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RESUMEN 

En los seres vivos, los procesos metabólicos esenciales requieren de potasio. Para 

capturar este catión activamente, las células utilizan la energía almacenada en forma de un 

gradiente electroquímico. En la levadura, la acumulación de potasio se inicia con la 

generación del potencial electroquímico (ó'¡..tH\ por la salida de protones a través de la H+

ATPasa. Este potencial impulsa la entrada de potasio por los transportadores específicos, 

utilizando el componente eléctrico del b..J..1H+. Acoplados, los flujos de estos iones producen 

cambios en el pH intracelular y en la concentración de potasio. Esto plantea la pregunta: 

¿cómo y quién regula el pH intracelular y la concentración de potasio? Por otra parte, 

también se consideró importante definir los efectos en el transporte de iones sobre la 

fisiología de la levadura, principalmente en relación con las principales vías de 

transformación de energía, el crecimiento y la reproducción celular. 

Para contestar a esta pregunta, se construyeron mutantes de levadura, mediante la 

ablación de genes que codifican para posibles proteínas involucradas en los flujos de iones, 

esperando que la pérdida de alguna de estas funciones afectara el pH intracelular y/o la 

concentración interna de potasio. En las mutantes obtenidas se determinó el pH intracelular, 

el contenido de potasio, el potencial de membrana, el transporte de potasio y el bombeo de 

protones, así como algunos parámetros metabólicos. En las cepas estudiadas, la mutante 

con ablación en el gen Y JL094c, mostró un aumento en el pH intracelular, un incremento 

en el contenido de potasio y un potencial de membrana mayor. 

Con estos resultados concluimos que: 

1. El producto del gen YJL094c codifica para un posible intercambiador potasio/protón 

que denominamos antiportador de potasio/protón uno (KHAJ). 

2. Esta proteína es la responsable de la regulación del pH mtracelular así como del 

contenido de potaslO. 

3 El posible mecanismo para la rcgulaclón del pH es el reingreso que Kha 1 permite de 

parte de los protones en un intercambio por potasio. Esto mantIene el pll Intracelular 

y la concentración de potasio óptimos para la célula. con una pérdlda mínima del 

potencial electroquímlco. 



ABSTRAer 

In living organisms, the essential metabolic processes require potassium ions. Cells 

actively accumulate potassium using the energy stored in the form of an electrochemical 

gradient. In yeast, the uptake of potassium starts with the forrnation of an electrochemical 

polential (,',.IlH+) lhrough lhe expulsion of prolons by lhe H+-ATPase_ The uplake of lhe 

catian by its specific transportcrs is drivcn by thc electrical component of the L'.)-l.H-t-o These 

ion fluxes cause changes in the intracellular pH and potassium contento Two important 

questions can be asked about this process: How, and by what means, are the intracellular 

pH and the intracellular ion cantent regulated? 1t was also considered important to define 

the possible changes that 5uch alterations in the ion transport activities could produce on the 

physiology of lhe ce11, mainly on lhe energy lransduclion pathways and funclions, growth 

and reproduction. 

In order to address is question we made mutant yeast strains by deleting several genes 

coding for peptides involved in these ion fluxes. The airo was to obtain a mutant in which 

the loss of one or several of these functions affeets the intracellular pH andlor the internal 

potassium content. We determined the intracellular pH, potassiurn content, membrane 

potential. potassium transport and proton pumping, as well as several metabolic parameters 

in each mutant strain. Mutants with a deletion in the gene YJL094c showed an increase in 

the intracellular pH and potassium conteot and a higher membrane potential compared to 

the control yeast strain. 

We conc1uded lhe following: 

1. The peptide product of YJL094c is a putative potassium/proton cxchangcr, which we 

have narned polassium prolon anliporter onc (KHA 1)-

2. This protein is rcsponsiblc [or thc internal pH and potassium content regulation. 

3 A possib1c mcchanism for pH rcgulation lS thc rcentry through Khal of sorne of the 

protons in cxchange for internal potassium This would maintain the internal pH and 

potassium conccntration within optimum and convcnicnt valucs for thc ceJl, Vvith 

only a smallloss in the cleetrochcmical potcntiaL 

., 



ABREVIA l'URAS 
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ATP 
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Protón. 
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Dinucleótido de adenina. 
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Reacción en cadena de la polimerasa. 
Fosfato inorganico. 
Fosfato radioactiva. 
Rubidio radioactivo. 
Trjetanal amina. 
Tris-hidroximetil amina metano 



1. INTRODUCCIÓN 

Para llevar a cabo procesos metabólicos esenciales, prácticamente todos los seres vivos 

mantienen y requieren altas concentraciones de potasio (lOO a 150 mM) en el interior 

celular. Para capturar este catión, las células utilizan la energía almacenada en forma de un 

gradiente químico o eléctrico. 

