento para sus organelos, y es un microorganismo genéticamente bien
definido cuya secuencia gendmica completa ha sido dilucidada. Existen varias bases de datos
accesibles al respecto (Mager y Windericks, 2005) lo que ha dado lugar a una explosién en los

altimos afios en el estudio de la gendmica de este microorganismo.

1.2. LA MEMBRANA PLASMATICA DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

La capa mas 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

=



INTRODUCCION

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

moléculas hidrofilicas y en las que existen proteinas especializadas que median la entrada
selectiva y/o la secrecién 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 ez a/, 1931),
pero los mecanismos del transporte de solutos recibieron atencion a partir de la década de

1940-50, para llegar a definirlos solo después de la teoria quimiosmotica de Mitchell (1963).

La membrana plasmitica forma una bicapa lipidica de aproximadamente 7.5 nm de
grosor; contiene una mezcla de lipidos polares y proteinas, las cuales, gracias a sus
interacciones, gobiernan su estructura. El modelo clisico de Singer y Nicholson (1972)
describe a la membrana como un mar continuo de lipidos, con proteinas globulares embebidas,
que pueden moverse sin restriccion dentro del plano de la membrana. Ademas, las proteinas
también son capaces de llevar a cabo movimientos de rotacién y de translocacién (f%p-f&p). En
ocasiones, sin embargo, las proteinas pierden su movimiento lateral debido a que se asocian
con otras proteinas o elementos del citoesqueleto o con la matnz extracelular. Otra
caracteristica sobresaliente es la distribucion asimétrica de las proteinas en la membrana.
Algunas cruzan la membrana (integrales), mientras que otras se encuentran embebidas solo

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

La membrana plasmatica contiene proteinas involucradas en el transporte de solutos,
transduccién de sefiales, anclaje del citoesqueleto y sintesis de componentes extemos a la
membrana. Los lipidos de la membrana plasmética estan dispuestos asimétricamente en ambos
lados de la bicapa. La capa intema de la membrana plasmatica es mds rnica en
fosfatidiletnolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) y fosfatidilserina (PS). Una caracteristica
sobresaliente de los lipidos de la membrana plasmitica es su diversidad en tamafio y
composicién. Las principales clases son los glicerofosfolipidos, esfingolipidos y esteroles (van
de Rest er al,, 1995). Los glicerofosfolipidos constan de dos cadenas de acil-dcido 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 esfingolipidos tienen un esqueleto de ceramidas que se compone de una larga
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INTRODUCCION

cadena de fitoesfingosina N-acetilada con un 4cido graso hidroxi-Cy. 5. cerevisiae contiene sélo

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

Los esteroles son moléculas hidrofébicas rigidas con un grupo hidroxi. En contraste
con los eucariotes superiores, en los cuales el colesterol es el esterol mds abundante, la
membrana plasmatica de levaduras contiene principalmente ergosterol y cantidades menores de
zimosterol (Zinser ¢f 4/, 1991). La via de los isoprenoides provee diversas clases de moléculas
requeridas para la biosintesis del ergosterol, pero también provee de metabolitos involucrados
en la sintesis de proteinas, la glicosilacion de proteinas y el transporte de electrones. En los
eucariotes superiores y probablemente también en 5. cerevisiae, el reticulo endoplismico es el
principal sitio de sintesis de esteroles. La biosintesis de esteroles parte del acetato. El principal
punto de regulacion en la sintesis de isoprenoides es la conversién del 3-hidroxi-3-metilglutaril
(HMG) coenzima A en 4cido mevalénico (van de Rest er a/, 1995). Dada la importancia del
ergosterol en la sensibilidad de las membranas celulares a la nistatina, se describen a

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

Los esteroles determinan en gran medida la rigidez de la membrana plasmatica, lo cual,
en consecuencia, afecta el movimiento lateral y la actividad de las proteinas de la membrana. La
presencia de dominios ricos en esteroles en la membrana plasmatica se ha corroborado por los
efectos de la nistatina sobre la cinética de Arrhenius de la ATPasa plasmatica y de la quitin
sintasa en mutantes de esterol (sin esterol en la membrana plasmitica (Bottema ef 4/, 1983). La
nistatina sepaca la bicapa de lipidos al acomplejarse con el ergosterol; sin embargo, no tiene
efecto sobre la actividad de la H'-ATPasa, en contraste con la quitin cinasa, cuya actividad se
reduce con este compuesto. Por eso, se ha postulado que la H*-ATPasa se encuentra localizada

en un dominio pobre en esteroles (Bottema er 2/, 1983).

La nistatina y la anfotericina B son antibibticos antifingicos que permeabilizan una
gran variedad de células eucariotas entre los que destacan los hongos y las células de mamiferos
(Bolard, 1986). Ambos compuestos presentan una estructura muy similar por lo que se cree
que los mecanismos que subyacen en su interaccion con las membranas celulares son muy
similares también (Fig. A). La toxicidad selectiva de estos antibidticos poliénicos contra los

hongos proviene de su capacidad para unirse con mayor afinidad al ergosterol, el esterol mas
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abundante en los hongos, que al colesterol, el esterol presente en las células de mamiferos
(Bolard, 1986). Gruszecki e @/ (2002) detectd la formacidn de estructuras cilindricas de
anfotericina B con un didmetro intemo de 0.6 nm que seria las responsables del incremento en
la permeabilidad de las membranas en presencia de este antibibtico. Varios autores han
propuesto una secuencia de tres eventos para el mecanismo de formacién de dichos poros
(Silva ez al, 2003):

i) union de un mondémero de antibidtico en la superficie membranal,
i) autoensamble de un poro inicial oligomérico y no acuoso,
1if) insercion en la bicapa lipidica generando un poro funcional y que media el flujo

pasivo de moléculas a través de la membrana (Brutyan y McPhie, 1996; Fujii ¢ a/,
1997; Cohen, 1998).

Cohen ha sugerido que el poro inicial interachia con los esteroles de la membrana para

formar el canal acuoso de mayor didmetro al primero (Cohen, 1992; Cohen, 1998).

Nistatina Anfotericina B

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

La nistatina y la anfotericina B son moléculas muy rigidas por lo que el siguiente
modelo se ajusta al comportamiento de dichas moléculas en la membrana lipidica: en el caso
de la anfotericina B, la parte hidrofobica contiene siete dobles enlaces y en la nistatina 6 dobles
enlaces (Fig. A). Mientras que la parte hidrofilica de ambos antibidticos contiene varios
substituyentes polares. Se admite que ambos antibidticos forman agregados en la membrana

lipidica formando poros hidrofilicos que atraviesan la membrana de forma paralela a las
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cadenas hidrofébicas de los fosfolipidos (De Kruiff y Demel, 1974). En esta configuracién, la

parte lipofilica de los antibidticos entra en contacto con las cadenas alifiticas de los
fosfolipidos, mientras que la parte polar de los mismos se localizan en el interior del poro,
formando puentes de hidrégeno con las moléculas de agua. Esta organ.izacic')n provee de las
condiciones necesarias para dar mayor rigidez a la membrana lipidica. Lo anterior responde al
hecho de que las cadenas acilo de los fosfolipidos interaccionan a través de fuerzas de Van der

Waals con los antibidticos (Fujii ef af., 1997).

Anteriormente se consideraba que los antibidticos eran incapaces de formar poros en
una membrana libre de esteroles (Cass er 4/, 1970). Hoy en dia es claro que este fenémeno se
presenta atn en ausencia de dichos componentes (Fournier e af., 1998; Gagos ef al., 2001). Sin
embargo, la presencia de ergosterol o colesterol modifica la estructura del poro debido a la
interaccién de estos compuestos con los antibidticos. Diversos estudios se han llevado a cabo
tratando de dilucidar las diferencias en cuanto a la interaccién de anfotericina B y nistatina con
el ergosterol y el colesteral (De Kruiff er a/, 1974; De Kmiff y Demel, 1974; Fournier ¢ af,
1998). El consenso es que ambos antibiGticos presentan una mayor afinidad por el ergosterol
(Fournier et af., 1998).

Sin embargo, a pesar de su gran afinidad por el ergosterol, el tratamiento de diversos
tipos de micosis con dichos antibidticos, provoca serios efectos secundarios entre los que
destaca la toxicidad renal (Chabot ez a/, 1989; Tolins y Raij, 1988; Gardner e @/, 1990). Dicha
toxicidad responde a la interaccion 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 vesiculas lipidicas que contengan en su interior a dichos antibidticos. La
aplicacion de estas preparaciones farmacéuticas favorece la liberacién de los antibidticos en el

tejido blanco y disminuye la toxicidad (Ng y Wasan, 2003).
1.3. EL TRANSPORTE A TRAVES DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

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

XIX quienes realizaron importantes contribuciones en el estudio del movimiento de iones a
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través de las membranas biologicas (Van't Hoff, 1877; Gryns, 1896). Posteriormente, el
desarrollo de la bioenergética comenzd en la década de los veinte y comenzé a ser de interés

también para bidlogos, microbidlogos y bioquimicos (Grendel, 1929; Héber, 1936).

La circulacién de iones a través de las membranas biolégicas es uno de los procesos
fundamentales en la energética celular. Fendémenos tan comunes como la respiracién y
fotosintesis capturan energja a través de gradientes i6nicos transmembranales (Skulachev, 1971).
La interconversion de energia quimica, osmética y eléctrica esti mediada por gradientes iénicos
transmembranales los cuales soportan un enorme espectro de funciones fisiologicas (Ernster y
Lee, 1964).

El mecanismeo por el cual la célula sintetiza ATP era aun un misterio a principio de los
afos sesenta. Sin embargo, si se sabia de la relacidn 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 sabia que esta (ltima era la responsable de la
sintesis de ATP y que utilizaba la energia libre de la oxidacion en la cadena respiratoria. Sin
embargo, la naturaleza de la conexién entre ambos fendmenos, exergdnico y endergdnico
respectivamente, se mantuvo desconocida a lo largo de varios afios (Harold, 1986). La teoria
mis fuerte suponia la existencia de un donador de alta energia que servia de enlace entre ambos

fenémenos (Slater, 1953).

La teoria de Mitchell revoluciond la idea que se tenia al respecto. De acuerdo con su
teoria, el transporte de electrones a través de la cadena respiratona y la fosforlacién no se
encontraban quimicamente ligados, sino acoplados por una corente de protones
transmembranal (Mitchell, 1961, 1963). La cadena respiratosia 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 via de translocacion de protones, que utiliza la diferencia del potencial

electroquimico de los protones para llevar a cabo la fosforilacién del ATP.

La hipdtesis quimiosmotica, formulada inicialmente para resolver un problema
especifico acerca de la fosforilacién del ADP, pudo ser observada tiempo después como una

teoria aplicable a muchas otras funciones, en particular, a la acumulacién de iones y metabolitos

19 -



INTRODUCCION

(Mitchell, 1961, 1963, 1972). Por lo que la teora trata no solamente de la fosforlacion
oxidativa, sino del papel de las corrientes 16nicas en la energética celular, representando uno de

los conceptos mas fuertes que unifican a la bioenergética.

De acuerdo con la teoria de Mitchell, existen dos tipos de transporte a través de la
membrana de las células; uno ocurre por difusién simple y el otro es mediado a través de

proteinas.

A) En la difusién simple no se requiere la participacién de proteinas de membrana. El
metabolito en cuestion es soluble en la membrana celular, por lo que difunde libremente a través
de ella a favor de su gradiente de concentracién. Ejemplos de esto son el O, CO, y NH,
(Harold, 1986).

B) El transporte mediado por proteinas se clasifica en:

1.- Difusion facilitada. Existen casos en que una proteina transportadora puede permitir el
paso de sustancias de manera especifica, de acuerdo simplemente con las diferencias de su
gradiente electroquimico a través de la membrana. Ejemplo: transporte de glucosa en la

membrana plasmatica de la levadura (Elbing e a/., 2004).

2.- Translocadores primarios. Son sistemas de transporte conectados directamente a fuentes
de energia: ATPasas de iones, bombas de la cadena respiratoria, bombas energizadas por luz.
Ademis de mover, generalmente iones, producen una diferencia del potencial electroquimico
transmembranal, que puede ser utilizada para el transporte de otras sustancias a través de los
translocadores secundarios. Son ejemplos las Na™-K'-ATPasa en las células de mamiferos (Skou
et al, 1965; Cereijido er a/, 2001) y la H'-ATPasa de la membrana plasmitica de la levadura
(Serrano er a/., 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 electroquimico de protones (Apy*). Esta es la
fuerza que tiende a empujar a los protones de regreso a través de la membrana, en direccién

contraria a la que estin siendo bombeados originalmente. Por lo tanto, la energia metabolica se
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conserva en el Apy," y la ecuacién que relaciona este parimetro con la energia libre de Gibbs,

que se traduce como la energia disponible para realizar un trabajo es:
AG= Ap," = F Ay +2.3RTlog{H *}/[H "], )

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 ApH= pHi-pHo, el término Apy' /F puede ser

expresado también como:
Apy'/F= Ap= Ay-59 ApH @)

en el que Ap es la fuerza protomotriz, que es la donadora de energia para realizar el trabajo y

el Ay es el potencial de membrana, que es la diferencia de carga eléctrica entre ambos lados de
la membrana en cuestion (Harold, 1986).

3.- Translocadores secundarios, uniportadores. Permiten el paso de un soluto a favor del
gradiente de concentracion. Ejemplo de ésto: transporte de glucosa en eritrocitos (Baker y
Naftalin, 1979) y los transportadores Trklp y Trk2p que acarrean K* en la membrana plasmatica
de la levadura (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984).

4.- Translocadores secundarios, antiportadores. También llamados intercambiadores, son
proteinas que aprovechan diferencias importantes en la concentracion de un ion para mover
otro en un intercambio. Ejemplo: el antiportador Na'/H" en la membrana plasmitica de la
levadura (Bafiuelos ez al, 1998).

5.-Translocadores secundanos, simportadores. También llamados contransportadores,
aprovechan la tendencia de un ion a través de la membrana, para que, de acuerdo con su
potencial electroquimico, mover a otro en el mismo sentido. Ejemplo: simportadores Na*/H'
en la membrana plasmatica de células animales (Crane, 1965; Orlowski ez aZ, 1992).

1.4. EL TRANSPORTE DE K' EN LA LEVADURA

Todas las células contienen altas concentraciones de potasio. En el caso de S. erevivae,
esta levadura almacena altas concentraciones de este ion (200-300 mM). El transporte de K” a

-21 -



INTRODUCCION

través de la membrana plasmitica ha estudiado extensivamente en la levadura sin embargo, a la
fecha, ain falta definir gran parte de la funcion y la regulacion de los distintos transportadores

que han sido descritos.

El ion potasio es uno de los cationes mds importantes para el desarrollo y
multiplicacién de la levadura. Se ha reportado que este catién juega un importante papel en la
regulacién del Ay de la membrana plasmitica (Lopez ef a/, 1999) asi como del pH intemno de la
levadura (Calahorra e aZ, 1998).

En 1935, Lasmitki y Szorényi reportaron que la presencia de iones potasio aceleraba la
glucolisis 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 analizbé mis a
fondo el problema. Conway realiz6 un anlisis detallado de los cambios de pH en el exterior y el
interior de la levadura durante la fermentacién alcohélica (Conway y Downey, 1950; Conway y
Brady, 1950). Posteriormente, este mismo investigador sugirio, por vez primera, la existencia de
un transporte mediado por un acarreador (Conway y Kernan, 1955). Estos investigadores
suponian que un acarreador conectado al metabolismo de la célula generaba protones por medio
de acarreadores redox. A continuacion, estos protones serian expulsados por dicho sistema para
ser intercambiados por el 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 del efecto de colorantes redox sobre el transporte de K* y el
potencial redox de las células. Por su parte, Rothstein describi6 el efecto del pH del medio y de
la concentracién externa de K sobre la toma y la liberacion de este cation en la levadura
(Rothstein y Demis, 1953; Rothstein y Bruce, 1958). Ademds, propuso la existencia de un
acarreador en levadura capaz de transportar K™ y H' y que seguia una cinética de Michaelis-

Menten.

Pefia y colaboradores (Pena e 2/, 1967, 1969, 1972; Pena, 1975) estudiaron mis a
fondo el problema. De acuerdo con sus estudios, tres eran las razones por las que el K™ podria
modificar el metabolismo de la levadura: a) estimulacion de la actividad de una o varias enzimas

con K'; b) incremento de la velocidad del metabolismo debido a la energia requerida para la
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toma del K7, c) alteracién 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 adicién de K a las levaduras durante la fermentacion
de glucosa y a pH 4.0 externo, provocaba la disminucién en los niveles de ATP acompafiado por
un incremento en ADP y Pi (Pefia & al, 1969). Estos experimentos sugirieron que el K’
estimulaba la actvidad de una ATPasa. Ademds, la disminucién de ATP también explicaria la
estimulacion de la glucolisis y la respiracién por el K en las levaduras (Pefia & a/, 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 disminuiria tras la adicion de
dicho catién al medio externo. Sin embargo, los experimentos con glucosa mostraron que el K*
no solamente no disminuia los niveles de NADH, sino que provocaba un incremento del mismo
(Pefia ef al, 1967). Estos datos apuntaban més hacia la existencia de una ATPasa como “enlace”

entre el metabolismo y el transporte que un sistema redox.

Por otra parte, Pefia e a/ (1972) encontré que tanto la adicion de K' como el
incremento en el pH del medio provocaban un incremento en la expulsién de protones por la
levadura. Estos datos también sugerian la existencia de una bomba de protones y que ésta podia
funcionar de manera indepediente al transporte de K (Pefia ef al,, 1972), lo cual fue un modelo
diferente al propuesto por Conway (Conway y Duggan, 1958). Estudios con inhibidores
mostraron que las alquilguanidinas inhibfan el transporte de K* pero no producian cambio en el
bombeo de protones, confirmando la independencia de ambos sistemas (Pefia ez a, 1973). De
esta serie de trabajos se propuso que la bomba de protones en la membrana plasmdtica de la
levadura podria concebirse como el principal translocador primario. Este seria el responsable de
la creacién del potencial electroquimico necesario para la toma de muchos otros iones a través
de la accién de antiportadores, simportadores, etc., similares a los que Mitchell ya habia descrito
(Mitchel y Boyle, 1967). Posteriormente, Borst-Pauwels (1981) estudid la cinética del transporte

de este cation, asi como algunas caracteristicas de la H'-ATPasa plasmatica.

La H'-ATPasa plasmatica constituye un componente fundamental de la membrana
plasmitica de la levadura (Fig. B). El gene que codifica para esta proteina (PMAT) fue clonado
por Serrano ¢ 4l., (1986). Esta enzima es una de las proteinas mds abundantes en la superficie

celular; comprende entre el 10 y 20 % del total de las proteinas. Presenta 10 cruces
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transmembranales y estd altamente conservada en las plantas y hongos, ademas de que
pertenece a la misma familia de las P-ATPasas de mamiferos (Na'-K",H*-K" y Ca**-ATPasas).
Pmalp es el generador del potencial de membrana plasmatica mas importante de la levadura.
Esta enzima bombea protones al exterior de la célula, por lo que juega un papel esencial en la
regulacién del pH intracelular asi como en la generacion del gradiente de protones, el cual hace
posible el transporte de muchos nutrientes al interior de la levadura (Vallejo y Serrano, 1989). La
fosforilacién de Pmalp por Ptk2p estimula su actividad (Erez y Kahana, 2001; Goosens ¢f 4/,
2000), mientras que su fosforilacién por Ycklp y Yck2p reprime su actividad (Estrada ef al,
1996).

Por otro lado, Ttklp y Trk2p (Fig. B) constituyen el sistema de entrada de potasio mds
importante de la membrana plasmitica y consumen el potencial de membrana (Serrano, 1991).
Se cree que la disipacion del potencial de membrana provocado por dichos transportadores
regula la actividad de transportadores secundarios (Madrid er @/, 1998). Rodriguez-Navarro y
Ramos (1984), reportaron la existencia de dos componentes, uno de alta afinidad por el ion
potasio (Km= 100 puM) y otro de baja afinidad (Km= 50 mM). Postenormente Gaber ef a/
(1988) logré clonar el gene del transportador de alta afinidad (TRKY). Posteriormente se
demostrd que se trataba en realidad de dos transportadores (Ttklp y Trk2p) de la cuales Trk2p
es de baja afinidad (Ko y Gaber, 1991). Ambas proteinas muestran una alta homologja en su
secuencia (55%) y las levaduras mutantes Azrk! son viables, pero pierden la alta afinidad por el
K. Por otra parte, TRK7 se expresa en mayor proporcién que TRK2. Las cinasas Haldp y Hal5p
son reguladores positivos de Trkl1p y Trk2p (Mulet ez /., 1999), cuya actividad es negativamente
regulada por la fosfatasa Ppzlp (Yenush e 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 (Rodriguez-Navarro
y Ramos, 1984). Toklp es un canal de rectificacion saliente (Ketchum ez a/, 1999) v Khalp
presenta las caracteristicas de un antiportador K'/H™ (Ramirez & a/, 1996; Maresova y
Sychrova, 2005). La salida de Na" se lleva a cabo a través de la Na"-ATPasa Pmr2AP/Enalp
(Garciadeblas er f, 1993) y del antiportador Nhalp el cual es un antiportador catién/H”
(Bafuelos e al, 1998). NCSlp es un canal para cationes, no selectivo, y que no ha sido
identificado genéticamente (Bihler er 2/, 2002). La captura de Na* en los compartimentos
prevacuolares se lleva a cabo por el antiportador Na*/H" Nhxlp (Nass y Rao, 1998). La
membrana vacuolar y prevacuolar es energizada por la H-ATPasa vacuolar (Vma) (Uchida ez al,

1998) y la membrana plasmatica por la H'-ATPasa Pmalp (Serrano ¢ al., 1986).

También se ha demostrado la existencia de un sistema de transporte K'/H" en §.
cerevisiae (Camarasa ¢f al, 1996; Ramirez ¢ al, 1996) (Fig. B). El gene KHA/7 ha sido identificado
en el marco de lectura abierta YJL0O94c (Ramirez ¢ 4/, 1998). Por su parte, Khalp es una
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proteina de 97 kDa con 12 cruces transmembranales. Esta proteina presenta muy baja
expresién con 0.3 copias de RNAm (Jansen y Gerstein, 2000) y 172 moléculas de proteina por
célula (Ghaemmaghami e @/, 2003). Los primeros estudios sugirieron que Khalp mediaba la
salida de K" de la levadura a través de la membrana plasmatica (Ramirez er al, 1998). Sin
embargo, estudios mas recientes (Maresova y Sychrova, 2005) reportan que Khalp podria
encontrarse en compartimentos intracelulares, de manera similar al antiportador Nhx1p (Nass y
Rao, 1997). Estudios de fluorescencia indican que esta proteina se localiza en el aparato de Golg
(Huh er a/, 2003). El principal papel de este antiportador seria la regulacion iénica y el control
del 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 Toklp (Ketchum ez 4/, 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 ef 4/, 1999). El segundo es
un sistema de captacién de K* de baja afinidad denominado non-spedfic cation channel 1 (NSC1)
(Bihler ez 2/, 1998). La corriente de NSC1 se inhibe por cationes divalentes y es independiente
de Tiklp, Trtk2p y Toklp (Bihler ez aZ, 1998). Se ha demostrado recientemente que NSClp es el
componente mas importante para la captacién de K* con baja afinidad en la levadura (Bihler ¢
al., 2002). Sin embargo, a pesar de que se ha realizado un anilisis del genoma de la levadura, no
se conocen genes candidatos que codifiquen para dicho canal catidnico (Erez y Kahana, 2002).

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

Con respecto al antiportador de Na'/H" Nhalp, esta proteina de 12 segmentos
transmembranales, estd codificada por el gene NHA! (Bahuelos e 2/, 1998) (Fig. B) Se ha
sugerido que Nhalp juega un doble papel dependiendo del pH externo. A pH dcido, esta
proteina participa en la regulacién de las concentraciones internas de cationes asi como en la
eliminacién de Na' o K' en exceso. A pH alcalino, condicién en la que Enalp-ATPasa es la
principal encargada de eliminar iones Na®, Nhalp puede contribuir al amortiguamiento del pH
citosolico usando el gradiente de entrada del Na* y el K (Sychrova er al., 1999).

La salida de Na' es mediada principalmente por la Na'-ATPasa Pmr2AP/Enalp,
codificada por el locus PMRZ/ENA (Garciadeblas ef al,, 1993) (Fig. B). Este /eus contiene al
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menos cinco genes arreglados en zandem (ENAT-5). De estos, ENAT es el que presenta la
regulacién transcripcional mds importante, mientras que ENA2, ENAJ y EN.A4 parecieran ser
constitutivamente expresados a muy bajo nivel. El loaws ENAS se encuentra ain bajo estudio. La
expresion de ENAT se induce fuertemente por estrés con Na” y Li”, asi como por condiciones
alcalinas (Garciadeblas er a/, 1993) y Enalp es considerado come el mecanismo principal para la
eliminacién de Na' y la halotolerancia a Na™ en 5. @rewiiae. Ademads, a dltimas fechas se ha
dilucidado el mecanismo por el cual tanto Nhalp como Enalp se activan durante el estrés
osmotico de la levadura (Proft y Steuhl, 2004).

Con el fin de obtener un esquemna mis claro acerca de la dinimica del K', el papel de
los diferentes transportadores del K* en la levadura se encuentra atin bajo estudio (Yenush ez a/,
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* en la vacuola, el énfasis mds importante
se dard a la descapcion de la vacuola, su membrana y los transportadores vacuolares, mas que a
los transportadores presentes en la membrana plasmatica de la levadura y en otros organelos

distintos a la vacuola.

LS. LA VACUOLA: ESTRUCTURA Y FUNCION

Dados su enorme tamario y capacidad de almacenamiento, la vacuola juega un papel
fundamental en la homeostasis idnica de la levadura. La membrana vacuolar presenta una H'-
ATPasa responsable del Apy," (Uchida er 2/, 1988; Powell ¢z al, 2000). Una gran variedad de
iones, aminodcidos y otros nutrientes son transportados al interior de este organelo gracias al
ApH y/o al Ay existente en la membrana vacuolar. Acoplada a su funcién, se encuentran
muiltiples transportadores secundarios que hacen posible el transporte de una gran cantidad de
nutrientes, entre los que destacan iones como el Ca®* (Ohsumi y Anraku, 1983; Halachmi y
Eilam, 1996) y aminodcidos (Sato ez 4/, 1984). El K' es uno de los cationes que se encuentra en
mayor concentracion en este compartimento (Klionsky e a/, 1990; Okorokov ¢f 4/, 1980). Se ha
descrito la existencia de un canal inespecifico de cationes, capaz de transportar K' y otros
cationes (Wada er a/, 1987). Ademas, a ultimas fechas ha aumentado el estudio de Nhxip, un
antiportador Na'/H" presente en los compartimentos prevacuolares (Nass y Rao, 1998). En
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secciones posteriores se abundara mas acerca de la estructura y funcion de la V-ATPasa y del

antiportador Nhx1p

La vacuola de S. cerevisiae juega un papel central en la fisiologia de este organismo.
Contiene enzimas hidroliticas, almacena una gran variedad de iones y fue considerada por Matile
(1978) como el lisosoma de la levadura. La compartimentalizacién de ciertas enzimas
importantes para el recambio macromolecular (eg. ribonucleasas, proteinasas, polifosfatasas) fue
confirmado por Wiemken e 4/ (1979). Mas tarde se encontrd que las vacuolas no son
unicamente un almacén de enzimas proteoliticas en la levadura (Emter y Wolf, 1984). El andlisis
de vacuolas aisladas mostrd que contiene altas concentraciones de aminodcidos, especialmente
aminodcidos basicos (Wiemken y Diirr, 1974; Huber-Wilchli y Wiemken, 1979). Ademas, se ha
encontrado 5 veces mas S-adenosilmetionina en la vacuola que en el citoplasma (calculado en
umol/g levadura) (Schelenk ez 2/, 1970). También contiene altas concentraciones de Mg" y K*
(Roomans y Seveus, 1976).

Algunas de las funciones mas importantes de la vacuola son la regulacion del pH, la
degradacion de proteinas y el almacenamiento de aminoacidos, pequefios iones y polifosfatos,
asi como la osmoregulacién. Su importancia en la homeostasis reside en que le permite a la
célula adaptarse a2 cambios nutricionales a corto y largo plazo. La adaptacién a corto plazo
parece estar mediada por la liberacién y/o intercambio de los nutrientes acumulados en la
vacuola. La adaptacion a largo plazo parece requerir sus enzimas hidroliticas. Ademas, la vacuola
se encuentra en intima relacién con el reticulo endoplismico y el aparato de Golg, los cuales
conforman el aparato endocitico y las vesiculas de secrecion. Estos organelos pueden definirse
como parte de un sistema endomembranoso muy plastico y habil para adaptarse a una variedad
de condiciones fisiologicas (Schwencke, 1991).

1.5.1. La membrana vacuolar

La membrana vacuolar o tonoplasto representa el limite entre el contenido vacuolar y
el espacio ditosdlico. Los estudios de microscopia electrénica han demostrado que el tonoplasto

es una unidad de membrana tipica. Las variaciones en el niimero y tipo de las particulas durante
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el hinchamiento y encogimiento de la vacuola sugieren que se comporta como un “mosaico

thuido™ (Singer y Nicolson, 1972). A pesar de que muestra amplias similitudes con la membrana
plasmatica también presenta diferencias. Contrario a la membrana plasmatica, la cual es
considerada no-elastica, la membrana vacuolar parece serlo en alto grado. La membrana
vacuolar presenta una alta capacidad de hinchamiento bajo condiciones hipo-osmoéticas (Matile,
1978). Lo anterior es debido probablemente, a las diferencias de composicién quimica del
tonoplasto con respecto al plasmalema. De hecho, la membrana vacuolar contiene una alta
proporcion de residuos de dcidos grasos insaturados, una alta proporcion de fosfolipidos, un

bajo contenido de lisolecitina, ausencia de 4cido fosfatidico y muy baja cantidad de esteroles

(Kramer ef a/., 1978).

Como ya se ha mencionado anteriormente, la sensibilidad de las membranas biologicas
a la nistatina y otros antibiéticos poliénicos se ha correlacionado sobretodo con la presencia de
esteroles y en especial de ergosterol, el cual presenta una mayor afinidad por la nistatina que el
colesterol (De Krijff e a/, 1974; Fournier ¢f a/., 1998). De acuerdo con lo anterior, la membrana
plasmatica de la levadura, la cual se encuentra practicamente libre de colesterol pero que es rica
en ergosterol y zimosterol, es extremadamente sensible a la nistatina (Lampen ¢r /., 1962; De
Kruijff y Demel, 1974).

En contraste con la membrana plasmitica, la membrana vacuolar es resistente a la
nistatina (Schwencke y de Robichon-Szulmajster, 1976), lo cual puede explicarse por la baja
proporcién de ergosterol. Ademds, el tonoplasto es 10 veces mas resistente a moléculas
policationicas tales como el citocromo ¢ (Svihla e 2, 1969), la polilisina y el DEAE-dextrin
(Diirr e al.,, 1975), en comparacion con la membrana plasmatica. Esta propiedad ha permitido el
disefio de técnicas para la determinacién de las pozas citosdlica y vacuolar de S-adenosil-
metionina y aminodcidos, usando células permeabilizadas (Schlenk e 4/, 1970, Wiemken y
Nurse, 1973; Huber-Wilchli y Wiemken, 1979). La mayor resistencia del tonoplasto a los
policationes sugiere que, a diferencia de la membrana plasmatica, podria tener una menor
cantidad de residuos anidnicos expuestos en un 4rea similar al de la cara externa de la membrana
plasmitica. Sin embargo, otra posibilidad puede ser un menor contenido proteico en el
tonoplasto.

.29 .



INTRODUCCION

También existen diferencias en cuanto a las con;:]iciones estabilizadoras (pH,
osmolaridad, sales) utilizadas para el tonoplasto y la membrana plasmitica. La vacuola es muy
sensible 2 pH acido (menor a 6.5), alta concentracion de KCl y a bajas concentraciones de iones
Mg™ (<5 mM) o Ca*, pero es estable en condiciones ligeramente alcalinas (pH 7.5-8.0). Por
otra parte, los esferoplastos son estables en condiciones 4cidas, toleran concentraciones de 0.6
M (o mis) de KCl y Mg** o Ca** pero son inestables a pH ligeramente alcalino. Las vacuolas
pueden conservarse en ATP-Na,” 5 mM, glucosa 50 mM, trietanolamina 25 mM, sorbitol 0.7 M
(pH 7.4), sin embargo, esta mezcla provoca una ripida lisis de los esferoplastos (Schwencke y de
Robichon-Szulmajster, 1976).

1.5.2. En enzimas asociadas a tonoplasto

La mayor parte de la actividad de o-manosidasa en S. arewsize se asocia con la
membrana vacuolar (Schwencke ez a/, 1983). Su actividad aumenta cerca de ocho veces durante
la esporulacién 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 (Mg™") (Kakinuma e
al., 1981. En constraste con la H'-ATPasa plasmitica, la H'-ATPasa vacuolar es insensible a
vanadato. A su vez, su resistencia a azida, oligomicina y ADP la diferencia claramente de la
enzima mitocondnal Ensayada bajo las condiciones apropiadas, se utiliza como un marcador del
tonoplasto en levaduras, en Newrogpora erassa (Bowman, 1983) y Zea mays (Bowman ef a/., 1986).
Sin embargo, debe considerarse la existencia de una variedad de “ATPasas vacuolares”
presentes en compartimentos acidos en una amplia variedad de células eucariotas (Mellman et 4/,
1986) antes de decidir usar una H-ATPasa (Mg”*) como marcador de tonoplasto.

Se ha encontrado la X-prolil-dipeptidil-aminopeptidasa termosensible (DPAP-B),
inicialmente detectada en la porcidn insoluble del extracto de levadura, unida principalmente a la
membrana vacuolar (Bordallo e7 a/, 1984). Se ha confirmado que esta enzima es una

glucoproteina (Roberts ef a/,, 1989).
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1.5.3. Enzimas vacuolares degradativas

La vacuola de levadura contiene numerosas hidrolasas, la mayoria de las cuales son
tipicas del lisosoma. El caricter lisosomal de la vacuola de levadura fue ripidamente reconocido
y se ha reportado una gran variedad de fosfatasas vacuolares (Wiemken ¢ 4/, 1979). En la
vacuola también se encuentran la trehalasa y la quitinasa (Elango er 4/, 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
fraccion vacuolar. Aun la técnica utilizada para obtener esferoplastos puede alterar la actividad
de ciertas enzimas vacuolares tal como la H*-ATPasa vacuolar (Kakinuma ez a/, 1981). La Tabla

I muestra las actividades enzimaticas que han sido asociadas con la vacuola.

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

ENZIMA Actividad relativa

(con respecto a Ia @-manosidasa)

Hidrolasas intravacuolares

Proteinasa A (endoproteinasa 4cida) 130
Proteinasa B (endoproteinasa neutral, tipo serina) 143.7
Carboxipeptidasa Y (exoproteinasa, tipo serina) 144
Aminopeptidasa I (metalo, exoproteinasa) 202
Endopirofosfatasa 73.7
Exopirofosfatasa 65.8
Ribonucleasa 135
Trehalasa 33.6
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Hidrolasas extracelulares localizadas en la vacuola

Fosfatasa dcida 15
Quitinasa 14
Exo-B-(1,3)-glucanasa 27
Invertasa 201
p-nitrofenilacetato esterasa 20.5

Hidrolasas asociadas a tonoplasto

ATPasa (Mg”™") insensible a azida de sodio: pH 7.0 414
o-Manosidasa 100
X-Prolidipeptidil aminopeptidasa 65
Fosfatasa alcalina (Mg*") 85

Oxidoreductasas probablemente asociadas a tonoplasto

NADH: citocromo-c oxidoreductasa ND
NADH diclorofencl-indofenol oxidoreductasa 0.638

La actividad enzimdtica en cada caso se muestra con respecto a la o-manosidasa (100%).
Tomado de: Schwencke (1991). Vacuoles, internal membranous systems and vesicles. In The
Yeast. Vol. 4, Cap. 8, 2 edition.

1.5.4. Biogénesis vacuolar: vias de transporte de proteinas a la vacuola

La compartamentalizacion subcelular constituye una importante caracteristica 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 proteinas

especificas 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 regulacién del pH,
la osmo-regulacion, la degradacién proteica y el almacenamiento de iones y polifosfatos. Para
estas funciones, la vacuola requiere de un conjunto de proteinas. Con el objeto de ubicar a la
vacuola en la via de secrecién de proteinas, a continuacion se mencionan las diversas vias de

envio de proteinas a la vacuola las cuales se muestran en la Fig. C.

En S. cerevisiae las proteinas son enviadas a la vacuola a través de diversas vias. La
descripcion detallada de estos mecanismos rebasa los objetivos de la presente investigacion, por

lo que solamente serin mencionados a continuacién.

) las proteinas de la via de secrecion, que llegan a la vacuola a través de la via de la
catboxipeptidasa (CPY) o de la fosfatasa alcalina (ALP). El blanco final de estas

proteinas es la superficie celular; estas vias son reversibles.

1i) endocitosis de proteinas provenientes de la membrana plasmatica.

iif) envio de proteinas desde el citosol a la vacuola con fines biosintéticos.

iv) autofagia (envio de proteinas de citoplasma a vacuola para su degradacion).
v) herencia de material vacuolar a células hijas durante la division.

Estas vias son diferentes entre si pero, a pesar de que existen genes especificos para cada
una, existe una sobreposicién de genes entre ellas lo que las relaciona entre si celular (Fig. C)
(Bryant y Stevens, 1998; Bowers ¢ al, 2000).
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endocitosis

Fig. C. Vias de transporte de proteinas a la vacuola de la levadura. El esquema
muestra las vias utilizadas por las proteinas para llegar a la vacuola en §. cerevisize. 1) envio
de proteinas del Golgi tardio a la vacuola a) a través de compartimentos prevacuolares
(CPV) (via CPY de la carboxipeptidasa Y) y, b) a través de una ruta alternativa ALP (de la
fosfatasa alcalina); 2) endocitosis de proteinas de la superficie celular; 3) envio biosintético
del citoplasma a la vacuola ; 4) autofagia (envio degradativo de citoplasma a vacuola); 5)
herencia vacuolar de células madre a hijas, mediante la fusién homotipica de vesiculas

vacuolares. Tomado de Bryant y Stevens, (1998) y Bowers ez a/. (2000).

1.5.5. Compartimento prevacuolar

Vida e 4l (1993) fueron los primeros en describir compartimentos prevacuolares
(CPV), que funcionan en el transporte entre el aparato de Golgi y la vacuola. Los estudios que
han ayudado al descubrimiento de los componentes de estas vias de transito incluyen a la
catboxipeptidasa Y (CPY), asi como mutantes capaces de acumular gran cantidad de CPY. El
envio de proteinas desde el CPV a la vacuola todavia es un enigma y no esta claro si se lleva a

cabo a través de vesiculas (Bryant y Stevens, 1998). En este compartimento se ha descrito la
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presencia del antiportador Nhxlip en S. wrsinae y del cual se tratard més adelante (Nass y
Rao, 1998).

1.6. TECNICAS DE ESTUDIO DE LA VACUOLA

La vacuola de levaduras y hongos es un organelo 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. Ademds, se han desarrollado otras técnicas como la
permeabilizacién de las levaduras y de otros organismos, asi como la preparacién de

esferoplastos permeables para estudiar s sitx la vacuola.

1.6.1. Aislamiento de vacuola

Las vacuolas solo pueden obtenerse mediante la ruptura suave de la membrana
plasmatica de los esferoplastos, ya sea bajo condiciones hipo-osméticas en presencia de Ficoll o
bajo condiciones iso-osmoticas. Sin embargo, a pesar del buen rendimiento que ofrece la
primera técnica, bajo condiciones hipo-osmoticas el tonoplasto se dafia y la vacuola pierde
capacidad para acumular moléculas pequefias. Estas desventajas pueden ser superadas por
ruptura mecanica de los esferoplastos bajo condiciones iso-osméticas (Wiemken y Diirr, 1974),
o por la permeabilizacién con el polimero policatidnico DEAE- dextran (Diirr ez 4/, 1975). Esta
técnica favorece la obtencidén de vacuolas que mantienen las moléculas de bajo peso molecular y
las macromoléculas en virtud del minimo dafio provocado en el tonoplasto. Por esta razén el
aislamiento de vacuolas bajo condiciones iso-osmoticas ha sido utilizado para experimentos
fisiologicos, tales como el estudio del transporte de metabolitos de bajo peso molecular.
Varaciones de esta técnica han permitido dar seguimiento al transporte a través de vesiculas
vacuolares (Ohsumi y Anraku, 1981; Sato e 4/, 1984). Sin embargo, algunas alteraciones pueden
observarse en vacuolas obtenidas de esferoplastos tratados con -mercaptoetancl. La principal

alteracién es la disminucién de su capacidad de transporte de arginina en comparacion con las
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vacuolas obtenidas en ausencia de agentes sulfhidrilo y en presencia de iones Mg?". A partir de
las vacuclas se pueden preparar vesiculas vacuolares y aislarlas por centrifugacidn diferencial
(Ohsumi y Anraku, 1981; Sato ef 4, 1984).

1.6.2. Levaduras permeables

Los estudios é# situ en levaduras como Kiweromyess fragilis y Ashbya gossypii (Joshi et al.,
1987; Férster ef al, 1998) asi como en hongos filamentosos como N. cassa (Keenan y Weiss,
1997) se han realizado con diversos fines. Se ha utilizado una gran variedad de detergentes entre
los que destacan: la digitonina, el CTAB, el pluronic-F68 y el Bnj 58, utilizados principalmente
para la permeabilizacion de la membrana plasmatica (Gowda ez 4/, 1988; Laouar ¢ a/,, 1992). En
muchos casos, las células permeabilizadas se utilizan como fuente enzimitica y se aplican a
diversas técnicas de degradacion y en algunos casos con fines biotecnolégicos como para la

produccion de leche sin lactosa (Joshi ez al, 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 ¢f 4/, 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 (Férster ef a/, 1998), el DEAE-dextrin (Huber-Walchi y Wiemken,
1979) y el CuCl, (Ohsumi et al, 1988; Keenan y Weiss, 1997; Nass y Rao, 1998).

Aparentemente, la técnica que ha sido aplicada con mayor éxito al estudio del
transporte vacuolar es la desarrollada por Ohsumi ef 2/ (1988), que utiliza CuCl, como agente
permeabilizante, principalmente en el estudio del contenido vacuolar, ya sea de aminodcidos en

N. crassa (Keenan y Weiss, 1997) o del Na® en §. armisiae (Nass y Rao, 1997).

1.6.3 Esferoplastos permeables

Los esferoplastos permeables han sido utilizados en gran medida por grupos de
investigacién interesados en la fisiologia mitocondrial. Los estudios ## sifw evitan la manipulacion

de los organelos, lo cual ayuda a mantener sus funciones. Pero ademas, en ciertos casos ha sido
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posible estudiar relaciones metabdlicas de los componentes citosélicos y mitocondriales, con
una vision mas completa del funcionamiento de la célula (Avéret e al, 1998). Esta técnica
consiste en la aplicacion de esferoplastos permeabilizados con nistatina al estudio iz wix 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 multiples aplicaciones. Destacan el
andlisis de los residuos de la pared celular liberados durarite la produccion de esferoplastos y el
estudio del metabolismo /7 #ix de distintos organelos o vias metabdlicas (Pardo er al, 1999,
Avéret e al, 1998, Milani ef 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 preparacion de los
esferoplastos consiste en la remocion enzimitica de la pared celular mediante enzimas como la
glusulasa (Wolska-Mitaszko ef 4/, 1981), liticasa (Milani ef @/, 2001) y zimoliasa (Avéret ef al,
1998), como las mis utilizadas. Su forma de accién consiste en la degradacion de los enlaces B-
glucano. Para comprender a nivel molecular la forma de accion de estas enzimas es necesario

saber un poco mas 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 rigida que confiere proteccién
mecénica, establece la forma celular y evita el paso de macromoléculas. Sin esta barrera, la célula
esta desprotegida de los cambios del medio ambiente y se lisaria debido a cambios en la presién

osmdtica del medio exterior. La pared celular de 5. erevisiae estd compuesta de aproximadamente
un 20% de su peso seco de B-glucanos y manoproteinas, asi como de pequefias cantidades de
quitina y lipidos (Fleet, 1991). Los princpales grupos de polisacaridos que forman la pared
celular son polimeros de manosa unidos covalentemente a péptidos (manoproteinas, ~40%),
polimeros de glucosa (B-glucanos, ~60%) y polimeros de N-acetilglucosamina (quitina, ~2%). El
esqueleto de la pared celular estd conformado principalmente por f—1,3-glucanos, que son los

mas abundantes de los B-glucanos y estin unidos covalentemente a la quitina (Kollar ez 4/,
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1995) y a B—1,6-glucanos (Kollar ¢ af, 1997; Klis e7 a/, 2002) y es el responsable de la forma y

rigidez de la pared celular (Hartland ¢ al., 1994). El B~1,6-glucano contiene predominantemente
uniones B-1,6 con un promedio de 140 residuos de glucosa y con algunos puntos de
ramificacién B-1,3 que confieren estabilidad a la pared celular. Ademds, el B-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 manoproteinas y también esti unido a los B-1,3-glucanos y 2 la quitina (Magnelli e al.,
2002). El B-1,3-glucano consiste principalmente en uniones f3-1,3-glucano con un promedio de
1500 residuos de glucosa y con algunos puntos de ramificacion a través de uniones -1,6. Por
otra parte, la capa externa de la pared celular consiste en manoproteinas que protegen a la célula

de enzimas externas y funcionan como barrera para retener a las proteinas periplismicas (De

Nobel ¢ al., 1990).