En las bacterias, animales y plantas, el sistema transmembranal para el transporte de 

iones está constituido por dos componentes: uno crea el gradiente electroquímico para 

cualquiera de los iones, utilizando fas bombas primarias como son H+-ATPasa, Na+IK+

ATPasa, Na+-ATPasa o las cadenas transportadoras de electrones. El otro componente 

completa el proceso, transportando los iones a través de los sistemas secundarios tales 

como uniportadores catiónicos, simportadores catión/sustrato, canales iónicos o 

intercambiadores (antiportadores M+IH+). Este mecanismo universal de entrada y salida de 

iones a través de las membranas biológicas, mantiene los movimientos de diferentes 

cationes. Sin embargo, en las bacterias y los hongos, el principal catión que mueven los 

translocadores primarios es el H+, cuyo bombeo tiende a producir un aumento del pH 

intracelular, que desde luego, debe mantenerse regulado, y también deben existir sistemas 

capaces de mantener la homeostasis de los otros iones, principalmente el K+, ya que un 

aumento en la concentración de éstos pudiera ser tóxico para la célula 

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, los DUJOS de iones están eoo5tituidos 

principalmente por los movimientos de protón y potasio. El proceso membrana! para el 

transporte celular de estos iones se inicia con la salida de protones proveniente de la 

hidrólisis del ATP y la generación del potencial electroquímico (AF¡¡-l), producido por la 

I r' ~¡\TPas<l de la membrana pla')mática El gradiente de protoncs producido por csta 

(> 



enzima, puede llegar a ser mayor de 3 unidades de pH y constituye la mayor parte de la 

energía que impulsa el transporte de iones que la célula requiere. En contra parte, las 

células acumulan grandes cantidades de potasio (200 a 300 mM). Si consideramos que las 

levaduras acumulan concentraciones elevadas de potasio y valores del pH externo 

relativamente bajos, condiciones en las cuales el pH interno y la concentración de potasio 

pueden llegar a valores inconvenientes para la célula. Se plantean dos preguntas 

importantes: ¿cómo y quién regula el pH intracelular? y ¿cómo y quién regula la 

concentración intracelular de iones? 

1.1. Potencial electroquímico y flujos de iones 

Peña y cols. (1972) propusieron la existencia de una H+-ATPasa responsable de la 

generación del potencial electroquímico en la membrana plasmática de la levadura. Esta 

proteína fue primero reconstituida en liposomas por Malpartida y Serrano (1981). Luego, el 

gen responsable de esta actividad (PMA1) fue clonado y secuenciado por Serrano y cols. 

(1986). La l-r-A TPasa Pmal bombea protones hacia el extenor celular hidrolizando ATP; 

el movimiento de estoS protones produce la acidificación del medlo extracelular, 

formándose un gradiente de pH (!\pH) Y un potencial eléctrico (ó.'fI) a través de la 

membrana plasmática. Este gradiente electroquímico (ó.¡..t¡¡') es utilizado para el transporte 

de nutnentes al interior celular. 

En contraparte al gradiente de protones, los movimientos de potasio forman parte de un 

sistema secundario constituido por los uJ1lportadores de alta y baja afinidad Trkl y Trk2, 

que acumulan potaSIO en el interior de la célula en contl:l de su gradIente clcctroquÍlmco, 

utilizando el componente el0ctnco dd Pl)kllcI;:¡1 c:lectroquíl11ico (Peií.~! y cols., 1975). 



Rodríguez-Navarro y cols. (1984) describieron la existencia de dos sistemas para el 

transporte de potasio; uno de alta (KM~IOO f!M) y otro de baja afinidad (KM~50 mM). Un 

año después, este mismo grupo describió una mutante con un defecto en el sistema de alta 

afinidad (Ramos y cols., 1985). Con la obtención de esta mutante se pudo clonar el gen del 

sistema de transporte de potasio de alta afinidad (TRK1) (Gaber y cols., 1988). Con las 

mutantes obtenidas por los grupos de Ramos y Gaber, se caracterizó un sistema de salida de 

potasio dependiente de energía y se propusieron tres posbilidades para explicar la salida de 

potasio observada en estas mutantes: un cotransportador de potasio con aniones, un canal 

iónico, y un intercambiador de protones con potasio (Peña y cols., 1991). Con respecto al 

sistema cotransportador de potasio COn aniones, no existen otros reportes en la levadura ni 

se ha reportado la existencia de un posible gen para un sistema como éste. Gustin y cols. 

(1988, 1994) demQstraron la existencia de canales iónicos en la membrana plasmática de la 

levadura y Ketchum y cols. (1995) clonaron el gen del canal de potasio (TOKI). También 

Ramirez y cols. (1996) y Camarasa y cols. (1996) demostraron la existencia de un 

intercambiador K +¡H+ en vesículas de membrana plasmática de la levadura. 

1.2. Intercambiadores catión/protón (M+/H+) 

Las proteínas intercambiadoras ca.tión/protón (M"')H+) han sido descritas en los 

animales, plantas)' bacterias. Estas proteínas intercambian cationes (Na~ o K+) por protón 

(I t) a través de las mcmbranas, tanto la citoplásmlca como las de los organelos, 

permitiendo quc el pE intracelular, a.'>í como la homcostasis de los iones se mantengan 

regulados 

La presencia de estos inkrco.mbiadorcs fue propucsUi por Mltchdl (1961), Y Mitchdl y 

Moyk \ 1967 Y 19(9) dcmostr.\l'on su ~:-.¡:-,t~ncia ~n bs mitoconuria::.. Los estudIOS de e$[o:-, 



autores mostraron que parte de los protones expulsados durante la respiración o por la 

hIdrólisis del A TP podían ser intercambiados por sodio del interior de las mitocondrias. En 

las bacterias, Harold y Papineau (1972) propusieron y demostraron una actividad similar en 

Streptococcus faecalis. Posteriormente, West y Mitchell (1974) también reportaron su 

presencia en Escherichia eolio Varios autores (Pitts, 1966, Whitlock y Wheeler, 1969 y 

Emilio y cols.~ 1975) sugirieron la existencia de intercambiadores (M+/H+) en la membrana 

plasmática de las células de organismos superiores, y Mürer y cols. (1976) demostraron su 

actividad en vesículas de membrana plasmática de riñón y de intestmo delgado. 

El estudio de los intercambiadores (M+ /l-t) en las bacterias y organismos superiores 

(animales y plantas) ha sido extenso. En la actualidad se conoce la mayoría de los genes 

que codifican para estas proteínas. Se han propuesto modelos para su estructura secundaria 

y para su regulación, y se conoce ampliamente su papel fisiológico como reguladores del 

pH y de la concentración intracelular de iones (Krulwich, 1983, Maathius y Sanders, 1992, 

Fliegel y Frohlich, 1993, Dibrov y Fliegel, 1998, y Padan y cols., 1981, 1993, 1994). 

La existenc1a de sistemas intercambiadores M.J,o JH+ en la membrana plasmática de la 

levadura fue propuesta por Rothstein (1974). y después por Rodríguez-Navarro y Sancho 

(1979). 

1.3. Sistemas intercambiadorcs W IH+ descritos en levaduras 

A pnncipios de los años noventa, el estudio de la osmotoieraneia y la resistenCia a la 

salinidad cn plantas llamó la atención de los grupos dedicados al estudiO de! transporte de 

iones en b. levadura Se trató d~ (!~tabkccr un modelo en estos organismos, que pcnniticra 

explicar cómo algunas plantas se defienden del cstrcs osmótIco y salino Con t.:stt.: objetivo, 

\drios grllpo~ se dedicaron al estudIO de los credos de altJs conCl'lltraciollcs dc :-;oJio y litio 

<) 



sobre el crecimiento de diferentes cepas de levaduras, dichos estudios culminaron con la 

identificación de los intercambiadores ~/f(. 