Por el tipo de unién que presentan con la pared celular, las manoproteinas se clasifican
en dos. La primera subclase estd compuesta por proteinas que pueden ser extraidas con SDS y
agentes reductores (-SH). Estas proteinas estan unidas de forma no covalente o puentes
disulfuro (=S-S-) a la pared celular y se denominan proteinas solubles de pared celular (Scwp)
(Cappellaro ez al, 1994). La otra clase son proteinas unidas covalentemente al esqueleto de
glucanos. Estas proteinas covalentemente unidas (Ccwp) se agrupan en dos subclases

dependiendo de su unidén al glucano. Las proteinas PIR-Ccwps (proteinas con repeticiones
internas) se unen directamente al B-1,3-glucano a través de una unién atn no identificada y
pueden ser liberadas de la pared celular por B-1,3-glucanasa o por extraccion alcalina (IKlis ez a/,
2002).

La segunda subclase estd formada por las proteinas glicosilfosfatidilinositol (GPI)-
Ccwps, las cuales estin unidas al B-1,6-glucano a través de una forma procesada del “ancla” GPI
(Kollar ef al, 1997). En el paso de transferencia de la membrana plasmitica a la pared celular, el
ancla GPI se corta, los grupos glucosaminil y fosfatidilinositol se pierden y se postula que la
proteina se une al B-1,6-glucano a través de un residuo que contiene fosfoetanolamina y varios
residuos de manosil (Kollar ef a/, 1997). Debido a que el B-1,6-glucano estd unido al B-1,3-
glucano, las proteinas GPI-Ccwps pueden ser extraidas de la pared celular con B-1,3-glucanasas
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y B-1,6-glucanasas. Las proteinas GPI-Ccwps estin involucradas en la hidrofobicidad de la

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

A pesar de su aparente rigidez, la pared celular es una estructura muy dindmica,
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 sintesis y de degradacién de los componentes estructurales de la pared celular y, b)
por la secrecién dirigida de enzimas y componentes de la pared celular a los sitios en donde
ocurre el crecimiento (Packeiser ¢f 4/, 1999). Ademis, los procesos involucrados en la sintesis de
la pared celular responden a diferentes sefiales del medio ambiente tales como niveles de
nutrientes, feromonas, concentracion de sales y temperatura. Al menos para la regulacion de la
biosintesis del B-1,3-glucano, se observ que estd bajo control de la via mediada por la protein
cinasa C (PKC), la cual es estimulada por diversas condiciones que afectan el tamafio y la forma
de la célula (Shimizu er a/, 1994).

1.8. LAS V- ATPasas, ESTRUCTURA Y FUNCION

Las ATPasas vacuolares translocadoras de protones (V-ATPasas) forman una
familia de bombas de protones que acoplan la hidrélisis del ATP al movimiento de protones a
través de la membrana. La eliminacién de la funcién de la V-ATPasa es letal en todos los
otganismos eucariotes probados a la fecha, excepto en S. creuiniae. Lo anterior convierte a .
cerevisiae en un organismo ideal para el estudio de la estructura, funcién y ensamble de este
complejo enzimdtico (Nishi y Forgac, 2002). En las levaduras, la V-ATPasa estd principalmente
en la membrana vacuolar, aunque una pequeria poblacién estd en los compartimentos tardios del
aparato de Golgi asi como en los endosomas, siendo también importante en la acidificacion de
estos organelos (Graham ez a/, 2003).

Este movimiento de protones acidifica los compartimentos intracelulares, lo cual es
critico para procesos celulares tales como: la endocitosis mediada por receptor, el procesamiento
y la degradacién de macromoléculas, el trifico intracelular de enzimas lisosomales, el transporte

acoplado de pequefias 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 rifdn,
osteoclastos, macrofagos y las células gobler de insectos, las V-ATPasas estin presentes en la
membrana plasmdtica y funcionan en procesos tales como la acidificacion renal, la reabsorcion
de hueso, la homeostasis del pH y el transporte acoplado de potasio (Brown y Breton, 2000; Li ef
al., 1999; Nanda et al.,, 1996; Wieczorek ez al., 2000).

Tabla II. Propiedades de algunas ATPasas en S. cerevisiae

ATPasa

Vacuolar Mitocondrial Membrana plasmdtica
pH éptimo 7.0 9.5 5.6
Km para ATP (mM) 0.2 0.3 0.1
Efecto de inhibidores
Inhibidor (mM) Actividad (%)
Ninguno 100 100 100
Vanadato (0.05) 98 101 11
Diciclohexilcarbodiimida (0.1) 21 27 98
Oligomicina (0.1) 65 18 15
Azida (0.5) 102 23 920
Bafilomicina* (1 nM) 5 100 100
Concanamicina* (1 nM) 6 100 100

Tomado y actualizado de Schwencke (1991). *Bowman e a/ (2004).
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La V-ATPasa de vacuola en §. cerevisige fue primeramente descrita por Kakinuma ef a/
(1981) y Okorokov e al (1982). La V-ATPasa vacuolar presenta claras diferencias con la
ATPasas mitocondtial y plasmatica (Tabla II). Esta enzima genera una diferencia de potencial
electroquimico de protones de 180 mV, una diferencia de 1.7 unidades de pH en el interior
acido de la vacuola y un potencial de membrana de 75 mV a través del tonoplasto, presentando
su sitio catalitico hacia el citoplasma. Es fuertemente inhibida por la bafilomicina y concamicina
(Bowman et al, 2004), y en menor proporcion por la N, N -diciclohexil-catbodiimida (DCCD);

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

1.9. TRANSPORTADORES VACUOLARES

La diferencia de potencial electroquimico generado por la V-ATPasa es utilizado para
el transporte de aminodcidos e iones al interior de la vacuola (Forgac, 1999; Shao y Forgac,
2004). En el caso de §. arevisiae, l]a V-ATPasa es la inica generadora de energia electroquimica a
través de la membrana vacuolar, a diferencia de otros sistemas, como los vegetales, cuya vacuola
también contiene una pirofosfatasa (Shimaoka ¢z al, 2004). El gradiente de protones es la fuerza
primaria que hace posible el transporte de la mayoria de los metabolitos. Los protonéforos
como el CCCP, PCF y SF6847 asi como el ionéforo nigericina, bloquean tales mecanismos de
transporte. Se ha descrito el transporte de cationes como Ca®* (Ohsumi y Anraku, 1983,
Halachmi y Eilam, 1996; Pittman e al,, 2004), PO,> (Booth y Guidotti, 1997), Cd** (Eraso ez al,
2004), Zn™ (MacDiarmid ez a/, 2000), Mg** (Okorokov et al,, 1980) y de aminoécidos (Russnak
et al., 2001; Shimazu er al., 2005).

Se han identificado ocho transportadores independientes en vesiculas vacuolares de .§.
cerevisiae (Sato er al, 1984; Russnak er a/, 2001; Shimazu e a/, 2005). Existen antiportadores
aminodcido/H" para arginina, arginina-isina, histidina, fenilalanina-triptofano, tirosina,
glutamina-asparagina e isoleucina-leucina, ademas de otro antiportador arginina-histidina que
utiliza el potencial quimico del gradiente de concentracién de la histidina. Es importante hacer
notar la existencia de tres transportadores para arginina, el aminodcido mas rico en nitrogeno, lo
que indica la importancia de la vacuola como reserva de nitrégeno. Los aminoécidos acumulados

en la vacuola 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 citosélica es constante, pero la vacuolar varia
ampliamente, dependiendo de los nutrientes disponibles y de las condiciones de cultivo (Huber-
Wilchli y Wiemken, 1979; Kitamoto ef a/, 1988).

Con respecto a los iones, es importante que la vacuola regule la concentracidon
citosélica de los mismos por varias razones: i) algunos iones como S¢**, Co™ y Pb* son téxicos
en el citosol, i) los iones dtiles incluyendo Ca**, Mg y Zn** pueden ser peligrosos a altas
concentraciones y iii) la concentracién de los iones que juegan un papel regulador debe ser
estrictamente controlada. Otros iones tales como Fe*, Mn™, Co™, Ni** y PO,* también se
acumulan en la vacuola (Klionsky ez al, 1990; Li e al, 2001; Yang e al., 2005). También se ha
descrito un canal de cationes inespecifico a través del cual pueden ser transportados K, Na®, Li*
y otros (Wada ¢f a/., 1987). Sin embargo, mis recientemente se ha descubierto que dicho canal es
el responsable del flujo especifico de Ca®* desde la vacuola hacia el citoplasma (Palmer ef al,
2001).

1.10. EL ANTIPORTADOR Na'"/H" Nhxlp

Nhx1p se encontrd en mutantes Apmal resistentes a estrés salino (Nass ¢ al.,, 1997).
Estos investigadores contaban inicialmente con mutantes Amb7 que carecian de calcineurina lo
que les provocaba sensibilidad a alta concentracién salina. Lo anterior responde a que la
calcineurina promueve la tolerancia a Na* al incrementar la expresién del gene PMR2A4/ENA1
(Nakamura ef 2/, 1993; Mendoza e al., 1994). Sin embargo, las mutantes Apmal, supresoras de
las mutantes Amb7, mostraban una mayor habilidad para almacenar Na®. Se encontr6 que el
almacenamiento de Na" en los compartimentos prevacuolares contribuia a la halotolerancia de la
cepa Apmal (Nass y Rao, 1998). Al analizar el efecto de la eliminacion de NHX7 sobre la
mutante Apmal, se observaba la disminucién 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", Nhx1p (Nass e7 aZ, 1997).

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

mamiferos se requieren para varas funciones celulares como: la regulacién del volumen celular,
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el pH intracelular, la reabsorcion de sodio a través del rifién, intestino y otras membranas
epiteliales (Counillon y Pouysssegur, 2000). Posteriormente, Bowers ¢f @/ (2000) describieron la

participacion de Nhx1p como una proteina involucrada en el trifico de proteinas.

Nhx1p juega un importante papel en el trafico de proteinas, ya que su ausencia altera el
pH endosomal, lo que provoca alteraciones en el envio de proteinas. De hecho, es el primer
intercambiador Na'/H" descrito en levaduras que juega un papel importante en el envio
correcto de proteinas, por lo que el balance idnico intraorganelar pudiera ser importante para la
funcion endosomal en la levadura (Bowers ef a/, 2000). En las mutantes Anbx7 se ha observado
que proteinas membranales de vacuola, del compartimento prevacuolar y de Golgi, las cuales,
nommalmente siguen la via CPY, se acumulan en un PVC agrandado. En contraste con lo

anteror, el trifico en la via ALP no se altera (ver Fig, C).

Nhx1p es una proteina de 633 aminoacidos, con 12 segmentos transmembranales y con
ambos extremos, carboxilo y amino, orientados hacia el citosol. Es una proteina que se
encuentra glicosilada en el extremo carbozilo (Wells y Rao, 2001) y es a través de este segmento
que interactia con la GTPasa Gyp6 (Ali & al, 2004). Nhx1p esti codificado por el gene

YDRA456w que se localiza en el cromosoma IV de la levadura.

El papel principal de este antiportador radica en la regulacién del pH intravesicular de los
compartimentos prevacuolares asi como en el trafico de proteinas. Nhxlp compite con la
proteina YPTGp por su unién a la GTPasa Gyp6. Cuando esta tltima proteina interactiia con
Nhx1p, inhibe la actividad de este antiportador provocando la acidificacion de los CPV; ademds,
se activa la via anterograda que lleva proteinas del aparato de Golgi a los CPV y de estos ltimos
a la vacuola (Fig. C). En cambio, cuando GypGp se une a YPT6p, Nhx1p se activa provocando
el efecto contrario, es decir, alcaliniza los CPV y estimula la via retrbgrada que lleva proteinas de
la vacuola a los CPV y de éste al aparato de Golgi (Ali ez al., 2004).
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L.11. HIPOTESIS

Si la adicién de K a las levaduras incrementa el pH vacuolar (Calahorra ¢ a/,, 1998, Martinez,
1999) y diversos transportadores de iones acoplados a protdn (antiportadores i6n/protdn) han
sido descritos en la vacuola de la levadura, (Klyonsky, 1980; Ohsumi y Anraku, 1983; Eraso e
al., 2004; MacDiarmid ez a/., 2000) es posible que exista un antiportador K'/H" en la vacuola de

S. cerevisiae.

1.12. OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

Llevar a cabo el estudio ## sitw del transporte del K' en la vacuola de 5. erevivae.

OBJETIVOS PARTICULARES

Preparar esferoplastos permeables tratados con zimoliasa en dos cepas de S. cerevisiae
(La Azteca y BY4742), y evaluar la permeabilidad de la membrana plasmatica y la integridad de

los organelos internos (mitocondria y vacuola).

Utilizar los esferoplastos permeables para el estudio de la bioenergética vacuolar (ApH,

Ay ), la cuantificacién del potasio intemo y para la caracterizacion del mecanismo de transporte

del ion potasio a la vacuola.

Evaluar el papel del antiportador Na*/H" Nhx1p en el transporte del K" en la vacuola

de S. cerevisiae.
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2.1, CEPAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se precultivaron células de una colonia aislada de la levadura de panaderfa (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 suspensién se afiadié 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
pof centrifugacién. Se resuspendieron en 250 ml de agua destilada y ayunaron por 16 h en
aereacién a 30°C. La levaduras se colectaron, lavaron y resuspendieron en agua en una
proporcién de 0.5 g peso humedo/ml. Las células usadas para medir el pH vacuolar en
células intactas (La Azteca, S.A) se incubaron en 500 ml de YPD durante 24 h 2 30 °C y
ayunaron de la misma forma antes descrita. Para los experimentos en que se midid la
respiracion, se precultivaron las levaduras por 24 h a 30°C en 100 ml de un medio
compuesto por: extracto de levadura 1%, KH,PO, 0.1%, NH,SO, 0.12% y lactato de sodio
al 2% ajustado a pH 6.6. Al final de esta incubacién, 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 Anbx! (gentilmente donada por la Dra. Rajini Rao), las condiciones de crecimiento
fueron las mismas que para La Azteca, excepto que todos los medios incluyeron uracilo

120 mg/L.

2.2. PREPARACION DE ESFEROPLASTOS

Los esferoplastos de ambas cepas se prepararon como reporta Avéret ef a/ (1998) con
algunas modificaciones: Se utilizé zimoliasa 20T (ICN) y en vista de que las cepas utilizadas
no requirieron nistatina, se omitd el uso de este compuesto. Se lavé 1.0 g de peso hiimedo
de células dos veces con 20 ml de agua destilada y se incubaron 15 min con agitacién suave
232 °C en 20 ml de un buffer compuesto por B-mercaptoetanol 0.5 M y Tris-HCI 0.1 M,

pH 9.3. Al final de esta incubacion, las células se lavaron tres veces con una mezcla de

.45 -



MATERIALES Y METODOS

Buffer A: 4cido 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 ml de
sorbitol 1.35 M, etilen-glicol-bis-(ct-aminoetiléter)-N,N,N’ N’-tetraacetato (EGTA) 1 mM y
fosfato—itrato 10 mM (pH 5.8). Se afiadieron 5 mg de zimoliasa y las células se incubaron
durante 30 min a 32 °C con agitacién 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 °C. Los esferoplastos preparados de células crecidas en
medio con lactato se resuspendieron en un buffer con fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8,
sorbitol 1 M, NaCl 1.7 mM, MgSO, 2 mM, EGTA 0.5 mM y BSA 0.1 %. Inmediatamente
antes de cada ensayo, los esferoplastos se aerearon por 30 min a 30 °C en MES-TEA 10

mM pH 6, sorbitol 1.35 M y BSA 0.1 % y fueron utilizados el mismo dia de su preparacidn.

2.3. PREPARACION 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 volimenes de Buffer C: MES-Tris 10
mM, pH 6.9, MgCl, 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 min. La capa blanca superior de los tubos, que contenia la mayor parte de las
vacuolas, se recolectd y resuspendié en Buffer C con el homogeneizador. Posteriormente, 5
ml de estas vacuolas no purificadas se colocaron en la parte superior de tubos de centrifuga
conteniendo 5 ml de Buffer D: MES-Tris 10 mM, pH 6.9, 0.5 mM MgCl,, 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.

- 46 -



MATERIALES Y METODOS

2.4, POTENCIAL DE LA MEMBRANA PLASMATICA

El potencial de la membrana plasmatica de células intactas y de esferoplastos se estimd
siguiendo la fluorescencia del DiSC,(3) (Molecular Probes) (Pefia ef @/, 1984) bajo las
condiciones descritas en cada ensayo. El trazo se inici6 por la adicion de 25 mg de peso
himedo de levaduras o 2 mg de proteina de esferoplastos. La incubacién se realizd en
MES-TEA 10 mM, pH 6.0, sorbitol 1.35 M, CaCl, 100 puM, pentaclorofendl 10 uM en
presencia o ausencia de glucosa 50 mM. Posteriormente, después de 10 seg, se afiadié 250
nM de cianina, seguido de KCl 10 mM a los 500 seg. La fluorescencia se registrd a 540-590

nm.

2.5. RESPIRACION

El consumo de oxigeno se midié6 con un electrodo Clark a 30 °C en una cdmara de
temperatura controlada, con un sistema de adquisicion de datos. Se utlizaron levaduras
crecidas en medio de lactato y bajo aereacion vigorosa. En el caso de levaduras intactas, se
utilizaren 25 mg de peso himedo de las mismas y se incubaron en HEPES-TEA 10 mM,
pH 7 en un volumen final de 5 ml. En el caso de los esferoplastos, éstos se obtuvieron de
las mismas levaduras crecidas aerdbicamente en lactato. Se aerearon 2 mg de proteina de
esferoplastos durante 30 min a 30 °C y se incubaron en: KH,PO, 10 mM (pH 7.0), sorbitol
1 M, BSA 0.1%, NaCl 1.7 mM, MgSO, 2 mM y EGTA 0.5 mM a un volumen final de 5 ml.
Cada uno de los substratos se utiliz4 a una concentracién de 10 mM (Jactato, glicosa y
piruvato ajustados a pH 7.0), excepto el etanol cuya concentracién fue 109 mM y 100 uM
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 complementé con ATP 2 mM,

NAD* 2 mM y NH,CI 10 mM.

2.6. FLUJO DE NUCLEOTIDOS EN ESFEROPLASTOS

Se prepararon los esferoplastos y se tomaron alicuotas a distintos tlempos de incubacién
con zimoliasa; se agitaron brevemente, se centrifugaron y se recuperé el sobrenadante. Las
proteinas se precipitaron con 4cido tricloroacético al 25% y se midieron los nucleétidos por

absorbancia a 260 nm en el sobrenadante desproteinizado.
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2.7. FLUJO DE PROTEINAS EN LOS ESFEROPLASTOS
Se prepararon los esferoplastos y se tomaron alicuotas a distintos tiempos de incubacién
con zimoliasa; se agitaron brevemente, se centrifugaron y se recuperd el sobrenadante. Las

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

2.8. ENSAYO DE GLUCOSA 6-FOSFATO DESHIDROGENASA

Durante la preparacion de los esferoplastos, se tomaron alicuotas a distintos tiempos de
incubacién 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 llevé a
cabo de acuerdo con Avéret et a/. (1998) con ligeras modificaciones. 1 mg de proteina de
esferoplastos se preincubb durante 10 min a 25°C en HEPES-TEA 20 mM, pH 74 y
sorbitol 1 M. A continuacién se afiadi6 glucosa 6-fosfato 3 mM y antimicina 20 pg/mly la
reaccion se inici6 con NADP' 0.13 mM. Se siguié la absorbancia 2 340 nm durante 5 min a

25°C.

2.9. PRODUCCION DE NADH EN ESFEROPLASTOS Y EN LEVADURAS

Los esferoplastos se prepararon como ya se aescdbié. Se utilizaron 25 mg de peso himedo
de levaduras o 1 mg de proteina de esferoplastos previamente aereados durante 30 min a
30°C. Para ambos casos, el medio de incubacién fue MES-TEA 10 mM, pH 6 y sorbitol
1.35 M. Se observ el efecto de glucosa 50 mM y KCl 50 mM y la produccién de NADH

se sigui6 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 himedo) provenientes de
células tratadas segtin se indica en casa caso, se diluyeron en 5 ml de MES-TEA 10 mM
(pH 6.0). Se lisaron en un bafio de agua a ebullicién durante 20 min y se centrifugaron. La
concentraciéon de K' se midié en una dilucién adecuada del sobrenadante con un

fotémetro de flama Zeiss PF5.
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2.11. ACTIVIDAD DE ATPasa

La actividad de ATPasa se midio en los esferoplastos de acuerdo con Calahorra et a/. (1987)
con algunas modificaciones. El ensayo se realizb con 0.25 mg de proteina en 250 pl de
MES-TEA 10 mM, pH 6.0, MgCl, 5 mM, ATP-Tris 0.5 mM y molibdato de amonio 1
mM. Donde se indica, se afiadié bafilomicina 10 uM, dietilestilbestrol (DES) 2.5 mM y
azida de sodio 2 mM. La reaccién se inicid con la adicién de la proteina y la mezcla se
incubé 10 min a 30°C. La reaccién se detuvo con la adicién de 100 pl de 4cido
tricloroacético 30% y los tubos se transfirieron a un bafio de hielo. Se centrifugaron, y el

fosfato liberado se midi6 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 monitored el transporte del jon
potasio. Se siguié la toma de potasio midiendo la concentracién externa con un electrodo
selectivo de potasio conectado a un potencidmetro (Beckman Selection 2000) y una

computadora. La mezcla contenia: 1 mg de proteina de esferoplastos en MOPS-TEA 1
mM, pH 7.0, sorbitol 1.35 M y BSA 0.1%, ademis de vanadato de sodio 50 uM y
oligomicina 5 pg/mg proteina en un volumen final de 5 ml a 30°C. Los trazos se iniciaron
después de 10 seg con la adicién de los esferoplastos; donde se indica se afiadié ATP -Mg®*
5 mM o PCF 10 pM. En los trazos con bafilomicina A,, 10 uM y con el derivado de la
amilorida (5-[N,N-hexametilen]-amilorida) 5 pM, ambos inhibidores fueron afiadidos

desde el principio del trazo. Los cambios fueron calibrados por adiciones de KCI 10 uM.