Utilizando levaduras transformadas con bibliotecas genómicas, lía y coIs. (1992) 

clonaron el gen SOD2 de Schizosaccharornyces pombe. Estos autores encOntraron que en 

las células donde se sobreexpresó este gen, aumentó la tolerancia al lItio. La comparación 

de la secuencias de amino ácidos de Sod2 con las proteínas intercambiadoras de E. coli 

NhaA (Padan y cols., 1989) y NhaC (Ivery y cols., 1991) no mostró una alta similitud. Sin 

embargo, las células de E. coli y S. pombe en las que se hizo la ablación de los genes 

NHAA y SOD2 respectivamente, mostraron un fenotipo muy similar, consistente en una 

intolerancia a concentraciones elevadas de Na + o Li+, acompañada de una mayor 

sensibilidad de las células a cambios en el pH extracelular durante el cultivo. Esto permitió 

concluir que SOD2 debería de codificar para un intercambiador Na+/l-t. Posteriormente, 

Prior y cols. (1996) clonaron el gen NHAl en Saccharornyces cerevisiae. Estos autores 

encontraron que la sobreexpresión o la ablación de este gen, conferían fenotipos similares a 

los reportados para la sobreexpresión o la ablación de SOD2 en S. pombe Sin embargo, la 

ablación de NHAI en S. cerevis¡ae sólo prodUjO la intolerancia a Na+ y Lt, sin la respuesta 

en el crecimiento de las células a cambios en el pH del medio de cultivo, como el 

observado para las mutantes de E. coli o S. pombe. El alineamiento de las secuencias de 

amino ácidos de Nhal y Sod2 mostró silmlitud entre estas proteinas, lo cual sugería que 

NHAl podría codificar para un intercambiador Na +/Il 1
• Otros autores han encontrado 

diversos genes en las levaduras, Sin embargo, sólo los genes antes descritos tient.::n similitud 

con otros intcrcambladorcs Na-+1I11 Ello .;;ugiere que los otrOs gencs clonado.;; por selección 

de rcslsh.:ncia a 1,1 1 o Na I pu(i!eran estar lI1volucrado!'> en la regulación de los 

intclc<unbiJdorc~ 

10 



Otro método empleado en la identificación y caracterización de intercambiadores M+/H+ 

en la levadura es la formación de vesículas de membrana plasmática descrita por Mürer y 

cols. (1976). Esta metodología consiste en aislar y reconstituir la membrana plasmática del 

organismo que se desea estudiar en ves1culas de fosfoHpidos En estas vesículas se puede 

determinar la entrada o la salida de iones (Na+ o K+) impulsada por un gradiente artificial 

de protones o los cambios en el pH intravesicular producidos por la imposición de un 

gradiente de cationes (Na+ o K+). Utilizando esta técnica, Peña y cols. (1991) propusieron la 

existencia de un intercambiador K+/H+, determinando la acumulación de (~6Rb+] en 

vesículas de membrana plasmática de levadura, energizadas con la H->--ATPasa. Más 

adelante, Ramirez y cols. (1996) y Camarasa y cols. (1996) determinaron la respuesta de 

indicadores de pH fluorescentes al generar un gradiente de potasio, y demostraron la 

existenCIa de un intercambiador K+ /H+ en la membrana plasmática de la levadura. En 

ambos trabajos se observó que el intercambiador es selectivo para potasio. También se 

mostró la sensibilidad de este intercambiador a la amilorida, un inhibidor del 

intercambtador Nhe de la membrana vasolateral del nñón (Kleyman y cols , 1987). Aunque 

ya existían reportes antenores de intercambiadores K+ IH+, como el Kef en E. eoli reportado 

por Munro y cols (1991) se demostró la presencia de un sistema de intercambio K+/H+ en 

la membrana plasmática de células eucariotes~ en los trabajos de Peña y Ramírez (1991); 

Ramircz y cols. (1996) y Camarasa y cols. (1996). 

Con la liberación de la base dc datos del gcnoma completo de la Icvadura (Suplemento 

dc Nature 1997) y el análisis realizado por Bruno J\ndré (1995), se han Hkntdleado 

únicamente tres marcos de lectura abH.:rta de genes que pudieran codificar para 

intcrcamblaliores Nu 1II rl
• Oc acuerdo con la nomenclatura cmplcada cn el proyecto dcl 

genoma de 1:1 levadura, el primero de ellos es d reportado como YLR138vv', que 

11 



corresponde al descrito por Prior y cols. (1996) como NHAI, mencionado arriba. El 

segundo, el marco de lectura abierta YDR456w, corresponde al gen NHXI descrito por 

Nass y cols. (1997). La ablación de este gen provoca una pérdida de la capacidad de las 

células para atrapar sodio en la vacuo la. La localización y función del producto de este gen 

(Nhx 1) no están claros. Basados en la pérdida de la actividad antes mencionada Nass y 

cols. (1997) propusieron que se localiza en la vacuola. Numata y cols. (1998), mediante 

técnicas de inrnunolocahzación, lo ubicaron en la mitocondria y lo renombraron NHA2. 