2.13. POTENCIAL DE MEMBRANA VACUOLAR

La generacién del potencial de membrana (Ay) en la vacuola fue seguido por el
apagamiento de la fluorescencia del oxonol V (Calahorra es 4/, 1987). Los esferoplastos (1
mg de proteina) se afiadieron a la celda del espectrofotémetro conteniendo MES-TEA 10

mM, pH 6.0, sorbitol 1.35 M, MgSO, 5 mM, 50 uM de vanadato de sodio y oligomicina 5

ug/mg proteina. Para dar seguimiento al potencial de membrana positivo del interior de la
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vacuola generado por el ATP, se afiadié oxonol V 2 uM vy la reaccidn se inicié6 con ATP-

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

2.14. ELECTROPORASION DE LAS CELULAS COMPLETAS CON PIRANINA

La electroporacién de la piranina se realiz de acuerdo con Pefia e a/. (1995), utilizando un
Pulsador BioRad gene que contiene un controlador de pulso. La suspension celular (0.7 ml)
y 20 pl de piranina 100 mM se colocaron en una celda con 0.4 mm de separacidn, y se
aplicé un pulso de 1500 V, 25 uF y 200 Q, con una duracién de aproximadamente 3 mS.
Las células se centrifugaron y lavaron tres veces con agua por centrifugacién en una
microfuga Beckman por 10 seg; se resuspendieron en la relacién original de 0.5 g/mi de

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

2.15. INTRODUCCION DE PIRANINA A LA VACUOLA DE CELULAS
INTACTAS )

Después de la electroporaciéon de 350 mg de células (peso hiimedo), fueron incubadas en
MES-TEA 10 mM, pH 6.0, glucosa 10 mM y KCl 10 mM en un volumen final de 5 ml
durante 1 h a 30 °C en agitacidén suave. Las células fueron centrifugadas y lavadas tres veces

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

2.16. INTRODUCCION 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, MgSO, 5 mM, vanadato de sodio 50
UM, piranina 3 pM, durante 1 h a 30°C en agitacién suave. Los esferoplastos se
centrifugaron, lavaron tres veces en Buffer B y se resuspendieron en el mismo medio. Las
vacuolas (1 mg de proteina) se incubaron bajo las mismas condiciones, excepto que sin

agregar vanadato de sodio.

_50 -



MATERIALES Y METODOS

2.17. MEDIDA DEL pH VACUOLAR EN ESEEROPLASTOS Y VACUOLAS
AISLADAS

El pH vacuolar de los esferoplastos o de las vacuolas aisladas se midié de acuerdo con
Pefia e al (1995), sin electroporacién. Los esferoplastos (1 mg de proteina) o vacuolas
preincubadas con piranina (ver arriba), se incubaron en 2 ml de MES-TEA 10 mM, pH 6.5,
sorbitol 1.35 M, BSA 0.1% y MgSO, 5 mM. Los cambios de fluorescencia se siguieron a
460 nm y 520 nm. Los célculos del pH se hicieron de acuerdo con Pefia e a/. (1995). La
piranina total se calculd restando el valor de la fluorescencia con NH,OH 100 mM, menos
el valor con acido propidnico al 50%. La piranina externa se evalud por la fluorescencia a
pH 8 (Bicina-TEA 10 mM, pH 8, sorbitol 1.35 M) menos el valor a pH 4 (acido tartarico
10 mM, pH 4, sorbitol 1.35 M) y multiplicado por el factor de correccién 1.16. La piranina
interna se calculd restando la piranina total menos la piranina externa. Se usaron los valores
de fluorescencia corregidos correspondientes a las formas acida y basica de la piranina para
calcular el pH interno utilizando la ecuacién 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 espectrofluorémetro DMX-
1000 equipado con una camara con temperatura regulada y un agitador magnético,

conectado a un sistema de adquisicién de datos (SLM Instruments; Urbana, IL, USA).

2.18. MICROSCOPIA CONFOCAL

Las imagenes confocales se obtuvieron con un sistema de barrido laser MCR 1024 BIO-
RAD equipado con una fuente de rayo liser enfriado con Kr/Ar y unido a un microscopio
invertido Nikon TMd 300. Las imagenes se colectaron con un objetivo Nikon 40X de
inmersién en aceite. Los esferoplastos de La Azteca con piranina dentro de la vacuola (ver
arriba), se excitaron a 488 nm con luz liser y se recogié la luz emitida a 585 nm. Las
imagenes confocales se observaron, proceéaron y convirtieron a formato TIFF con el

programa Confocal Assistant 4.2 Todd Clark.

2.19. PROTEINA

La proteina se determiné 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).

.52 .



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 sifu del transporte del K’
en la vacuola de la levadura. Antes de proceder a la preparacion de esferoplastos
permeables que permitieran el acceso directo a la vacuola, la primera prueba consistié
en observar el efecto de la nistatina sobre la permeabilidad de la membrana plasmatica
en levaduras. Para esto se estimd el potencial de membrana con la cianina DiSCs(3)
(Pefia ef al., 1984).

control
14000 = con nistatina
£ 120004 ket
£
-g 10000 + Kl
d g
'§ £ 8000 < ontrol
29
§%
E E 6000 =
- Kcl
[ . .
§ 4000 = cianina sin nistatina
g
S 2000+
. Levaduras
0 s T ¥ T 1
0 100 200 300 400
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Fig. 1. Potencial de Ia membrana plasmitica en levaduras intactas y tratadas con
nistatina. Se registraron los cambios de fluorescencia del DiSCs(3). La incubacion se
realiz6 en MES-TEA 10 mM, pH 6.0, CaCl, 100 pM, pentaclorofenol 10 pM y glucosa
50 mM. El trazo se inici6 con la adicion de 25 mg de peso himedo de levaduras tratadas
o sin tratar 10 min con nistatina (20j1g/mg peso himedo de levaduras). Se afiadio 0.25

UM de cianina después de 10 seg vy seguido por KCl 10 mM a los 200 seg, La
fluorescencia se registro a 540-590 nm.

La cianina es un colorante fluorescente que se introduce a la levadura en respuesta al
potencial de la membrana plasmatica. Una vez dentro de la levadura, la fluorescencia de
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este colorante se incrementa lo que constituye una medida cualitativa del Ay en dicha
membrana (Pefia ef 4/, 1984). La Fig.1 muestra que las levaduras no tratadas con el
antibidtico fueron capaces de establecer el potencial de membrana en presencia de glucosa,
el cual ademis es abatido tras la adicion de K'. En contraste con esto, en las levaduras
tratadas 10 min con nistatina (20 pg/mg peso himedo de levaduras), la fluorescencia
aumentd mucho mas, probablemente por un aumento simple de la permeabilidad de la
membrana, pero la adicién de K no provocé ningin cambio significativo en la
fluorescencia, lo cual demostrd que el transporte de K* a través de la membrana plasmatica

se encontraba abatido.

3.2 RESPIRACION MITOCONDRIAL EN ESFEROPLASTOS

Una vez comprobado el efecto permeabilizante de la nistatina en las levaduras, se
procedio a la preparacién de los esferoplastos permeabilizados. De acuerdo con Avéret ef
al. (1998), la nistatina agregada a los esferoplastos torna permeable su membrana plasmatica
dando lugar a una mayor respir"a::ién en los esferoplastos que en las levaduras intactas con

sustratos externos.

Procedimos a determinar la concentracién éptima de nistatina capaz de acelerar la
respiracion en esferoplastos pero sin causar alteraciones en la mitocondria, es decir, que en
teoria, permeabilizara la membrana plasmatica pero mantuviera acopladas las mitocondrias.
Para esto se prepararon esferoplastos y se midié la respiracion con é4cido lictico en

presencia de distintas concentraciones de nistatina.

La Tabla 1 muestra que la incubacion de los esferoplastos con nistatina 2.5 pM y 5 pM
acelerd la respiracion sin ADP. En contraste con lo anterior, en presencia de ADP la
respiracién disminuyd. A mayores concentraciones de nistatina el efecto estimulador
desaparecio, y la respiracién fue menor que en el ensayo sin nistatina, sobre todo en
presencia de ADP. Lo anterior se ve reflejado en el valor de los cocientes Edo3/Edo4 para
cada caso (cabe hacer notar que a dicho cociente no se le denomina coeficiente respiratorio
(CR) porque no se utilizé la minima concentracién de ADP requerida). Ademds se realizo
un control de respiracion en levaduras intactas en las cuales se observé estimulacion de la

respiracion con acido lictico pero no con ADP (no se muestra).
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En estos experimentos mostraron que: a) en ausencia de nistatina se presentd la mayor
velocidad de respiracion, lo que significa que los esferoplastos son permeables atin sin
nistatina; b) los esferoplastos sin nistatina mostraron la respiracién mitocondrial mejor
acoplada y, c) ain a baja concentracién, la nistatina desacopla la respiracién en los

esferoplastos.

Tabla 1. Respiracién de esferoplastos con lactato e incubados con nistatina

natg Oz/min/mg
Edo 4 Edo 3
Conc.
Nistatina Sin ADP Con ADP Edo3/ Edo 4
(ng/mg prot)

0 224+ 8§ 559 £7 2.5
25 250+ 9 525+ 5 21
5 243+ 8 364.5+7 1.5
10 220+7 2866 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 proteina de
esferoplastos de levadura crecida en lactato y bajo aereacién vigorosa y se incubaron en un volumen
total de 5 ml de buffer con sorbitol 1 M, NaCl 1.7 mM, MgSO4 2 mM, KH,PO4 10 mM, EGTA 0.5
mM y BSA 0.1% pH 6.8. Se midi6 el consumo de oxigeno con lactato 10 mM y ADP 0.1 mM. En
los ensayos con lactato se adicioné NAD* 2 mM y la nistatina fue afiadida al inicio de la incubacién
a la concentracién correspondiente (Ug/mg proteina de esferoplastos). Los resultados se expresan
como natg O/mg proteina consumidos y son el promedio de tres experimentos + SD.

Los resultados obtenidos cambiaron la concepcion inicial que teniamos acerca de la
preparacién de esferoplastos permeables. En la mayoria de estos los trabajos reportados se
utiliza un agente permeabilizante (Manon y Guérin, 1997; Avéret ef 4/, 1998; Noubhani e
al., 2000). En este caso se observd que después del tratamiento con zimoliasa, la membrana
plasmatica de los esferoplastos sufria una alteracion, de naturaleza ain desconocida, pero
que aparentemente permitia el acceso de moléculas como el ADP al interior de los
esferoplastos, el cual en levaduras intactas no estimul6 la respiracién (no se muestra).
Ademas, los esferoplastos mantuvieron la funcionalidad de los organelos internos. Esto es

semejante al reporte en el cual se estudié el transporte vacuolar de Ca™ en esferoplastos de
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Candida parapsilosis sin la aplicacién de ningin permeabilizante (Milani ef a/, 2001), con la

tnica diferencia de que en dicho trabajo los esferoplastos se prepararon con liticasa.

Se procedié a medir la respiracion 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 ez a/, 1995; De Hertogh et al, 2002). Se
utilizé glucosa, la cual es transportada a través de los transportadores Hxtp (Elbing ef al,
2004) y etanol, libremente permeable en las membranas bioldgicas. La Tabla 2 muestra la

estimulacion de los esferoplastos sin sustrato.

Tabla 2. Velocidad de consumo de oxigeno en esferoplastos
natg 0,/min/mg

Edo. 4 Edo. 3 % estimulacién

Sustrato Sin ADP Con ADP Sin ADP Con ADP | Edo3/ Edo 4

Ninguno 105+ 9 — e || e —

Lactato 224+ 8 559 + 7 113 432 25
Piruvato 177+ 18 406 £ 11 69 286 2.3
Glucosa 169 + 10 334 + 26 61 218 2.0
Etanol 153 £ 12 275+18 46 161 1.8

Tabla 2. Consumo de oxigeno en esferoplastos con distintos sustratos. 2 mg de proteina de
esferoplastos obtenidos de levaduras La Azteca crecidas en lictico y bajo aereacion vigorosa, fueron
aereados 30 min a 30°C e incubados en un volumen total de 5 ml de buffer con sorbitol 1 M, NaCl
1.7 mM, MgS50: 2 mM, KHPO: 10 mM, EGTA 0.5 mM y BSA 0.1% pH 6.8. Se midi6 el
consumo de oxigeno utilizando 10 mM para cada sustrato (excepto para etanol que se utilizé a 109
mM) y ADP 1 mM. En los ensayos con lactato y etanol se adicioné NAD* 2 mM y con glucosa se
adicioné ATP-Tris 2 mM, NAD* 2 mM y NH4Cl 10 mM. Los porcentajes se expresan con respecto
al control sin sustrato y sin ADP. Los resultados se expresan como natg O/mg proteina
consumidos y son el promedio de tres experimentos £ S.D.

En el Estado 4, la respiracién con piruvato y lactato se aceler6 entre un 70% y mas del
100% respectivamente con respecto al control sin sustrato. Con glucosa y etanol también

se acelerd de manera significativa. Lo mas interesante es que los valores de Edo3/Edo4
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mostraron un buen acoplamiento mitocondrial en todos los casos. Este experimento
comprobé la permeabilidad de los esferoplastos y que es posible llevar a cabo estudios in
situ de respiracion mitocondrial gracias a que el ADP ingresa a los esferoplastos

permeabilizados y las mitocondrias muestran una respiracién acoplada.

En otra serie de experimentos (no mostrados), se observd que el desacoplante CCCP
(2.5 uM) estimula la respiracion. 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 respiracidn con distintos sustratos, se obtuvieron resultados muy semejantes

en la cepa BY4742 en relacion a los de La Azteca (no mostrados).

La Tabla 3 muestra la respiracién 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 oxigeno en levaduras

Porcentaje
SUSTRATO natg O,/min/mg estimulacién con
' sustrato

Ninguno 24471 | -
Lactato 28.6 + 8.6 171
Piruvato 347+ 10 42

Glucosa 2824+ 9.3 15.4
Etanol 33.4+ 9.5 36.7

Tabla 3. Velocidad de consumo de oxigeno en levaduras con distintos sustratos. Se
utilizaron levaduras La Azteca crecidas con lactato bajo aereacién vigorosa, como se describe en
Materiales y Métodos. Se incubaron 25 mg de peso humedo de levaduras en HEPES-TEA 10 mM,
pH 7. Cada uno de los sustratos se utilizé a 10 mM, excepto para el etanol cuya concentracién fue
de 109 mM. Los porcentajes se expresan con respecto al control sin sustrato. Los resultados se
expresan como natg O consumido por min por mg de peso himedo de levaduras y son el
promedio de tres experimentos * S.D.
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Las levaduras transportan los sustratos y la respiracién con piruvato fue mayor que con
lactato. Este fenémeno ya ha sido descrito por De Hertogh ef al (2000) quien reporta que
la Vmax para el piruvato del transportador Jenlp es mayor que para el lactato. Ademis, fue
mucho mayor la estimulacion de la respiracién en los esferoplastos en relacién con las
levaduras. Para el caso del lactato y en ausencia de ADP, en los esferoplastos se estimula

cast siete veces mas que en las levaduras, debido a la permeabilidad de estos.

3.3. POTENCIAL DE LA MEMBRANA PLASMATICA

La entrada de sustratos mitocondriales en los esferoplastos fue un importante indicio
de la alteracion de la permeabilidad de la membrana plasmitica. Por lo tanto, se estimé
conveniente llevar a cabo una evaluacion cualitativa del potencial de membrana plasmitica
en esferoplastos y compararlo con el de levaduras intactas. Se aplicé la técnica descrita por
(Pefa ef al., 1984) en la cual se utiliza la cianina como sonda fluorescente. La Fig, 2 muestra
los cambios de fluorescencia de DisSC, (3) de las levaduras y los esferoplastos incubados

con glucosa y el efecto del KCl sobre el potencial de la membrana plasmitica.

En las levaduras (trazos inferiores) se observd un aumento de la fluorescencia que
indica la existencia de potencial de membrana plasmitica producido por la H'- ATPasa
plasmitica, y el incremento de la fluorescencia es la respuesta de la cianina al ser
internalizada por las levaduras (Pefia ef a/, 1984). La existencia del potencial se verifica por
la adicién de KCl. Debido a que el transporte de KCl en las células se lleva a cabo gracias al
potencial de membrana (negativo en el interior), la entrada de K* en la levadura abate el

potencial de la membrana plasmitica, produciendo una disminucion en la fluorescencia.

Los esferoplastos mostraron un comportamiento muy distinto al de las levaduras. Se
observd un incremento mayor de la fluorescencia por la entrada del colorante,
independiente del potencial de la membrana plasmitica. Lo anterior se verificé con dos
observaciones: 4) la fluorescencia de la cianina decrece lentamente con el tiempo y, b) el

KClI no abate el potencial de la membrana plasmitica de los esferoplastos.

Estos resultados demostraron que la membrana plasmitica de los esferoplastos se
encontraba permeabilizada y que tanto el potencial de la membrana plasmitica como el
transporte del K” a través de dicha membrana, se encontraban abatidos.
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Fig. 2. Potencial de la membrana plasmatica en levaduras intactas y esferoplastos. Se
registraron los cambios de fluorescencia del DiSC;s(3). La incubacidn se realizé en MES-TEA 10

mM, pH 6.0, sorbitol 1.35 M, CaClz 100 uM, pentaclorofenol 10 pM con o sin glucosa (G) 50 mM.
El trazo se mici6 por la adicién de 2 mg de proteina de esferoplastos o 25 mg de peso himedo de
levaduras. Se afiadié 250 nM de cianina después de 10 seg, seguido por KCl (K*) 10 mM a los 500
seg. La fluorescencia se registrd a 540-590 nm.

3.4. PRODUCCION DE NADH

En vista de que nuestro principal objetivo fue estudiar el transporte a través de la
vacuola, el cual depende de la actividad de la V-ATPasa, era indispensable conocer el

estado energético de los esferoplastos y mas especificamente su capacidad fermentativa.

En el laboratorio contamos con una técnica que muestra de manera ripida la capacidad
fermentativa de las levaduras y en este caso de los esferoplastos. La aparicion de un pico de
NADH en las levaduras incubadas con glucosa fue descrito por Pefia ef al (1967). La
adicién de glucosa levaduras ayunadas provoca un aumento del NADH producido en la
primera parte de la glucolisis debido a la oxidacion del gliceraldehido 3-fosfato.
Posteriormente, los niveles de NADH retornan a las concentraciones basales debido a que

la descarboxilacion del piruvato a acetaldehido utiliza NADH.
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La Fig. 3 muestra los niveles de NADH en levaduras y esferoplastos después de la
adicién de glucosa. En las levaduras ayunadas (trazos inferiores), el comportamiento fue
como el que se ha descrito (Pefia ¢f al, 1967). Y puesto que el KCl acelera la glucdlisis, su
adicién provoca una mayor aparicién de NADH. En este tiltimo proceso el incremento del

pH citoplasmico también juega un papel importante (Pefa ef 4/, 1967, 1969).
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Fig. 3. Produccién de NADH en esferoplastos y levaduras. Medio de incubaciéon: MES-TEA
10 mM, pH 6.0, sotbitol 1.35 M. Se utilizaron 25 mg de peso himedo de levaduras o 1 mg de

proteina de esferoplastos previamente aereados durante 30 min a 30°C. Se observé el efecto de la
glucosa 50 mM y KCl 50 mM, y la produccién de NADH en esferoplastos y levaduras fue
monitoreada por cambios en la fluorescencia a 340-460 (ex/em).

En contraste con lo anterior, la produccion de NADH en los esferoplastos no se
incrementa con la adicién de glucosa ni de KCL La falta de respuesta a la glucosa y al K” en
los esferoplastos se debié probablemente a la liberacién de los cofactores de la glucélisis,
debido a la permeabilidad de la membrana plasmatica. De hecho, la respiracion

mitocondrial con glucosa como sustrato requirié de cofactores como ATP, ADP y NH,CI
(ver Tabla 2).

- 60 -



RESULTADOS

Estos resultados mostraron que los esferoplastos presentan una glucélisis abatida. Este
hecho fue una ventaja para el modelo porque no fue necesatio inhibir la glucélisis en los
esferoplastos. De esta forma, no se encontrd interferencia de esta ruta metabdlica en el
estudio del transporte en la vacucla /7 sit#; ya que para realizar dicho estudio el factor
ptincipal es el control del estado energético del sistema del cual depende la principal

enzima vacuolar, la V-ATPasa.

3.5. LIBERACION DE NUCLEOTIDOS, PROTEINAS Y ACTIVIDAD DE UNA
ENZIMA CITOPLASMICA

La Fig. 4 muestra la curva de seguimiento de la formacién de esferoplastos. El
rendimiento en la formacién de los éstos se cuantificd por el cambio de densidad 6ptica
(DO) a 660 nm. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos de incubacion de las levaduras
con zimoliasa. Los esferoplastos presentes se lisaron en agua destilada provocando la
disminucién de la absorbancia a 660 nm. La Fig. 4 muestra un rendimiento del 80% a los
20 min en la produccidn 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
cultive durante la incubacion 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 plasmitica de los esferoplastos se evalud por la
liberacién de nucleétidos y de proteinas, asi como por la actividad de una enzima citosélica
cuantificada con sustrato externo. La Fig. 4 muestra que la liberacion de nucleétidos y de
proteinas siguié un patrén paralelo al de la aparicién de los esferoplastos (seguida por la
disminucién de la DO a 660 nm). Conforme se van formando los esferoplastos
permeables, se liberan al medio nucleotidos de su interior y proteinas provenientes de la
pared celular degradada y del espacio periplismico (ver seccion 4.2 de Discusion). A su vez,
la actividad de una enzima citosélica (glucosa 6-P deshidrogenasa), con la adicion externa
del sustrato (glucosa 6-P y NADP*), mostrd un incremento paralelo al de la liberacion de

nucleétidos y proteinas.
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Estos resultados comprobaron que los esferoplastos de ambas cepas (La azteca y
BY4742) eran permeables después de la incubacién con zimoliasa y sin necesidad de

adicionar ningun agente permeabilizante extra.
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Fig. 4. Liberacién de nucledtidos, proteinas y actividad de glucosa G6-fosfato
deshidrogenasa durante la formacién 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 alicuotas a distintos tiempos de incubacién para realizar los
siguientes ensayos. Cirow/os) Los esferoplastos fueron diluidos en buffer B y se observo el cambio de
DO a 660 nm con respecto al valor a 0 min. Cuadros) Los esferoplastos se lisaron en agua destilada
y los valores se expresan como el porcentaje de disminucién de la DO a 660 nm. Romboides) La
actividad de la glucosa G-fosfato deshidrogenasa se midi6 como se describi6 en Materiales y
Meétodos. La absorbancia a 340 nm se siguié durante 5 min a 25°C. Lined) Para medir la salida de
nucleétidos, los esferoplastos se agitaron suavemente y se centrifugaron, y los nucledtdos se
midieron a 260 nm en el sobrenadante desproteinizado. Tridngwos). Para medir el flujo de proteina,
los esferoplastos se agitaton y centrifugaron y la proteina se midié en el sobrenadante a 280 nm.
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3.6. CUANTIFICACION DEL POTASIO EN LOS ESFEROPLASTOS
(POTASIO VACUOLAR)

La permeabilidad de la membrana plasmatica de los esferoplastos provocd la pérdida
del potasio citoplismico; 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.

T abla 4. Contenido de K™ (lequiv./g peso hiimedo) en levaduras intactas y

esferoplastos (vacuolar)

La Azteca Levaduras intactas Esferoplastos (vacuola)
No ayunadas 125412 69+£8

Ayunadas 75+8 263+7
BY4742 Levaduras intactas Esferoplastos (vacuola)
No ayunadas 101.8 + 10 41.5%9

Ayunadas 65.8+8 2346

Tabla 4. Se diluy6 una cantidad equivalente de peso hiimedo de levaduras o esferoplastos (20 mg)
en 5 ml de MES-TEA 10 mM (pH 6.0), 1.35 M sorbitol. Las suspensiones se incubaron a ebullicién
en bafno Maria durante 20 min y se centrifugaron, utilizando el sobrenadante para medir la

concentracién del ion potasio en un flamémetro Zeiss PF5. Los resultados se indican en pequiv.
K*/g de peso hiimedo de levaduras o esferoplastos y son el promedio de tres experimentos * S.D.

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 pequiv. K'/g peso himedo de levadura) mantuvieron un 55% del potasio inicial
mientras que los preparados de levaduras ayunadas ([K'] total 150 mM o 75 pequiv. K'/g
peso himedo de levadura) retuvieron solamente 35% de este catién. En el caso de la cepa
BY4742, el porcentaje de retencién 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
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homeostasis ionica de la levadura (Klyonsky e a/, 1990) y en que este organelo almacena

hasta ocho veces mas K* que el citosol (Okorokov e a/, 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 patte del potasio vacuolar se libera hacia el citoplasma durante el ayuno,
y apunta atin mas hacia el importante papel de la vacuola en la regulacién de las

concentraciones internas del K' en la levadura.

3.7. ACTIVIDAD DE LAS ATPasas

Se midio la actividad de las tres distintas ATPasas, utilizando inhibidores especificos:
bafilomicina A, para la V-ATPasa, dietilestilbestrol (DES) para la ATPasa plasmatica, azida
de sodio para la F-ATPasa y molibdato de amonio para las fosfatasas. Con un 64% de
inhibicién de la actividad con DES, la mayor actividad fue para la ATPasa plasmatica, en
coincidencia con Serrano (1980) quien reporta que la actividad de la ATPasa plasmatica
representa el mecanismo de mayor consumo de ATP en la levadura. En vista de la alta
actividad de esta enzima, se anadio vanadato de sodio 50 pM en varios ensayos realizados

en este trabajo (en cada uno se indica).

El porcentaje de inhibicién con la bafilomicina A, mostré que el 25% de la actividad
correspondia a la V-ATPasa. Por ltimo, no se observé ningin 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-ATPasa es muy baja, que no es estimulada por desacoplantes y que
solamente puede ser medida en medios hipoténicos o en presencia de agentes
permeabilizantes lo cual coincide con lo reportado por Venard ef 4/ (2003). Sin embargo, se
afiadié oligomicina (5 pg/mg prot) a todos los ensayos para evitar cualquier posible
interferencia de esta enzima. En los ensayos de ATPasa realizados en presencia de mas de
un inhibidor se obtuvieron resultados congruentes con el porcentaje de inhibicién obtenido
con cada uno por separado y ademas, el ensayo realizado en presencia de los tres

inhibidores present6 una inhibicién del 90% de la actividad total.
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Tabla 5. Actividad de ATPasa en esferoplastos de La Azteca

Inhibidor nmol Pi/mg/min % inhibicion
Ninguno 96+ 15 0
Bafilomicina A, (10 uM) 72412 25
DES (2.5 mM) 34+ 8 64.2
Azida de sodio (2 mM) 97+ 9 0
DES y azida de sodio 33+ 9 65.7
DES y Bafilomicina A, 93 90.4
Azida de sodio y Bafilomicina A, 73 +10 237
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 midié de acuerdo con Calahotra ¢f a/. (1987) con
algunas modificaciones. El ensayo se realizé con 0.25 mg de proteina en 250 pl de MES-TEA 10
mM (pH 6.0), MgCl, 5 mM, ATP-Ttis 0.5 mM y molibdato de amonio 1 mM. Donde se indica, se
anadié bafilomicina 10 uM, dietilestilbestrol (DES) 2.5 mM y azida de sodio 2 mM. La reaccién se
inicio con la adicion de la proteina. La mezcla se incubé 10 min a 30°C. La reaccion se detuvo con
acido tricloroacético, y los tubos se transfirieron a un bafio 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 plasmitica permitié 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 catién.

En la Fig. 5 se observa que la adicién de ATP-Mg*" provoca la desaparicién del potasio
externo. Dicho fenémeno se inhibié con la bafilomicina A, inhibidor especifico de la V-
ATPasa, lo cual sugiere que el potasio fue transportado a la vacuola. Ademds, la adicién de
pentaclorofenol (PCF) también revirtié el efecto del ATP-Mg*’, indicando el requerimiento
del gradiente de protones a través de la membrana vacuolar para la entrada del potasio. Se
observé ademds un efecto del derivado de la amilorida sobre el transporte de potasio; 5 pM

del compuesto provoco una salida considerable de este catién.
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Fig. 5. Transporte de ion potasio en esferoplastos de La Azteca. Los esferoplastos se
incubaron como sigue: 1 mg de proteina de esferoplastos en MOPS 1 mM, pH 7.0, sorbitol 1.35 M,

BSA 0.1%, vanadato de sodio 50 UM y oligomicina 5 jg/mg prot., en un volumen final de 5 ml 2
30 °C. Los trazos se iniciaron después de 10 seg con la adicidn de los esferoplastos; ATP-Mg?* 5
mM o PCF 10 uM se afadieron donde se indica. En los trazos con bafilomicina Ay 10 UM y con el
derivado de la amilorida (5-[N,N-hexametilen]-amilorida) 5uM, ambos inhibidores fueron afiadidos

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 (Ay) en los esferoplastos. La actividad de la V-
ATPasa, con la adicién de ATP-Mg™, estableci6 el potencial de membrana vacuolar. El Ay
vacuolar favorece la acumulacién del oxonol V en la vacuola, que se observé como una
disminucién de la fluorescencia después de la adicion del ATP. Los desacoplantes como
CCCP y PCF abaten el Ay vacuolar, produciendo un aumento de la fluorescencia.
Resultados similares se observaron en la cepa BY4742 (Fig. 6B).

La Fig. 6C muestta que la bafilomicina A,, inhibidot de la V-ATPasa, impidié la
creacion del Ay después de la adicion del ATP. La adicién de glucosa no produjo ninguna

respuesta en el Ay, de acuerdo con el bajo nivel de la glucdlisis en los esferoplastos. Por

otra parte, en ambas cepas (Figs. 6B y 6C), la adicién de KCI a alta concentracién (200
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mM) no provocé un cambio significativo en el Ay, lo cual sugitié que el transporte del ion
potasio en la vacuola era independiente del potencial, probablemente por un

intercambiador K /H",
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Fig. 6. Potencial de la membrana vacuolar en los esferoplastos. Se monitore6 el potencial de
membrana vacuolar en esferoplastos siguiendo los cambios de fluorescencia a 580-640 nm (ex/em).
La mezcla de incubacién contenia: MES-TEA 10 mM (pH 6.0), sorbitol 1.35 M, MgSQ4 5 mM,
vanadato de sodio 50 uM, y oligomicina 5 pg/mg proteina; en un volumen final de 2 ml. Bl trazo
comenzd a los 5 seg por la adicién de 1 mg de proteina de esferoplastos, seguido por 2 uM de
oxonol V. A) Efecto del ATP-Tris 5 mM y de desacoplantes (PCF y CCCP) 10 pM en La Azteca.
B) Efecto del ATP-Ttis 5 mM, de desacoplantes (PCF y CCCP) 10 uM y de KCI 200 mM después
de la adicion de ATP en la cepa BY4742. C) Efecto de ATP-Ttis 5mM en presencia de bafilomicina

A1 10 uM o de glucosa 10 mM y de KCI1 200 mM después de la adicion de ATP en La Azteca.

3.10. pH VACUOLAR

El pH vacuolar se cuantificé en esferoplastos con pitanina en la vacuola. En contraste
con las levaduras, la introduccién de la piranina a la vacuola de los esferoplastos no
requiete de electroporacién, sino sélo de incubacion con ATP-Mg*" y el colorante. La Fig.
TA muestra los esferoplastos incubados con piranina en presencia de ATP-Mg* y la Fig.
7B en ausencia de ATP-Mg®*. Ademis, la entrada de piranina a la vacuola se inhibi6 con
bafilomicina 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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A

Fig. 7. Entrada de la piranina a la vacuola en los esferoplastos. Para incorporar la
piranina en la vacuola de los esferoplastos, se incubd 1 mg de proteina de esferoplastos 1 h
a 30°C en agitacién suave en MES-TEA 10 mM, pH 6, sorbitol 1.35 M, BSA 0.1% (Buffer
B), con vanadato de sodio 50 uM y piranina 3 uM, en presencia (A) o ausencia (B) de ATP-
Mg™ 5 mM (ver Materiales y Métodos). Los esferoplastos se lavaron tres veces por
centrifugacion en Buffer B y al final s resuspendieron en este mismo,
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La Fig. 8 muestra el efecto del ATP sobre el pH vacuolar. En presencia de ATP-Mg™,
la V-ATPasa bombea protones al interior de la vacuola provocando la disminucién del pH
vacuolar. El efecto del ATP-Mg®* se inhibié por la bafilomicina A,, lo cual demostrd que,
efectivamente, se trataba de la vacuola. Por otro lado, la pequefia alcalinizacién provocada
por el K' sugiri6 nuevamente la presencia de un antiportador K'/H" en la membrana

vacuolar.
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Fig. 8. pH vacuolar en esferoplastos. La piranina se incorpord a la vacuola segin 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 MgSO4 5 mM. Los trazos se iniciaron con 1 mg de proteina de esferoplastos.

Donde se indica, se afiadié ATP-Tris 5 mM en presencia o ausencia de bafilomicina A; 10 pM y
KClI 200 mM. Los cambios en la fluorescencia se siguieron a 460-520 nm y el pH fue calculado de
acuerdo con Pefia ef al (1995) (ver Materiales y Métodos).

La Fig. 9A muestra la alcalinizacién vacuclar provocada con concentraciones crecientes
de KCl, el cual se afiadié en ausencia de ATP para evitar la acidificacion que éste provoca
en la vacuola. Una de las caracteristicas mads sobresalientes del transporte de potasio a

través de la membrana vacuolar fue la alta concentracion 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 realizé en vacuolas con
piranina y se observé el mismo comportamiento (Fig. 9C). El mismo ensayo se realizé pero
con concentraciones crecientes de NaCl obteniéndose los mismos resultados (no se
muestra). Esto sugiere que ambos cationes, IKK* y Na’, son transportados a través del

mismo transportador a la vacuola.
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Fig. 9. Efecto del KCI sobre el pH vacuolar en esferoplastos y en vacuolas aisladas en
ausencia de ATP-Mg?*. La piranina se incorporé 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 tnica
diferencia de que la resuspensién final en el Buffer B no se anadio vanadato de sodio 50 pM (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, sotbitol 1.35 M y
MgSO4 5 mM. Los trazos se iniciaron con la adicién de esferoplastos o vacuolas. El KCl se aniadié
a la concentracion 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 Pefia ¢f /. (1995) (ver Matedales y Métodos).
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C) vacuolas aisladas de La Azteca. Los cambios de fluorescencia se monitorearon a 460-520 nm de
acuerdo con Pena e a/ (1995) (ver Materiales y Métodos).

Con el objeto de caracterizar ain mis 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. 10A muestra la respuesta del pH vacuolar
de los esferoplastos ante el cloruro de K*, Na*, Rb", Li" y Cs*, y una segunda adicién de
KCl La magnitud del aumento fue muy similar para todos los cationes. Se realizé un
ensayo similar con la cepa BY4742 (Fig. 10B), pero con una sola adicién 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, sorbitol 1.35 M y MgSO4 5 mM. Los trazos se
iniciaron con 1 mg de proteina de esferoplastos. Donde se indica, se afiadieron: A) 200 mM de
cationes monovalentes-alcalinos (sales de cloruro de Na*, Rb*, Cs* o Li*) y KCI 200 mM en la cepa
La Azteca. B) En la cepa BY4742, se afiadieron 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 midié de acuerdo con Pefia & a/ (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. 11A muestra la acidificacién de la vacuola tras
la adicién de glucosa a las levaduras. Posteriormente, la adicién de concentraciones
crecientes de KCl provocé la alcalinizacion vacuolar. Sin embargo, en el caso de las
levaduras enteras, los cambios en el pH vacuolar requirieron de concentraciones de KCI
diez veces menores a las observadas en los esferoplastos. El resultado mis sorprendente
fue la similitud entre el pH vacuolar en levaduras enteras con los cambios del pH
citoplasmico en las mismas (Calahorra ef 4/, 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. 11B). Un fenémeno

sobresaliente fue que estos mismos cationes provocaron una respuesta similar tanto en el
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pH citoplasmice como en el pH vacuolat en las levaduras entetas. Apatrentemente, es la
entrada de los cationes a la levadura lo que modula la alcalinizacion vacuolar y no su

entrada a la vacuola,

Es decir, la vacuola se alcaliniza tras el incremento del pH citoplasmico debido a la
adicion de dichos cationes. Estos resultados sugieren que: a) la vacuola juega un importante
papel en la regulacion del pH citopldsmico y, b) el modelo de esferoplastos permeabilizados

permite la cuantificacién del pH vacuolar sin interferencia del pH citoplasmico.
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Fig. 11. pH vacuolar de levaduras completas y efecto del potasio y otros cationes. Se
electroporaron levaduras crecidas 24 h en YPD y ayunadas 16 h en presencia de piranina. Y para la
introduccién de dicho colorante a la vacuola, las levaduras se incubaron con glucosa 10 mM y KCI
10 mM durante 1h a 30 °C. Al final de la incubacién se lavaron tres veces por centrifugacion con
agua destilada y se resuspendieron en una relacién final de 0.5 mg/ml en agua destilada (ver
Materiales y Métodos). 25 mg de levaduras con piranina en la vacuola se incubaron en un volumen
final de 2 ml de MES-TEA 10mM, pH 6 a 30°C en la celda del espectrofluorémetro. A) Se afiadio
glucosa 10 mM y KCl a las concentraciones indicadas segin se muestra en la figura. B) Se afadio
glucosa 10 mM y 10 mM de cloruros de los cationes monovalentes-alcalinos segiin se indica (K¥,
Na*, Rb*, Cs* o Li*).

3.11. EL pH VACUOLAR EN LOS ESFEROPLASTOS DE LAS MUTANTES
Anhx1

Dada la importancia del antiportador Nhxlp (ver Introduccion), se procedié a la
caracterizacién del transporte de potasio a la vacuola de la mutante Azhx7. En la Fig.12 se
muestra que la mutante Azhx7 presenta un compostamiento practicamente idéntico al de la
cepa silvestre (Figs. 9B y 10B). La entrada de KCl a la vacuola provocd la alcalinizacién de
este organelo y al igual que en la cepa silvestre, también se requirieron altas concentraciones
de KCl 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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concluyé que el antiportador Nhx1p descrito por Nass y Rao (1998) no esta 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 Anfhx! y efecto de iones potasio y
cationes monovalentes-alcalinos. Se prepararon esferoplastos y vacuolas aisladas de levaduras

murtantes Anhx7, a partir de levaduras crecidas en YPD-uracilo, 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, sorbitol 1.35 M y MgSO4 5 mM. Los trazos se iniciaron
con 1 mg de proteina de esferoplastos. Segiin se indica: A) Se afiadié KCl a la concentracion
correspondiente y B) sales de cloruro de cationes monovalentes-alcalinos fueron afiadidos a 200
mM (K*, Na*, Rb*, Cs* o Li*).

También se ensayo la especificidad del transporte de potasio y la respuesta a diferentes
cationes alcalinos (Fig. 12B); se observé la misma respuesta del pH vacuolar de la mutante
AnbxT con el de la silvestre. El ion potasio es transportado a través de un transportador no

especifico; todos los cationes utilizados alcalinizan la vacuola en la misma magnitud en

ambas cepas.
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4.1. PROPIEDADES DE LOS ESFEROPLASTOS

Estudios previos de nuestro laboratorio sugirieron la existencia de un antiportador
IK*/H" en la vacuola de la levadura (Calahorra et a/, 1998; Martinez, 1999). Dada la
importancia del K*, el primer objetivo del presente trabajo fue establecer una técnica para

el estudio zn sitn del transporte del K* en la vacuola de este microorganismo.

De las técnicas de permeabilizacién existentes (ver seccién 1.6.2 en Introduccidn),
el DEAE-dextran fue uno de los primeros compuestos utilizados en nuestro laboratorio
para provocar la permeabilizacién de la membrana plasmitica (Jiménez, 1997). Este
polimero se ha utilizado para permeabilizar la membrana plasmatica de S. cerevisiae y
estudiar la vacuola (Huber-Wilchli y Wiemken, 1979; Theuvenet ¢f a/, 1986). Sin embargo,
nuestros estudios demostraron que la membrana plasmitica de la cepa La Azteca no era

sensible a este compuesto (Jiménez, 1997).

Otra opcion fue el detergente CTAB (bromuro de cetil-trietil-amonio). Este
compuesto también ha sido utilizado en la permeabilizacién de la membrana plasmdtica en
diversos tipos celulares como S. cerevisiae y K fragilis y con diversos fines, entre los que
destaca la medida de enzimas intracelulares (Laouar e al, 1992). El resultado mas
sobresaliente de dichos estudios fue que el CTAB, a una concentracién de 20 pg/mg peso
humedo de levaduras, permeabiliza la membrana plasmatica de la célula y abate el potencial
de membrana. Sin embargo, el problema mis serio fue la interferencia del CTAB con los
colorantes fluorescentes utilizados en los ensayos de ApH y del A¢ vacuolar (piranina y
oxonol V). Esta interferencia imposibilité la realizacién de dichos ensayos, por lo que su

utilizacién para tales fines fue desechada.

Finalmente, se decidié aplicar la técnica de esferoplastos permeables, desarrollada
por Avéret et al. (1998) para el estudio 7 situ de la fisiologia mitocondrial, s6lo que nuestros

resultados mostraron que atn sin }a aplicacién de nistatina y tan solo con la incubacién con
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zimoliasa, los esferoplastos de ambas cepas estudiadas tenian una membrana plasmatica
permeable. Por ello, la principal modificacién que se hizo fue eliminar cualquier agente
permeabilizante (nistatina) del tratamiento de los esferoplastos. Ya ha sido reportado otro
caso en el cual no es indispensable la aplicacién de un agente permeabilizante a los
esferoplastos, en el estudio del transporte del Ca** a la vacuola de C. parapsilosis, €] cual se
realizé en esferoplastos preparados con liticasa y sin agente permeabilizante (Milant e al.,

2001).

Los esferoplastos preparados en el presente trabajo presentaron las siguientes

propiedades que hicieron posible la realizacién de la investigacidn:

A. Parte del contenido citosdlico fue liberado al medio exterior, como cofactores de la
b
glucdlisis, lo cual representa la ventaja de que se elimina la interferencia de esta via

metabdlica en el estudio del transporte vacuolar.

B. En los esferoplastos se mantuvo la integridad funcional y estructural de los organelos

internos, hecho que permite estudiar el transporte vacuolar.

C. Laentrada 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) permitié el estudio del transporte vacuolar en

los esferoplastos y de los ensayos de ApH y del A¢ vacuolar.

D. Debido a que se mantiene la estructura vacuolar y se libera el contenido citosélico en

los esferoplastos permeables, se pudo cuantificar el potasio vacuolar.

4.2. EFECTO DE LA ZIMOLIASA EN LA MEMBRANA PLASMATICA

Tal y como se ha mencionado, existen reportes con resultados similares a los
nuestros en los que otras levaduras tratadas con liticasa (C. pargpsilosis), resultan en
esferoplastos permeables (Milani ¢ 4/, 2001). Sin embargo, a la fecha no se ha reportado
ningin estudio en torno al efecto que pueden tener las enzimas liticas sobre la membrana

plasmatica de las levaduras.
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Si bien desconocemos el mecanismo por el que la zimoliasa aumenta la
permeabilidad de la membrana plasmitica, es posible que provoque la degradacidén de
algunas de las proteinas presentes en ésta. Hay evidencias de que la incubacién de las
levaduras con un exceso de zimoliasa causa la degradacion de proteinas de la membrana; tal
es el caso de la H'-ATPasa plasmatica de Kluyveromyces lactis, 1a 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 regeneracién han aportado informacién
importante acerca de la composicién de la pared celular de las levaduras (Pardo et al, 1999).
Se han analizado los componentes liberados al medio durante el tratamiento de las
levaduras con distintos compuestos que alteran la pared celular, tales como PB-
mercaptoetanol y enzimas liticas como la zimoliasa (Eroles ef @/, 1997; Angiolella et 4l
1996); ninguno de ellos se ha demostrado de manera contundente si la membrana

plasmdtica mantiene su integridad después del tratamiento con dichos agentes.

Si se ha reportado que después de la degradacion de la pared celular, ciertas enzimas
citosélicas son liberadas al medio, tal es el caso de la enolasa y la Hsp70 (beat shock protein),
aunque se cree que su liberacidn responde a que dichas proteinas también se encuentran en
el espacio periplasmico o porque se liberan de células lisadas (Eroles e 4/, 1997). Sin
embargo, no se ha estudiado la posibilidad de que dichas proteinas se liberen al medio

debido a la alteracidn en la permeabilidad de la membrana plasmatica de los esferoplastos.

En este trabajo también se observé una salida significativa de proteinas durante la
formacién de los esferoplastos con zimoliasa. Una parte importante de estas proteinas debe
provenir tanto de la pared celular como del espacio periplasmico. Al eliminar la capa
externa de la pared celular, la cual consiste de manoproteinas, se estd eliminando la
principal barrera que retiene a las proteinas periplasmicas (De Nobel ¢z @/, 1990). Pero seria
interesante averiguar si ciertas proteinas de origen citosélico también son liberadas al medio
debido a la permeabilidad alterada de la membrana plasmatica de los esferoplastos. Un
primer indicio de la pérdida de enzimas glucoliticas es que, a pesar de que es posible

reconstituir la ghicSlisis en esferoplastos permeables en presencia de cofactores de la
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glucolisis como el ATP, el ADP y el NH,C], la velocidad de la glucélisis en las levaduras

intactas es mucho mayor que en los esferoplastos permeabilizados.

Para conocer mds acerca del posible efecto de la zimoliasa sobre la membrana
plasmitica, es importante considerar la composicién de la preparacién enzimética. Esta
enzima fue descrita originalmente por Kitamura ef /. (1971) y posteriormente purificada
por Kitamura y Yamamoto (1972) a partir del material litico producido por Arthrobacter
Iuvens. Segin la descripcién del proveedor (ICN), la enzima es una mezcla de enzimas liticas
que consta de f-1,3-glucosidasa (1.5 x 10° unidades/g), proteasa (1 x 10* unidades/g),
manasa (1 x 10° unidades/g) y trazas de amilasa, xilanasa y fosfatasa. La actividad de B-1,3-
glucanasa de la zimoliasa libera pentasacaridos del paquimano o laminarina y por otra parte,
la actividad de manasa es también muy importante (Ovalle e @/, 1998). La degradacién de
la pared celular en las levaduras requiere de la degradacién de las manoproteinas y del -

glucano.

Un importante candidato a blanco de la accién de la zimoliasa son las proteinas
GIP, las cuales, aunque son componentes esenciales de la pared celular, también estin
presentes en la membrana plasmatica (ver seccién 1.7 en Introduccién). Las proteinas GIP
son proteinas glicosifosfatidilinositol (GPI)-Cewps, las cuales estan unidas al f-1,6-glucano
de la pared celular a través de una forma procesada del “ancla” GPI (Kollar e af, 1997).
Los estudios han demostrado que estas proteinas son liberadas de la membrana plasmitica
a la pared celular durante la formacién de la Gltima; este hecho implica que, mientras las
proteinas (GPI)-Ccwps estan en espera de ser transferidas a la pared celular, forman parte
importante de la membrana plasmética de la levadura, y pensamos que, dado que la
formacion de la pared celular se encuentra activa en células de fase exponencial, como es el
caso del presente trabajo, la cantidad de proteinas (GPI)-Ccwps presentes en la membrana

plasmatica al momento del tratamiento con zimoliasa, debe ser muy alta.

En el paso de transferencia de la membrana plasmatica a la pared celular, el ancla
GPI es cortado y los grupos glucosaminil y fosfatidilinositol se pierden (Kollar ez aZ, 1997).
Tres de las principales manoproteinas contenidas en la pared celular son las proteinas

Cwplp, Cwp2p y Tiplp (van der Vaart ef a/, 1995). Debido a la presencia de enlaces -
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glucosidicos en dichas proteinas, la zimoliasa podria romperlos, aiin cuando estas proteinas
se encontraran ancladas en la membrana plasmédtica. Lo anterior podria provocar
importantes alteraciones en la permeabilidad de dicha membrana. Se requieren mis
estudios para conocer si efectivamente dicho mecanismo es importante en la
permeabilizacién de la membrana plasmatica y conocer la forma en que la zimoliasa actia

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
plasmatica, 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: 2} la
temperatura, el pH y la concentracién de enzima, b) la cepa y las variaciones de especie, c)
el dafio quimico ocasionado sobre la pared celular, d) la modificacién de genes esenciales
de la pared celular lo cual cambia la velocidad de lisis (Ovalle ¢ 4/, 1998) v, €) la fase de

¢recimiento en que las células se someten a la accion de la enzima.

Otra caracteristica sobresaliente es que, a bajas concentraciones de zimoliasa, los
pardmetros de la curva de lisis dependen de la concentracién de proteasa presente en la
zimoliasa (Ovalle ez 4., 1998). Por lo tanto, st se desea aplicar la técnica de estudio iz situ del
transporte vacuolar en estas cepas, serd indispensable realizar una evaluacién previa acerca
del efecto de agentes permeabilizantes como la nistatina sobre la permeabilidad, tanto de la

membrana plasmatica como de los organelos internos de dichas levaduras.

La nistatina es un agente antifingico descrito desde hace varias décadas como
permeabilizante celular, y por lo tanto afecta el crecimiento y el metabolismo de las
levaduras. Entre otros componentes celulares, la nistatina provoca la pérdida de dcidos del
ciclo de Krebs, fosfato inorganico y potasio intracelular (Sutton ez 4/, 1961). En vista de la
distinta composicién de las membranas plasmitica y vacuolar y, de manera particular, la
baja cantidad de ergosterol presente en esta dltima, en teoria es posible permeabihizar la
membrana plasmatica con nistatina sin afectar a la vacuola y de esta forma llevar a cabo
estudios in sitw de este organelo (Schwencke y de Robichon-Szulmajster, 1976; De Kruijff y
Demel, 1974). Por estas razones se recomienda como primera opcién la aplicacién de

dicho compuesto para tales fines. La condicién indispensable es que sblo se altere la
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permeabilidad de la membrana plasmatica, sin alterar la integridad de los organelos
internos. Para lograr lo anterior, serfa necesario hacer ensayos con distintas concentraciones
y distintos tiempos de incubacion con dicho agente permeabilizante hasta lograr las

condiciones adecuadas.

4.3. CONSUMO DE OXIGENO EN LEVADURAS Y ESFEROPLASTOS

La respiracion mitocondrial en esferoplastos confirmé la permeabilidad de la
membrana plasmatica asi 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 Jenlp, para lactato (Casal e af, 1995) y
piruvato (De Hertogh e a/, 2002). Ambos sustratos atravesaron la membrana plasmatica de
la levadura y estimularon la respiracién (lactato 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 (lactato 113% y 432%; piruvato 69% y 286%, con y sin ADP
respectivamente, Tabla 2). Lo anterior demostré la permeabilidad de la membrana

plasmatica de los esferoplastos.

El etanol es libremente permeable a través de las membranas celulares y es
convertido a acetaldehido 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 e al, 2005). La libre entrada del etanol a través de la membrana
plasmaética de la levadura provocd que con este sustrato el porcentaje de estimulacion de la
respiracién en las células intactas (36.7%, Tabla 3) fuera muy similar al correspondiente a
los esferoplastos sin ADP (46%, Tabla 2). Sin embargo, en estos dltimos, la respiracion se
estimula considerablemente en presencia de ADP (161%, Tabla 2), demostrando la
permeabilidad de los esferoplastos al ADP, lo cual no se observd en levaduras (no se

muestra).

La glucosa se transporta a través de varios transportadores en la levadura (Hxt1-4,
Hxt6 y Hxt7) (Elbing ef al, 2004). Pero, en virtud de la permeabilidad de los esferoplastos,

el porcentaje de estimulacién de la respiracion en los esferoplastos con y sin ADP (Tabla 2)
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fue significativamente mayor que en las Jevaduras (Tabla 3) (61% y 218% w5 15.4%). Adn
asi, es importante recalcar que la respiracion de la glucosa en esferoplastos fue posible
solamente en presencia de cofactores de la glucélisis como ATP y ADP. Esto es un indicio
de la salida de compuestos de los esferoplastos y el abatimiento de la glucélisis en los
mismos. De hecho, estudios realizados por Sutton e @/ (1961) en levaduras
permeabilizadas con nistatina, demostraron la salida de dichos cofactores, y lograron

reconstituir la fermentacién afiadiéndolos nuevamente al medio.

El ensayo de produccién de NADH (Pefia ez @/, 1967) en los esferoplastos resulté
ser un ensayo util en la valoracién de su capacidad glucolitica. Los resultados confirmaron
nuevamente la disminucién de la capacidad glucolitica 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 permeabilizacién celular entre las que destacan: la
medida de matenial que absorbe a 260 nm (Ohsumi ez a/,, 1988; Huber-Wilchli y Wiemken,
1979), el flujo de aminoécidos citosdlicos (Ohsumi e al, 1988) y de ATP (Forster er al,
1998). También, el seguimiento de la actividad de enzimas citosélicas como B-galactosidasa
(Joshi et al, 1987), hexocinasa, malato deshidrogenasa y otras (Serrano et 4l, 1973).
Nosotros elegimos seguir la liberacién de nucledtidos y la actividad de la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa como indicadores de la permeabilidad de los esferoplastos. Observamos
que conforme se forman los esferoplastos en la incubacién con zimoliasa, se liberan al
medio nucledtidos y proteinas, y puede detectarse la actividad de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa con substratos externos. Lo anterior demostré que el tratamiento de las

levaduras con zimoliasa, produjo esferoplastos permeables.

La permeabilidad de la membrana también fue evaluada mediante la adicién de la
cianina DiSC,(3), que permite estimar el Ay de la membrana plasmatica (Pefia e 4/, 1984).
Es importante hacer hincapié en la homogeneidad de la preparacidén de esferoplastos; la
ausencia de respuesta del Ay a iones potasio demostr6 la ausencia de esferoplastos con

membrana plasmatca integra, ya que si asi fuera el ion potasio provocaria la
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despolarizacién de la membrana plasmitica. Ademds, la fluorescencia de la cianina en
presencia o ausencia de glucosa presenté un valor muy similar (no se muestra), lo que
demostré la ausencia de Ay en la membrana plasmatica. En vista de la permeabilidad
membranal, y a pesar de la alta actividad de la H"-ATPasa plasmitica, en presencia de
glucosa no se establece el Ay en la membrana plasmética de los esferoplastos (no se

muestra).

4.5. APLICACION AL ESTUDIO in situ DEL TRANSPORTE VACUOLAR 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 vesiculas vacuolares (Ohsumi y Anraku, 1981;
Sato ef al., 1984). Nuestro trabajo ofrece una nueva alternativa para llevarlo a cabo /i situ.
Esta técnica ofrece algunas ventajas sobre el de las vesiculas vacuolares: 2) el modelo ofrece
rapidez y comodidad para estudiar la vacuola, b) los esferoplastos permeables pueden
marcarse con colorantes que permiten el seguimiento del ApH y Ay de membrana
vacuolar, ¢) también es posible estudiar el transporte del potasio a la vacuola y cuantificar la
actividad de las H*-ATPasas plasmitica y vacuolar, d) permiten la cuantificacién del potasio
vacuolar, y aunque en este trabajo no se realizd, restando el potasio vacuolar al potasio total
en levaduras, es posible cuantficar el potasio citopldsmico y, €) gracias a que se mantiene la
integridad de los organelos internos, es posible llevar a cabo mediciones de respiracién

mitocondrial.

4.6. POTASIO INTERNO

Una aplicacién importante de este ensayo fue el estudio de los cambios del
contenido de potasio interno en levaduras sometidas a distintas condiciones de crecimiento
o mncubacién. En vista de que la vacuola es el organelo que contiene una mayor
concentracién de potasio (Okorokov et @/, 1980), consideramos que el potasio contenido

en los esferoplastos permeables es de origen mayoritariamente vacuolar, aunque no se
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puede descartar que una pequefia parte provenga de la mitocondria, que también contiene

un antiportador K*/H" en su membrana externa (Froschauer ez aZ, 2005).

El estudio de la dindmica del potasio, su almacenamiento en la vacuola y su
liberacion hacia el citosol ofrecen una vision mas clara del papel de la vacuola en la
homeostasis 16nica de la levadura, asi como de la regulacidn de las concentraciones de este
catién en la célula. Dichos estudios podrian a su vez ser aplicados al transporte de otros
jones para los cuales se han descrito mecanismos de transporte vacuolar. Tal es el caso de

los iones téxicos como el Fe™, el Cu® 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 atrds (Norkrans y Kylin, 1969), el cual, a dltimas fechas, se ha
incrementado considerablemente (Wadskog y Adler, 2003). Se ha mencionado que un
mecanismo importante que incrementaria la halotolerancia en las levaduras es el
almacenamiento de iones en los compartimentos internos (Nass y Rao, 1997). El estudio de
la dindmica del Na" en levaduras cultivadas bajo distintas condiciones, y especificamente,
del papel de la vacuola en dicho almacenamiento, daria més luz en torno al fenémeno de

tolerancia al estrés salino.

4.7. ACTIVIDAD DE ATPasas

Siendo las H'-ATPasas plasmatica y vacuolar las enzimas responsables de la
creacién del ApH y del Ay en las membranas plasmatica y vacuolar respectivamente, la
cuantificacién de su actividad representa un ensayo fundamental para comprender los
procesos de transporte en la levadura. Este ensayo fue posible gracias a la aplicacidén de

inhibidores especificos para cada una de ellas.

Los resultados mostraron una alta actividad de la H"-ATPasa plasmatica. 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
ApH y el Ay que dicha enzima establece en la membrana plasmatica, multiples

transportadores secundarios pueden llevar a cabo su funcién (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 mutantes de la V-ATPasa

vacuolar (Kane, 1995).

La deteccion de la actividad de la V-ATPasa permitié el disefio de los ensayos de
AY y ApH en la vacuola en los esferoplastos. Sin embargo, el modelo de esferoplastos
permeables también abre la oportunidad de lievar a cabo otro tipo de estudios i situ de esta
enzima en levaduras cultivadas bajo distintas condiciones. En el laboratorio se estd
disefiando un nuevo proyecto que involucra la produccidn de esferoplastos de mutantes de
ta V-ATPasa 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 e 4/, 2002); asimismo, en células vegetales se ha observado un
incremento en la expresién de Ja V-ATPasa expuestas a estrés salino (Lehr e 4/, 1999). En
vista de que el modelo de esferoplastos permeables permite el seguimiento de la actividad
de la V-ATPasa, asi como la cuantificacién del potasio vacuolar, éstos podrian ser
utilizados en estudios de tolerancia al estrés salino. Consideramos que los estudios iz situ
favorecen la obtencién de una visidbn més global de los mecanismos bioquimicos y
fisiologicos de la célula. Su aplicacion al estudio de la V-ATPasa bajo las condiciones arriba
descritas, significaria un avance importante para el entendimiento del papel de vacuola en la

homeostasis ionica y en la regulacion el pH interno de la levadura.

4.8. pH VACUOLAR

El pH vacuolar se ha cuantificado mediante diversas técnicas, como la resonancia
magnética nuclear del *'P (Yang et a/, 1993) o de "N (Legerton e al, 1983), la 6-
carboxifluoresceina (Preston e 4/, 1989) o su derivado BCECF (27, 7°-bis (carboxietil)-
5(6)-carboxifluoresceina) (Al et 4/, 2004; Brett et 4/, 2005b) y el naranja de acridina
(Palmgren, 1991). Sin embargo, la técnica desarrollada . por Pefia e 4/ (1995), ha
demostrado tener varias ventajas por sobre las otras, ya que permite la medida del pH

citoplasmico y vacuolar en la levadura.
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La piranina es un colorante importante porque ademas puede ser introducida en la
vacuola aislada o en esferoplastos, lo cual amplia su aplicacién. En los esferoplastos y en las
vacuolas aisladas, su entrada parece depender del gradiente eléctrico, debido a su carga
negativa, dada por tres grupos sulfbnicos 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 acido-base al pH fisiolégico (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 vacuolar; es probable que sea transportada a través de un
transportador inespecifico para aniones. Algunos de los transportadores anibcos mas
estudiados son el transportador de fosfatos (Booth y Guidotti, 1997) y de sulfatos (Hirata ez
al, 2002} asi como el canal de CI' (Anraku e @/, 1989). Més estudios se requieren para

conocer el mecanismo de transporte de la piranina en la vacuola.

El hecho de que la piranina también es almacenada en vacuolas aisladas permitird el
desarrollo de mis estudios en torno a este organelo. Es importante que, dada la versatilidad
de dicha técnica, nos ha permitido comparar la respuesta del pH vacuolar de levaduras
completas y de esferoplastos o de vacuolas aisladas; dichos estudios podran dar mis luz
acerca del transporte vacuolar y del papel de la vacuola en la regulacién del pH interno de

la levadura.

4.9. EL TRANSPORTE DE K A LA VACUOLA

El ensayo del transporte de potasio en los esferoplastos permeables es importante
porque permite estudiar #n situ el transporte vacuolar del potasio, independientemente de la
membrana plasmatica. Estos ensayos se han realizado en levaduras permeabilizadas con
CuCl, (Ohsumi et al, 1988; Keenan y Weiss, 1997) y DEAE-dextran (Huber-Walchli, and
Wiermken, 1979; Theuvenet ef 4/, 1986) asi como de otros cationes como el Ca’* 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 utlizado en la caracterizacién de los antiportadores Na*/H*
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(Kleyman y Cragoe, 1988). Se sabe que los antiportadores Na'/H* presentes en la
membrana plasmatica 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 UM) provocd la liberacién masiva de este catién. Sin
embargo, se requieren mas estudios al respecto para Ja completa caracterizacién del efecto

de la amilorida sobre el transporte de potasio en la vacuola.

Por otra parte, se ha reportado la existencia de diversos grupos de antiportadores de
especificidad variable. En el caso de la membrana plasmatica, Kinclova et 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 inespecifico para los cuatro cationes

empleados (Na", Li", K" y Rb™).

En transporte vacuolar de K' a) es inespecifico y, b) requiere de una alta
concentracién de cationes. El antiportador Na*/H" descrito por Hirata ez 4/ (2002) en
vesiculas vacuolares 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 aminodcidos en la membrana vacuolar
(Ohsumi y Anraku, 1981; Sato et a/, 1984), ya que en ambos casos se requieren de altas
concentraciones de aminoicidos para ser almacenados en la vacuola. Se ha observado que
los transportadores de la vacuola presentan una menor afinidad por sus substratos: los
valores de Km son del orden de 10° M, que son mayores en uno a dos drdenes de
magnitud con respecto a los transportadores de la membrana plasmatica (Sato ef 4/, 1984).
Este fendémeno coincide con el papel de almacenamiento que tiene la vacuola, la cual
parece requerir altas concentraciones citosdlicas para el almacenamiento de los iones u

otros materiales en este compartimento.
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También se encontrd que la inclusidn de la piranina en las vacuolas puede aplicarse
al estudio del transporte de otros compuestos como el Ca’* y los aminoacidos. En el caso
del Ca®* también se observé la alcalinizacién vacuolar con 50 UM de este catién (no se
muestran), lo cual coincide con la presencia del antiportador Ca®*/H* reportado por
Ohsumi y Anraku (1983). Los estudios realizados mostraron que la adicién de aminoacidos
basicos a los esferoplastos (Lys, Arg) causé la alcalinizacién vacuolar con el mismo orden
de especificidad que para la acumulacién de los distintos aminoédcidos en este organelo. La
vacuola es capaz de transportar con mayor eficiencia aminoacidos biasicos como la
histidina, la arginina pero otros, como la treonina y la glicina, se transportan muy
lentamente o no se transportan. Este hecho amplia las posibilidades de la presente técnicaa

otros estudios (Sato ¢z al, 1984).

4.10. LA VACUOLA Y SU PAPEL EN LA REGULACION 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 el patrén de alcalinizacién
vacuolar fue muy distinto entre las levaduras (Calahorra ez a/., 1998) y los esferoplastos o
vacuolas aisladas. La respuesta de la vacuola en las levaduras intactas siguié un patrén de
cambios muy similar al del pH citoplasmico, ante la adicién de los distintos cationes
monovalentes. En el organelo 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 patte, los estudios del pH vacuolar en la levadura intacta demostraron que
este organelo sigue, de manera paralela, cambios de pH similares a los cambios del pH
citoplasmico. Este fenémeno la convierte en una especie de reservorio de protones
destinado a la regulaciéon del pH del citoplasma, el cual, en vista del tamafio de este
organelo en la levadura, serfa de gran importancia. En vista del importante papel que se le
ha atribuido a la vacuola tanto en la homeostasis idnica como en la regulaciéon del pH

interno de la levadura (Klionsky et a/, 1990), una parte de los protones que la vacuola
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contiene en su interior, serian liberados al citoplasma como respuesta a los cambios del pH
citoplasmico. Este fenémeno evitaria una excesiva alcalinizacién del citoplasma y al

mantenimiento del pH citoplismico dentro de un intervalo fisioldgico.

La pregunta es: ¢de qué manera podria comprobarse si la vacuola juega un papel en

la regulacién del pH interno de la levadura? Los analisis propuestos son:

a) Al variar la capacidad de transporte del ion potasio a través de la membrana
plasmatica, se deberfa también alterar la respuesta vacuolar (por ejemplo en
mutantes Awrk! Atrk2.

b) Estudiando la respuesta de la vacuola tras la alcalinizacién citoplismica con
compuestos diferentes al ion potasio. Se podria observar si la respuesta vacuolar es
especifica para la entrada del ion potasio o a la alcalinizacién citoplasmica en
general.

¢) Observando la respuesta de otras cepas diferentes a La Azteca; en el caso de la cepa
BY4742, los cambios del pH citoplasmico y de la vacuola son menores.

d) Por otra parte, seria importante estudiar el transportador involucrado en la
liberacién de acidez vacuolar y que estarfa jugando un importante papel en la

regulacién del pH interno de la levadura.

4.11. TRANSPORTE DE K’ A LA VACUOLA DE MUTANTES Anhx1

Los resultados mostraron que Nhx1p no es la proteina encargada de transportar potasio a
la vacuola de . cerevisiae, ya que no se observd alteracidn alguna en este proceso en las
mutantes AzhxT con respecto a la cepa silvestre. Nuestros resultados son similares a los de
Hirata et @/. (2002), quien encontrd que dichas mutantes Anbx?! contindan transportando
Na' en vesiculas vacuolares de S. cerevisiae. Es por lo tanto probable que el transportador
propuesto por Hirata e a/. (2002) y el caracterizado en el presente trabajo sean la misma

proteina.
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Nuestros datos apuntan hacia la existencia de un antiportador K*/H" en la vacuola;
sin embargo, no sera hasta que se identifique a una sola proteina como la responsable de
ambos flujos para la entrada simultinea de K* y H*, que podra decirse con toda certeza que

existe un antiportador de esta naturaleza.

Brett ez a/. (20052) hacen un recuento exhaustivo de las secuencias homologas de los
diferentes antiportadores Na*/H" presentes en diversos tipos celulares, asi como de su
relacién filogenética. Sin embargo, no se ha descrito ninglin candidato para el antiportador
K*/H" vacuolar, por lo que es posible que se trate de una proteina distinta a las descritas
hasta la fecha. Aparentemente no se ha dado la importancia necesaria al transporte del ion
potasio a la vacuola de levaduras y es probable que esta sea una causa importante por la que
no se ha descrito ningtin candidato. La situacién al respecto es muy diferente en el caso de
la vacuola de plantas en la que se han realizado extensos estudios en torno a la vacuola y el
tonoplasto asi como al desarrollo, a Gltimas fechas, del proteoma de la vacuola vegetal
(Shimaoka es a/, 2004). Se requieren estudios similares en la levadura, que ayuden a

comprender mejor el papel del 1on potasio en la misma.
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5. CONCLUSIONES

1. Los estudios del ApH y Ay a través de la membrana vacuolar sugieren la existencia de un
antiportador inespecifico K*/H" en la membrana vacuolar, cuya proteina responsable del
flujo simultineo de K* y H" no estd identificada a la fecha. Las caracteristicas mds
sobresalientes de este transportador son: a) la baja afinidad, que se traduce en la alta
concentracién de los cationes monovalentes requerida para este transporte vacuolar y, b) la
inespecificidad del sistema. Dichas caracteristicas son claramente diferentes a las del

transporte del ion potasio en la membrana plasmatica de la levadura.

2. El trabajo realizado en la mutante Anhx? demostré que el antiportador Nhx1p no es el
responsable del transporte del ion potasio en la vacuola de la levadura. Y puesto que a la
fecha no existe ningin candidato que pudiera cumplir con dicha funcién, mis estudios de
gendmica y protedmica vacuolar en la levadura son requeridos con el fin de encontrar el

gene y la proteina responsable de dicho transporte.

3. Los esferoplastos permeables preparados con zimoliasa presentan importantes
caracteristicas que favorecen el estudio # situ del transporte del K* a la vacuola de la

levadura. Las caracteristicas mas sobresalientes son:

a) La membrana plasmatica se permeabiliza y se abate el potencial de la membrana
plasmidca. Al permitr el flujo de componentes citosélicos, la capacidad glucolitica
de los esferoplastos decae notoriamente lo que elimina la interferencia del
metabolismo sobre el estudio del transporte vacuolar.

b) A pesar de la permeabilizacién de la membrana plasmatica, los esferoplastos
mantienen la integridad estructural y funcional de los organelos internos tales como
la mitocondria y la vacuola.

¢) Estas propiedades permitieron medir, con colorantes fluorescentes, el ApH y Ay a
través de la membrana vacuolar, asi como llevar a cabo la cuantificacién diferencial

del potasio citosolico y vacuolar en la levadura.
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Abstract

Permeable spheroplasts were prepared from two strains of Saccharomyces cerevisiae
by incubating with zymolyase without a permeabilizing agent. The loss of the plasma
membrane barrier was confirmed by the nucleotide release, the activity of glucose 6-
phosphate dehydrogenase with external substrates and by the effects on respiration of
mitochondrial substrates and ADP. Mitochondrial integrity was maintained, as shown
by respiration with lactate, pyruvate, glucose and ethanol, and its acceleration by
ADP showed a coupled respiration. Potassi ptake into the vacuole was ed
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 A,, but not by sodium vanadate or sodium azide. Potassium ions did not
alter AW of the vacuole, followed with 1V, but 1v |
followed with pyranine. The increase of vacuolar pH was non-selective and ohserved
at 50-200 mm of several monovalent cations. Isolated vacuoles with pyranine inside
showed similar changes of the internal pH in the presence of KCI. Results indicate
that some 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*/H* antiporter in the vacuolar membrane of §. cerevisiae is discussed. Copyright
© 2005 John Wiley & Soms, Ltd.

alk alini i , as

Keywords: yeast; vacuole; spheroplasts; K* transport; internal pH

Introduction

(Klionsky et al., 1990), mainly K (QOkorokov
et al., 1980) and Ca>" (Halachmi and Eilam, 1996).

Potassium ion is a fundamental cation for Sac-
charomyees cerevisiae; it stimulates fermentation
(Rothstein and Demis, 1953) and respiration (Pefia
el al., 1969; Penia, 1975). It has also been reported
that K* is partly accumulated with bicarbonate
as a counter-ion (Lopez ef al., 1999) and it par-
ticipates in the modulation of the internal pH in
yeast (Calahorra ef al., 1998; Ramirez er al., 1996).
The role of the different K* transporters in yeast
is being stmdied in order to get a clearer scheme
of its dynamics (Wadskog and Adler, 2003) as
well as in the regulation of the internal pH of the
cell.

The yeast vacuole is the major site of intra-
cellular storage for numerous molecules and ions

Copyright @ 2005 John Wiley & Sons, Led.

Besides, this organelle plays an important role in
ionic homeostasis, pH and osmoregulation (Bryant
and Stevens, 1998). The vacuole contains a pro-
ton translocating ATPase, the V-ATPase (Uchida
et al., 1988; Powell et al., 2000). Thanks to the
Apy™ (proton electrochemical potential difference)
imposed through the vacuolar membrane by the V-
ATPase, numerous ions and metabolites are trans-
ported into this cell compartment against a concen-
tration gradient (Klionsky et al., 1990).

All these factors mean that the vacuole is not
only an important storage organelle, it also plays
a central role in ionic homeostasis and internal pH
regulation (Klionsky et al., 1990). Yeast contains a
concentration of potassium of 100-200 mm (Lopez
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et al., 1999) and a high proportion of this cation
is concentrated in the vacuole (Okorokov ef al.,
1980).

Nass and Rao (1998) described the existence of
a Na*/H" antiporter (Nhx1p) in the prevacuolar
compartment of yeast, which plays an important
role in osmotolerance (Nass and Rao, 1999) and
has provoked a growing interest in the study of
the entrance of Na' and K' into the prevacuo-
lar compartments. Also, an imporant membrane
potential-dependent cation channel in yeast vac-
uolar membrane has been characterized by Wada
et al. (1987). This ion channel conducts K* and
several other monovalent cations (Cs*, Na* and
Li*). However, further studies on K™ transport into
the vacuole of yeast are necessary,

Several techniques have been reported to mea-
sure the contents and/or transport into the yeast
vacuole, varying from the isolation of vacuoles
(Guern et al., 1989) or vacuolar membranes 1o
the preparation of vesicles (Ohsumi and Anraku,
1981). Also cells permeabilized with DEAE-
dextran (Huber-Wilchli and Wiemken, 1979;
Theuvenet er al., 1986) and cupric ons (Ohsumi
et al, 1988) have been used. The latier have
been extensive used mainly for the differential
extraction of vacuolar and cytoplasmic contents
(Keenan and Weiss, 1997). Techniques for plasma
membrane permeabilization have been applied for
diverse purposes as the in situ study of enzy-
matic activities or the purification of enzymes by
using different treatments with detergents, such
as cetylnmethylammonium (Joshi eral., 1987)
and digitonin (Gowda et al., 1988) or mechanical
methods and freeze—thaw cycles (Oliveira er al.,
1981).

Unlike the methods mentioned above, we were
interested in studying the bioenergetics of the
vacuole with the main goal of mmplementing a
technique of permeabilized spheroplasts useful
for the in situ study of potassiom (ransport into
the vacuole. Permeabilized spheroplasts were pre-
pared according to Avéret ef al. (1998) with slight
changes, the main one being not using a permeabi-
lizing agent. Permeable spheroplasts were obtained,
which maintained the functional integrity of the
vacuole and allowed the charactenization of K*
transport into this organelle. The results indicated
that potassium ions could be transporied through a
putative K*/H* antiporter.

Copyright @ 2005 John Wiley & Sons, Ltd.
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Materials and methods

Strains and culture conditions

Cells from an isolated colony of baker's yeast
(La Azteca) were grown in 100 ml YPD medium
(2% glucose, 1% yeast extract, 1% bactopeptone)
for 24 h at 30°C. The cellular suspension was
then added 1o 1 1 the same medium and the cells
were grown for 6 h at 30°C. The cells were har-
vested and washed twice with water by centrifu-
gation. They were resuspended in 250 ml water
and starved for 16 h by aeration at 30°C. Then
they were collected and washed, and resuspended
in water at a ratio of 0.5 g (wet weight)/ml. For the
measurements of mitochondrial respiration, com-
mercial yeast La Azteca was grown for 24 h in
100 ml medium containing 1% yeast extract, 0.1%
potassium phosphate, 0.12% ammonium sulphate
and 2% lactate as carbon source, for 24 h a1 30°C.
Then, this preinoculum was added to | | of the same
medium and the cells were grown for 16 h under
vigorous aeration at 30 “C. At the end of the incu-
bation, cells were resuspended in water to a ratio
of 0.5 g (wet weight)/ml. For the BY4742 strain,
the growth conditions were the same as La Azteca,
except that all media included 120 mg/1 uracil.

Preparation of spheroplasts

Spheroplasts for both strains were prepared as
reported by Avérel e al. (1998) with slight modi-
fications, using zymolyase 20 T (ICN). However,
since the used strains were found not to require
nystatin, incubation with this compound was omit-
ted. Cells (1 g dry weight) were washed twice with
20 ml distilled water and incubated for 15 min
with gentle shaking at 32°C in 20 ml 0.5 m §-
mercaptoethanol, 0.1 M Tris-HCI, pH 9.3. The cells
were washed three nmes with Buffer A: 0.75 M
sorbitol, 0.4 M mannitol (both deionized), 10 mm
maleic acid-Tris, pH 6.8, and 0.1% bovine serum
albumin (BSA). Then, the cells were resuspended
in 20 ml 1.35 M sorbitol, | mm ecthylene glycol
bis-(«-aminoethylether)-N,N N’ N'-tetraacetic acid
(EGTA) and 10 mm citrate-phosphate (pH 5.8).
Zymolyase (5 mg) was added and the cells were
incubated for about 30 min at 32°C with gen-
tle shaking. Spheroplasts were centrifuged at 2500
r.p.m. for 5 min, washed three times with Buffer
A and resuspended in buffer B: 1.35 m sorbitol,
10 mm  2-[N-morpholino]ethanesulphonic  acid
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(MES) adjusted to pH 6.0 with triethanolamine
(TEA) and 0.1% BSA. Spheroplasts prepared from
cells grown in lactate medium were resuspended
in 1M sorbitol, 1.7 mm NaCl, 2 mm MgSO,,
0.5 mm EGTA, 10 mm potassium phosphate and
0.19% 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 some modifications. They
were 1solated 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 volumes of buffer C: 10 mm MES-Tris, pH
6.9, 0.1 mm MgCly, 12% Ficoll, homogenized in
a loosely fitting Dounce homogenizer and cen-
trifuged in a swinging bucket rotor SW28Ti at
26600 x g for 30 min. The white layer at the top
of the mbes, which contained most of the vac-
uoles, was collected and resuspended in Buffer C
with a homogenizer. Then, a 5 ml volume of these
crude vacuoles was layered on top of centrifuge
tubes with 5 ml buffer D: 10 mm MES-Tris, pH
6.9, 0.5 mm MgCl,, 8% Ficoll. The tubes were
centrifuged in a swinging bucket rotor SW40Ti
under the conditions described above. The vac-
uoles recovered from the top were resuspended in
buffer B.

Nucleotide efflux in spheroplasts

Spheroplasis were prepared as described and
aliquots of them were taken at different incu-
bation times with zymolyase. Spheroplasis were
briefly shaken, and centrifuged, and the supernatant
recovered. Proteins were precipitated with 25%
trichloroacetic acid and nucleotides were deter-
mined by absorbance at 260 nm in the depro-
teinized supernatant.

Glucose 6-phosphate dehydrogenase assay

During the preparation of spheroplasts, aliquots
were taken at different incubation times with
zymolyase. Spheroplasts were briefly shaken, and
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washed with buffer B for three tmes and
resuspended in buffer A. Assay of glucose 6-
phosphate dehydrogenase activity was carried out
according to Avéret etal. (1998) with slight
modifications. Protein of spheroplasis (1 mg)
was preincubated for 10min at 25°C in
20 mm Hepes (N-[2-hydroxyethyllpiperazine-N'-
[2-ethanesulphonic acid), pH 7.4, and 1 M sorbitol.
3 mm glucose 6-phosphate and 20 pg/ml antimycin
were then added and the reaction was started
with 0.13 mm NADP*. Absorbance at 340 nm was
recorded for 5 min at 25°C.

Respiration

Oxygen consumption was measured with a Clark
electrode at 30°C in a 1lemperature-controlled
chamber, with an appropriate polarization and data
acquisition system. Experimental conditions are
mdicated under each assay.

Transport of K* by spheroplasts

Potassium uptake was measured by recording
its extracellular concentration with a potassium-
selective electrode connected to a polenuometer
(Beckman Selection 2000) and a computer. The
mncubation mixture was | mm 3-(N-morpholino)
propanesulphonic acid MOPS-TEA buffer (pH
7.0), 1.35 M sorbitol and 0.1% BSA plus 50 pm
sodium vanadate and 5 pg/mg protein oligomycin.
The electrode signal changes were cahbrated by
additions of 10 pm KCL

Vacuolar membrane potential

Creation of membrane potential (AW) across the
vacuolar membrane was followed by the fluores-
cence quenching of oxonol V (Calahorra eral,
1987). Spheroplasts (1 mg protein) were added to
a cuvette containing 10 mmM MES-TEA, pH 6.5,
1.35 M sorbitol, 5 mM MgS0O,, 50 pm sodium vana-
date, and 5 pg/mg protein of oligomycin. To follow
the internal positive membrane polential generated
by ATP, 2 pm oxonol V was included and the reac-
tion was started by the addition of 5 mm ATP-Tris.
Fluorescence was followed at 580—640 nm.

Intracellular K*

Cells (20 mg) or the equivalent amount of sphero-
plasts (wet weight) were diluted to 5 ml 10 mm

Yeast 2005: 22: 689-704.



692

MES-TEA (pH 6.0) and disrupted by boiling in
a water bath for 20 min and centrifuged. Portas-
sium was measured in an adequate dilution of the
supernatant with a Zeiss PF5 flame photometer.

Introduction of pyranine to the vacuole of
spheroplasts and isolated vacuoles

Spheroplasts (1 mg protein) were incubated in
buffer B with 5 mm ATP-Tos, 5 mm MgSO,,
50 um sodium vanadate and 3 pm pyranine for
I h at 30°C with gentle shaking. Spheroplasis
were centrifuged and washed three times and
suspended with buffer B. Vacuoles (1 mg protein)
were incubated under the same conditions except
for sodinm vanadate.

Measurement of vacuolar pH in spheroplasts
and isolated vacuoles

Vacuolar pH in spheroplasts or isolated vacuoles
was guantified according to Pena ef al. (1995) with-
oul electroporation. Spheroplasts (1 mg protein) or
vacuoles preincubated with pyranine (see above),
were incubated in 2 ml 10 mm MES-TEA, pH 6.5,
1.35 M sorbitol 0.1% BSA and 5 mm MgSO,,. Fluo-
rescence changes were monitored at 460—520 nm.
Calculations of pH were carried out according
1o Pena el al. (1995). Total pyranine was calcu-
lated by suobtracting the fluorescence value with
100 mm NH4OH minus the value with 50% propi-
onic acid. External pyranine was evaluated by the
fluorescence at pH 8 (10 mm bicine—-TEA, pH 8,
1.35 M sorbitol) minus the value at pH 4 (10 mm,
tartanic acid, pH 4, 1.35 m sorbitol) multiplied
by the correction factor 1.16. Internal pyranine
was calculated by subtracting total minus exter-
nal pyranine, The corrected fluorescence 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.

All fluorescence changes were monitored at
460~-520 nm, with a slit width of 4 nm, in a
DMX-100 spectrofluorometer with a thermostated
chamber at 30°C and a magnetic stirrer, which was
connected to an acquisition and processing system
(SLM Instruments, Urbana, I11.).

Confocal microscopy

Confocal images were obtained with a MCR 1024
BIO-RAD laser scanning system equipped with
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a Ki/Ar air-cooled laser amtached to an mverted
Nikon TMD 300 microscope. Images were col-
lected with a Nikon oil-immersion 40x objective.
Spheroplasts from La Azteca with pyranine inside
vacuole (see above) were excited with the 488 nm
line of the laser and emitted light was band-passed
at 585 nm. Confocal images were viewed, pro-
cessed and converted 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 eral. (1987). The assay
was performed with 0.25 mg protein in 250 ul
10 mm MES-TEA buffer, pH 6.0, 5 mm MgCl,,
0.5 mm ATP-Tris and | mm ammonium molyb-
date was added. 2.5 mm diethylstilbestrol (DES),
2 mmM sodium azide and 10 pm bafilomycin Aj
were added where indicated. The reaction was
started by the addition of the protein and the
mixture was incubated for 10 min at 30°C. The
reaction was stopped by the addition of 100 ul
30% trichloroacetic acid and the tubes were trans-
ferred to an ice bath. They were centrifuged and
phosphate liberated was measured in the super-
natant by the method of Fiske and Subbarow
(1925).

Protein

Protein was quantified according with the method
of Peterson (1977). Bovine serum albumin was
used as standard.

Reagents

All reagents were of the highest quality available.
Mannitol and sorbitol used for the buffers were
deionized using an AG50W-X8 resin (BIO-RAD).

Results

Characterization of the model
Permeability of the plasma membrane

Aliquots of yeast incubated with zymolyase were
withdrawn at different times of incubation
(Figure 1A, La Azteca and B, BY4742 strains);
they were lysed by gentle agitation in water (o
follow the percentage decrease of OD at 660 nm.
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Figure 1. Efflux of nucleotides and glucose 6-phosphate dehydrogenase activity during incubation of yeast cells with
zymolyase (A, Lz 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 lysed in distilled water (green rhomboids). In both cases, values were expressed as the percentage decreases of
ODyggp n With respect to the value at starting incubation with zymolyase. In another assay, aliquots were briefly shaken
and centrifuged, and nucleotides were measured in the deproteinized supernatant at 260 nm (yellow circles). Values
were expressed as the percentage increases of ODygg o, with respect to the value at 30 min. For glucose-6-phosphate
dehydrogenase activity (red triangles), | mg protein of spheroplasts was preincubated for 10 min at 25°C in 20 mM Hepes
(pH 7.4), | 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 °C. Values were expressed as the percentage
increases of ODuo nm With respect to the value at 30 min of incubation with zymolyase

The absorbance showed a rapid decrease during
the first 20 min and reached a platcau i about
30 min. Spheroplasts formation showed a yield of
about 80%. Control of lysis of spheroplasts was
carried out by following the decrease of OD at
660 nm of the same aliquots of yeast but, instead
of water to produce the lysis, they were resus-
pended in buffer A (see Materials and methods).
A small lysis of 15% of the spheroplasts after the
sole zymolyase treatment was observed, which did
not constitute a problem for the model of per-
meabilized spheroplasts. Viability of spheroplasts
was not smdied, since we were interested in the
integrity of the cellular organelles and not of the
whole cell.

Numerous metabolites have been measured
during permeabilization of the cells such as
material absorbing at 260 nm (Ohsumi et al., 1988;
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Huber Wiilchli and Wiemken, 1979), cytosolic
arminoacids (Ohsumi et al, 1988) and ATP
(Forster et al., 1998). Also, enzymatic activites
have been detected with external substrates,
such as f-galactosidase (Joshi etal, 1987)
hexokinase, malate dehydrogenase and others
(Serrano et al., 1973). We chose the release of
nucleotides (Ohsumi er al., 1988) and glucose-6-
phosphate dehydrogenase activity (Serrano et 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
close correlation with the formation of lysable
spheroplasts during incubation with zymolyase.
Resulis suggested that the spheroplasts from
both strains were permeable without addition of
permeabilizing agent.
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Functional integrity of internal organelles in
spheroplasts

Table 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 indoced in
cells grown with lactate (Casal er al., 1995) and
it has been reported to be also able to trans-
port pyruvate (De Hertogh et al., 2002). Glucose
is transported through Hxtl-Hx4 plus Hxt6 and
Hxt7 which are the most important transporiers
for this substrate in yeast (Elbing er al, 2004).
Finally, ethanol is freely permeable across bio-
logical membranes. In spheroplasts, however, both
lactate and pyruvate, but particularly the former,
produced a higher stimulation of respiration, which
besides, with lactate, was increased more than
five fold for lactate and four fold with pyruvate

G. A. Martinez-Mufoz and A. Pefia

in the presence of ADP, as compared to respi-
ration without substrate in the absence of ADP
(State 4). Glucose and ethanol also produced an
increased respiration, but particularly with glucose,
the incubation medium required the addition of
ATP and NAD" (Sutton efal, 1961). Probably
the most important finding was the coupling of
respiration with all substrates; that is, the stim-
ulation by ADP, a substrate of oxidative phos-
phorylation which is impermeant to intact cells,
which also indicated the functional integnity of
mitochondria.

In another series of experiments not shown, it
was found that 2.5 pM carbonyl cyanide 3-chloro-
phenylhydrazone (CCCP) also stimulated the res-
piration of spheroplasts. It was concluded that
spheroplasts were permeable and nystaun as per-
meabilizing agent was not required. In fact, incu-
bation with nystatin (2.5 pM/mg protein) provoked
a decrease in the respiration rate with lactate in both
strains (not shown).

Table I. Respiratory rates of intact La Azteca yeast and spheroplasts with different substrates

Intact yeast

Stimulation by
Substrate natg of Oy/min/mg substrate (%)
MNaone 244470 —_
Lactate B6xB.6 17.1
Pyruvate 47410 42
Glucose 28293 154
Fthanal 334495 367
Spheroplasts {mitochondna)

natg of Oz/min/mg Stimulation by substrate (%)
State 4 State 3

Substrate (No ADP) (plus ADP) (No ADP) (plus ADP) State 3/4
Mane 10549 —_ — - —
Lactate 24+ 8 55947 13 432 1.5
Pyruvate 177+ 18 406 = 11 6% 286 23
Glucose 169 £ 10 3344126 6l 18 20
Fthanol 153+ 12 75+ 18 46 1] |8

Respiratory rates were measured as described in Matenals and methods. La Azteca intact yeast (25 mg, wet weight) was incubated in 10 mm
HEPES-TEA. pH 7.0. Spheroplaste (2 mg proten) obtained from the came yeast grown aerobically in lactate were aerated for 30 min at
30°C. Incubation medium: 10 mm KH:POq (pH 7.0). | m sorbitol, 0.1% BSA plus 1.7 mm NaCl, 2 mm MgSO, and 05 mm EGTA to final
volume of 5 ml 10 mm each substrate was used (except ethanol, which was 109 mm) and 100 pm ADP. To assays with lactate and ethanol,
2 mm NAD™ was added; when glucose was the substrate for spheroplasts, the medium was supplemented with 2 mi ATP, 2 mi NAD™ and
10 mr NiH4Cl Results are expressed as natg of Oy consumed/min, and Oy consurned/mg wet weight in the case of intact cells, and mg of
protein for spheroplasts, and are the means of three expenments £ 50
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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
permeabilized spheroplasts, the activity of the V-
ATPase, enzyme responsible for the generation of
pH gradient (ApH) and membrane potential (Avyr)
through the vacuolar membrane (Mellman er al.,
1986, Forgac, 1999) was quantified. Table 2 shows
the specific activities of V-ATPase, plasma mem-
brane H*-ATPase (P-type ATPase) (Serrano, 1986)
and mitochondrial H*-ATPase (F,-Fy ATPase or
F-ATPase) quantified in spheroplasts of La Azteca
strain. Actvilies were calculated from the effects
of the specific mhibitors for each one of the three
enzymes at pH 6.0 and in presence of 1 mM
ammonium molybdate as inhibitor of phosphatases
(Leigh and Walker, 1980). V-ATPase was inhib-
ited with 10 pM bafilomycin A;, 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 that
of the plasma membrane ATPase, deduced from the
64.2% of inhibition of total ATPase activity with

Table 2. ATPase activities of spheroplasts; effects of
inhibitors

ATPase activity
(nmol Inhibition

Inhibiter Pilmg/min) (%)
MNaone 96+ 15 o
Bafilormycin Ay (10 um) 72412 5
DES (25 mm) 34+8 642
Sodium azide (1 mm) 97£9 0
DES and sodiumn azide ELS 657
DES and bafilormycin A 9+3 904
Sodium azide and baflomycin A 73410 237
All three inhibitors 914 905

Yeast grown to the exponential phase n YPD media and starved
was converted 1o spheroplaste with 2ymolyase (see Materials and
methods), Spheroplasts (025 mg protein) were incubated a1 30°C
in a final volume of 0.25 ml containing 10 rmm MES=TEA buffer, pH
60,5 mmMgCly, 0.5 mm ATP-Tris, | mmammanium molybdate and
the indicated concentrations of other inhibitor(s). The reaction was
stopped after 30 min with 100 pl 30% trichlorsacetic acid and the
tubes transferred to an ice bath. The tubes were centnfuged and the
phosphate libersted was measured in the supematants according to
Fiske and Subbarow (1925) Results are expressed in nmol Fifmgimin
and are the mean of three measurements + SD. Percentages were
caleulated taking as 100% the activity without inhibitors
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DES. This result was in agreement with Serrano
(1980) who reported that the plasma-membrane
ATPase is the major ATP-consuming pathway in
yeast. In view of the high activity of the plasma
membrane ATPase, sodium vanadate 50 micro M
was added in all further assays. Percentage inhibi-
tion with bafilomycin A; showed that 25% of total
ATPase activity is due to the V-ATPase. The H-
ATPase activity detected in permeabilized sphero-
plasts, encouraged us to study transport systems in
the vacuole. The generation of ApH and AW con-
firmed 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 the absence of F-ATPase activity. We have
carried out experimenis with isolated yeast mito-
chondria (not shown) which demonstrate that the
F-ATPase activity is extremely low, it can not be
stimulated by uncouplers and it is only measur-
able in mitochondria disrupted by placing them in
a hypotonic medium or in the presence of perme-
abilizing agents (Venard er al, 2003). However,
oligomycin was added to all assays to avoid any
possible interference by this enzyme activity.

Vacuolar potassium transport on spheroplasts

Because of the plasma membrane permeabilization
in the spheroplasts, the study of K* transport to
the vacuole was considered. Figure 2 shows that
when Mg-ATP was added to spheroplasts of La
Azleca strain, potassium in the medium decreased.
The disappearance of external potassium was inhib-
ited by bafilomycin A,, a specific inhibitor of the
V- ATPases, suggesting that potassium was trans-
ported into the vacuole. Pentachlorophenol (PCP)
and CCCP (not shown) also reverted the effect of
Mg-ATP, indicating the requirement of a proton
gradient across the vacuolar membrane for the K*
entrance 1o the vacuole.

Potassium content in spheroplasts

Spheroplasts prepared from yeast incubated with
zymolyase lost much of their cytoplasmic potas-
sium, but since the vacuole maintains its integrity,
it was possible to guantify the potassium content
of this organelle. Table 3 shows the percentage of
potassium found in spheroplasts; those prepared
from non-starved yeast La Azteca (250 mM total
K™") maintained 55% of the initial potassium and
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Figure 2. K* wansport in spheroplasts from La Azteca
strain. Yeast cells grown to the exponential phase in YPD
and starved were converted to spheroplasts (see Materials
and methods) and transport of K* was monitored using
a selective K electrode. The mixture contained | mg
spheroplast protein in | mM MOPS-TEA buffer (pH 7.0),
1.35 M sorbitol, 0.1% BSA, 50 uM sodium vanadate, and
5 ug/mg protein oligomycin, in a final volume of 5ml at
30°C. The tracings were started after |0 s with the addition
of spheroplasts; 5 mm Mg-ATP or 10 um PCP (green line)
were as indicated. In the rracing with 10 pm bafilomycin A,
(red line), the inhibitor was added from the beginning of the
trace. Control without any addition to the spheroplasts is
indicated (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 spheroplasis from starved
yeast (131.5 mM total K*) retained 27%. Oko-
rokov ef al. (1980) found that the vacuole is the
main storage compartment for ions and metabo-
lites in the yeast. Accordingly, we expected that
most of the potassium ions stored in the perme-
abilized spheroplasts are in the vacuole, although
some contribution may exist from other organelles,
such as the mitochondria.

It was also observed that starvation caused a
higher loss of potassium content in spheroplasts
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Table 3. Concentration (mM) of K* of intact yeast cells

and spheroplasts in both strains
Intact yeast Spheroplasts
La Arteca MNon starved 2504 15 138+ 10
Starved yeast 150+ 18 52512
BY4742 MNan starved 2035+724 B3Il
Starved yeast 1315421 46 % 13

Yeast (La Aztecz and BY4742 strains) was grown to the exponential
phase in YPD. Spheroplasts were prepared from starved and non-
starved yeast from both strains, Cells were starved by aeration for 16 b
at 30°C in water in a gyratory shaker (see Matenals and methods).
The same equivalent wet weight of yeast cells or spheroplasts starved
and non starved (20 mg) was diluted to Senl 10 me MES-TEA
(pH 6.0). The suspensions were bailed in a water bath for 20 min
and centrifuged. The supematants were used to measure K* in a
flame Zeiss PF5 photometer. Resufts of three are the mean of three
determinations £ 50

than in intact yeast cells. Intact yeast cells of La
Azteca and BY4742 strains lost 40% and 35.4%
after starvation, respectively, while spheroplasts
lost 62% and 45.9% in the same order. These
results suggested that a large part of the potassium
liberated from the vacuole during starvation was
retained in the cytoplasm.

Vacuolar membrane potential

It was expected that with the additon of Mg-ATP,
the activity of the V-ATPase in spheroplasts would
allow the creation of a vacuolar membrane poten-
ual, which could be detected by the fluorescence
guenching of oxonol V. In both strains, increas-
ing concentrations of ATP provoked an increase of
Ay, higher at 10 mM ATP (Fig 3A, La Azteca;
Figure 3B, BY4742). Similar measurements were
carried out at different Mg®" concentrations and
external pH, and the optimal conditions were 5 mM
Mg®* and pH 6.5 (not shown). As Figure 3 shows,
the addition of Mg-ATP produced the quenching of
fluorescence of oxonol V, which could be reversed
by both protenophores CCCP and PCP. It was also
observed that bafilomycin A, prevented the effect
of Mg-ATP on the quenching of fluorescence. Glu-
cose, on the other hand, had no effect on the oxonol
V fluorescence, as expected in permeabilized
spheroplasts (Figure 3C). Then, in order to siudy
the effect of K* transport into the vacuolar mem-
brane potential difference, 200 mM KCl was added
after ATP. As shown in Figure 3 (B, BY4742; C,
La Azteca) no change of the vacuolar Ay was
observed after KC] addition in both strains.

Yeost 2005, 22: 689-704,
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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 spheroplasts as indicated in Materials and methods. Vacuolar membrane
potential was recorded by following the changes of fluorescence at 580-640 nm (ex/em). Incubation mixture: 10 mM
MES-TEA (pH 6.5), 1.35 msorbitol, 5 mm MgSO,, 50 um sodium vanadate, 5 pg/mg protein oligomycin, final volume, 2.0 ml,
The tracing was started at 5 5 by the addition of | mg spheroplast protein, followed by 2 pr oxonol V. (A) 5 mm ATP-Tris
(black line), 10 pr uncoupler (PCP or CCCP, blue and yellow lines, respectively). (B) Effect of 5 mm ATP-Tris (black line),
10 pur uncouplers (PCP or CCCP, blue and yellow lines, respectively) and of 200 mm KCl after ATP-Tris addition (red
line). but using the BY4742 strain. (C) Effect of 5 mm ATP-Tris in the presence of 10 pm bafilomycin A, (violet line) or
10 mmM glucose (pink line), and of 200 mm KCl 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

1998), in spheroplasts, electroporation was not nec-
spheroplasts

essary to introduce pyranine into the vacuole. In the
experiment with La Azieca strain, it was observed

Pyranine was used as a flnorescent probe to fol-  that pyranine freely entered the plasma membrane,

low the changes of vacuolar pH in spheroplasts.
In contrast to intact yeast cells (Calahorra er al

Copyright & 2005 John Wiley & Sons, Ltd.

and after incubation with Mg-ATP it was concen-
trated m the vacuole (Figure 4A). In the absence

Yeast 2005; 22: 689-704
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Figure 4. Confocal microscopy of spheroplasts prepared
from La Azteca strain grown to the exponential phase in
YPD and starved as indicated in Materials and methods.
To incorperate pyranine into the vacuole of spheroplasts,
| mg spheroplast protein was incubated for | h at 30°C
with gentle shaking in 10 mm MES-TEA (pH 6.0), 1.35 M
sorbitol, 0.1% BSA (Buffer B), with 50 uM sodium vanadate
and 3 pM pyranine, in the presence (A) or absence (B) of
5 mM Mg-ATP (see Materials and methods). Spheroplasts
were centrifuged and washed three times and resuspended
in buffer B. Confocal images were obtained as described in
Materials and methods

of Mg-ATP no uptake of pyranine into the vacuole
was observed (Figure 4B). It was also observed
that bafilomycin A; prevented the entrance of pyra-
nine and the same phenomenon was observed with

Copyright © 2005 John Wiley & Sons, Ltd
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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 potential, 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 intermal pH of the vac-
uole. Figure 5A shows the vacuolar pH response

6.80 =
control
6.70 - o
ATP+ Bal.
I 660 ATP ATP+ KCI
X R
o
=1
(¥}
@
= 650+
spheroplasis KCI ATP
6.40 =
6.30 T T
0 100 200
Time (s)

Figure 5. Changes of the internal vacuolar pH, effect of
Mg-ATP. Spheroplasts were prepared from yeast (La Azteca
strain) grown to the exponential phase in YPD and starved
(see Materials and methods). Incorporation of pyranine into
the vacuole of spheroplasts was performed as indicated in
Figure 4. Spheroplasts with pyranine in the vacuole were
incubated in 10 mm MES-TEA (pH 6.5), 1.35 ™ sorbitol
and 5 mm MgSO,. The tracings were started with | mg
spheroplast protein. Where indicated, 5 mm ATP-Tris in
the presence (violet line) or absence of 10 um bafilomycin
A, (black line), and 200 mMm KCI (red line) were added,
Changes of fluorescence were recorded at 460-520 nm
and the pH was calculated according to Pena et al. (1995)
{see Materials and methods). Control without any addition
to the spheroplasts is indicated (green line)

Yeast 2005; 22: 689-704.
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to ATP addition with La Azieca strain. The addi-
tion of Mg-ATP produced a pH decrease. In the
presence of Mg-ATP and bafilomycin A, only a
slight response of the vacuolar pH was observed.
It was also observed that the addition of 200 mM
KCl to spheroplasts after Mg-ATP provoked a low
vacuolar alkalimzaton.

However, since in the experiments of Figure 5,
K* was entering the vacuole in the presence of
Mg-ATP, while at the same time the V-ATPase
was pumping protons inside, one experiment was
carried out in which KCl was added in the absence
of ATP and it was found that, in agreement with the
existence of a K¥/H™* antiporter, the vacuolar pH
increased after the addition of KCl in the absence
of Mg-ATP in both strains (Figure 6A, La Azteca;
Figure 6B, BY4742). Moreover, the experimental
creation of a more favourable gradient for the
efflux of protons at an external pH of 6.5 favoured
the increase of the vacuolar pH produced by the
addition of KCI. It is striking that the effects
of K* required a high concentration to produce
an important response of the vacuolar pH in
spheroplasts (25-200 mM). Similar resulis were
obtained with NaCl (not shown), indicating that
both K* and Na" are transported through the same
transporter to the vacuole.

In order to verify the existence of a K*/H*
antiporter in the vacuolar membrane, vacuoles were
isolated from spheroplasts from the strains La
Azteca and BY4742. In both cases it was possi-
ble to introduce pyranine into the vacuoles after
incubating with Mg-ATP (see Materials and Meth-
ods) and to measure the vacuolar pH. The response
of vacuolar pH in isolated vacuoles to different
concentrations of KCI was very similar to that of
spheroplasts. Figure 6C shows that vacuoles iso-
lated from La Azteca strain required high concen-
trations of KCI (higher than 50 mM) to show a sig-
nificative alkalinization. The same experiment was
performed with different concentrations of NaCl
and similar concentrations to those of KCl were
required (not shown).

With the aim of further characterizing potassium
transport into the vacuoles, the changes of vacuolar
pH with other monovalent alkaline cations were
analyzed. Two kinds of assays were performed:
a) In Figure 7A (La Azteca strain), the response
of vacuolar pH in spheroplasts to chloride salts
of K*, Na*, Rb*, Li* and Cs* was confirmed
by a second further addition of KCI. This second

Capyright © 2005 John Wiley & Sons, Ltd.
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addition of potassinm permitied to confirm the low
grade of selectivity for the different cations. b) In
Figure 7B (BY4742 strain), a single additon of the
different alkaline cations was done and the same
pattern of alkalinization was observed 1o that of La
Azieca strain. A very similar alkalinization patiern
was also observed with the five assayed cations in
isolated vacuoles of La Azteca strain (not shown).
In view of the small differences in the response of
the vacuolar pH to all cations, we concluded that
the putative K*/H* antiporter is nonselective for
alkali-metal-cations.

Discussion

In this work, a technique of permeabilized sphero-
plasts that allowed the study of vacuolar trans-
port is reported. The results demonstrated that our
strains (La Azteca and BY4742), only by incu-
bation with zymolyase become permeable in the
plasma membrane without the need of a perme-
abilizing agent, somewhat differently to those of
Avéret et al. (1998). However, our results were
similar to those of Milani ef al. (2001) who smd-
ied Ca" transport into the vacuole of Candida
parapsilosis in spheroplasts using only lyticase.
Our results indicated a low percentage of broken
spheroplasts afier zymolyase treatment (15%) and
probably more than 80% unbroken spheroplasts
(Figure 1). The presence of spheroplasts was con-
firmed by microscopic observation and by assay
of the plasma membrane potential measured with
cyanine (Pefia ef al, 1984) (not shown), which
also proved the predominance of permeable sphero-
plasis in the preparation.

We acmally do not know why the sole incuba-
tion with zymolyase resulied in the permeabiliza-
tion of the plasma membrane in the spheroplasts. It
is possible that the protease activity of zymolyase
(Ovalle et al., 1998) may be acting on the plasma
membrane proteins; it has been found that incu-
baton of Kluyveromyces lactis with an excess of
zymolyase 20T (ICN) (I g zymolyase/30 g wel
weight) results in the degradation of the plasma
membrane ATPase, as observed by denaturating
electroforesis (J. P. Pardo, personal communica-
tion). More studies are required to elucidate the
actions of zymolyase on the plasma membrane,
its permeabilization and the susceptibility of other
strains.

Yeast 2005; 22: 689704,
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Figure 6. Effect of KCl on the vacuolar pH in spheroplasts and isolated vacuoles in the absence of Mg-ATP. Spheroplasts
and vacuoles were prepared from yeast (La Azteca or BY4742 strains) grown to the exponential phase in YPD and starved
(see Materials and methods). Pyranine was incorporated into the vacuole of spheroplasts, as indicated in Figure 4. The
conditions were the same for the vacuoles (| 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 mH
MgSO,. The tracings were started with the addition of spheroplasts or vacuoles. KCl was added at the concentration
indicated to: (A) spheroplasts of La Azteca strain, (B) spheroplasts of BY4742 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 Pefa et 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 the vacuole were incubated in 10 mM MES-TEA (pH 6.5), 1.35 1 sorbitoland 5 mnm
MgSO,. The tracings were started with | mg spheroplast protein. Where indicated (A) 200 mt alkali-monovalent cations
(chloride salts of K¥, Na™, Rb™, Cs* or L) (viclet, yellow, red, blue and pink lines, respectively), and a second further
addition of 200 mM KCl were added to La Azteca strain. (B) In BY4742 strain, 200 mm allkali-monovalent cations (chloride
salts of K*, Na*, Rb™, Cs* or Li*) were added where indicated. Changes of fluorescence were recorded at 460520 nm
and the pH was measured according to Pefia et al. (1995) (see Materials and methods). Control assay without addition to

the spheroplasts is indicated (green line)

In addition to nucleotide efflux and glucose 6-
P dehydrogenase, the apparent free entrance of
pyranine without electroporation also indicated
the disappearance of the plasma membrane bar-
rier. This was also confirmed by detecting no
plasma membrane potential, vsing a fluorescent
cyamne (Pefia er al., 1984) (not shown). The results
of mitochondrial respiration also confirmed the
absence of the plasma membrane barrier to sub-
strates and ADP in spheroplasts, but interesungly
enough, while maintaining mitochondrial integrity.
The loss of the glycolytic capacity in permeabi-
lized spheroplasts was also important, because it
eliminates the possible interference of this path-
way on the studies of vacuolar transport. This was

Copyright © 2005 John Wiley & Sons, Ltd,

also shown by the failure to observe a substantial
reduction of endogenous NAD™" by fluorescence at
340-460 nm (Pefa er al_, 1967) upon the addition
of glucose (not shown), which allowed to conclud-
ing that the abatement of the glycolytic capacity in
spheroplasts of both strains was due to the loss of
most of the cytosolic nucleotides. including NAD™.

Cytosolic content release from permeabilized
spheroplasts and the maintenance of the structural
integrity of the vacuole made it possible to get an
approximale estimation of the vacuolar content of
K*. It is important 1o note: a) the high percentage
of potassium maintained in the spheroplasts as
compared to intact cells in both strains with or
without starvation and b) that spheroplasts from

Yeost 2005: 22: 689-704.
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starved cells lost a higher percentage of K* than
intact yeast (see Table 3). These results agree with
those of Okorokov er al. (1980) in the sense that
the vacuole is the main storage of potassium ions
and other cations in yeast and with the importance
of the vacuole in the ionic homeostasis in yeast
(Klionsky et al., 1990).

Previous work suggested the existence of a
K*/H* antiporter in the vacuole (Calahorra ef al.,
1998). Our results reinforced the hypothesis about
the existence of the mentioned antiporter: a) K*
uptake was observed in spheroplasts, depending
on Mg-ATP, and was mhibited by bafilomycin A
and reversed by both CCCP and PCP (Figure 2),
b) vacuolar Ay did not show any change upon
the addition of KCI; ¢) an important increase of
vacuolar pH was observed after KCl addition in
spheroplasts (Figs. 3C and 6 A) and d) the increase
of the vacuolar pH produced by the addition of
K* was higher in the absence of Mg-ATP; e) data
with isolated vacuoles also support the hypothesis
of a puwtative K*/H* antiporter in the vacuolar
membrane.

These results suggested the existence of an
electroneutral antiporter, performing the uptake of
K* in exchange for H*, but in order 10 effectively
accumulate the alkali cation, protons lost to the
cytosol in the exchange have to be replaced by
their pumping inside the vacuole by the V-ATPase,
making so necessary an electrochemical potential
difference of protons as the driving force for net
K* accumulation.

Two properties of (he potassium entrance into
the vacuole deserve mention: the high potassium
concentration required (50-200 mM) for vacuo-
lar alkalinization and the low specificity for K*
transport into the vacuole. Both properties are dif-
ferent to those observed in the potassium trans-
port through the plasma membrane, which shows
a higher selectivity for K* over the other mono-
valent alkali cations and requires very low K*
concentration for its transport across the plasma
membrane of yeast (Calahorra er al, 1998). For
aminoacids, transport also shows a difference of
two orders of magnitude between the vacuolar and
the plasma membrane transporters being higher in
the vacuole. Ohsumi and Anraku (1983) explain
this because the storage function of the vacuole is
adapted to the high cytosolic concentration of the
nuirients required to be stored in the vacuole; this

Copyright © 2005 john Wiley & Sons, Ltd,
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concept appears 1o be also applicable 1o potassium
transport.

Additional observations showed that this model
of permeable spheroplasts may be applied 1o the
study of the wansport of other compounds. In
fact, vacuolar alkalinization was also observed in
spheroplasts with pyranine inside the vacuole upon
the additon of basic aminoacids (10 mM lysine
and arginine) and 50 uM Ca** . In contrast, 10 mM
glycine did not show any change of vacuolar pH
(not shown). The results agree with the described
aminoacid/H™ antiporter for basic aminoacids and
a Ca®*/H* vacuolar antiporter, and with the low
transport of glycine into the vacuole of yeast (Sato
et al., 1984; Ohsumi and Anraku, 1983).

K" is a fundamental cation for the yeast and it
is stored at a high concentration into the vacuole
(Klionsky et al., 1990). Its transport and accumu-
lation requires an important amount of energy, as
well as changes of the internal pH of yeast (Pena
et al_, 1967; Ramirez er al.,, 1996; Calahorra er al.,
1998). Its wransport throngh the plasma membrane
has been extensively studied (Wadskog and Adler,
2003); however, little is known about K* trans-
port in the vacuole. A vacuolar cation channel has
been described (Wada et al., 1987) and Hirata ef al.
(2002) has suggested the exisience of a Na*/H*
antiporter in the vacuole and studied the role of
Nhxlp (Nass et al., 1997). Nhxlp is a Na*/H*
antiporter described in the prevacuolar compart-
ments in yeast (Nass er al,, 1997; Nass and Rao,
1998; Nass and Rao, 1999), and the possibility has
been mentioned that Nhx1p is localized to discrete
patches on the vacuoles (Nass and Rao, 1998).
For this reason, we first considered to Nhxlp as
the more important candidate for being a vacuolar
antiporter K*/H*.

In order to confirm this hypothesis, perme-
abilized spheroplasts of Anhx/ muants, kindly
donated by Dr. Rajini Rao, were prepared. Our
results showed that: a) the disruption of NHX] did
not result in the loss of vacuolar K*-dependent
alkalinization and, b) that Anhx/ mutants showed
the same pauern of vacuolar pH of the wild type
strain (BY4742) in presence of K* and Na' ions
(not shown). The observations agree with that of
Hirata et al. (2002) who found that the system
was is able to transport K* and other monovalent
cations and that NHX/ deletions did not alter the
Na' transport in vacuolar vesicles. Further studies
must be carried out to define if the system reported

Yeost 2005: 22: 689-704.
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in this work is the same described by that Hirata
et al. (2002).

About the nature of the putative monovalent
cation/H* antiporter present in the vacuolar mem-
brane, according 10 the last review about the
enkaryotic sodium/proton exchangers (Brett er al |
2005), no other candidate for this function exists
in the §. cerevisiae genome. However, it is possi-
ble that a unique K*/H* antiporter, not coded by
NHX1, localizes in the vacuole of this organism.
In spite of the strong the evidence about the exis-
tence of a K*/H* antporter, the conclusive proof
would be the discovery of a single protein mediat-
ing simultaneously fluxes of protons and potassium
in the vacuole of yeast.
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