Finalmente, el mismo grupo de Nass y Rao (1998), por inmunolocalización y análisis de 

secuencias, propusieron que el producto de este gen podía estar localizado en diferentes 

organelos. Probablemente esta proteína sea la responsable de la actividad encontrada en las 

mitocondrias de levadura por Manan y cok (1992), quienes solubilizaron y reconstituyeron 

esta proteína, proponiéndola como un intercambiador K+/H+. Es importante considerar que 

en un reporte previo en mitocondrias de hígado de rata (Kakar y coIs., 1989) se demostró 

que el intercambiador localizado en estas mitocondrias no es específico y puede mover 

sodio o potaslO en mtercambio con protones. El tercer marco de lectura abierta, YJL094c, 

se describirá en este trabajo y fue nombrado KHA 1 (Ramírez y cols., 1998) 

Mediante el análisis de hOl11ología, no parecen existir en el genoma completo de la 

levadura más gcnes que pudieran codificar para proteínas intercambiadoras M+/H+ (Paulse 

y cols., 1998). Esto no significa que no puedan existir otras, sólo que ni las herramientas 

con la que contamos, ni los experimentos realizados hasta la fecha permiten pr~decir1os. 

La levadura se suele cultivar en medios ricos (YPD, YPG, YPAD, etc); los cuaJes 

contienen una f'ul..:ntc dI..: carbono, una f'uentc de nitrógeno y saJes minerales. En estas 

condiciones, ,\' Cl!r('1'f.\l(I(' es capa/. de acumular concentracIOnes de 200 a 300 mM de 

potasi() )- sólo de .5 ~1 10 mrvl d\..· sodio, Jo que hace difícil explicar la C'{lst~nC\a dc 

l.' 



intercambiadores Na+/H+ como los descritos por Prior y cols. (1996) y Nass y cols. (1997). 

Estas interpretaciones parecen responder al reciente auge que han tomado los estudios de 

resistencia a la salinidad y la osmotolerancia en plantas. Sin embargo, dada la 

concentración de potasio y la magnitud del gradiente de pH alcanzados por la levadura, 

creemos que la existencia de un sistema de intercambío K+ /H+ es más probable y nos 

permite explicar parcialmente la regulación del pH intracelular y de la concentración de 

potasio en la levadura. Esto no quiere decir que en condiciones de estrés la levadura no sea 

capaz de expresar o utilizar un sistema de intercambio Na"'"/H+, aunque es más probable 

expIícar la osmotolerancia mediante un sistema de Na+-ATPasa CENAl), como el descrito 

por Haro y cols. (1991), para protegerse de las condiciones ambientales. 

En este trabajo se demuestra que el ORF YJL094c, nombrado KHAJ (por potassium 

proton antiporter uno), codifica para un intercambiador K+/W y es responsable en gran 

parte de la regulación del pH intracelular, así como de la concentración de potasio en el 

interior de la célula. 

También se estudió la relación que existe entre los mtercambiadores Nhal y Khal, los 

transportadores Trkl, Trk2 y el mtercamblador Khal, y el canal de potasIO Tokl y el 

intercambiador Kha 1, con la fmalIdad de conocer su papel en la regulación del pH 

intracelular y los niveles de cationes. 

Finalmente se propone un posible rnecanlsmo para la regulación de la actividad de estos 

intercambiadorcs en la levadura. 

1 ' 
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En el esquema se resurne el proceso de formación del gradiente electroquímico, del 
transporte de potasio y los sistemas propuestos para la salida de sodio en la levadura. 
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n. MATERIALES y MÉTODOS 

11.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas en este trabajo. 

W303-1A 
W303·1B 

Ce a 

W3031 A-nhaI: :LEU 
W3031A-NHAI::URA 
W3031A-tokI::LEU 
W3031B-ha/4::URA 
R757 
R757-tvrkI 
R757-/!'trkI, trk2 
FY833 

Genoti o 
mal a, ade, hís, leu, ura, trp. 
mal a, ade, his, leu, ura, trp. 
mat a. ade, his, ura, !rp. 
mat a, ade, hlS, leu, !rp. 
roat a. ade, his, ura, {rp. 
mat a, ade, his, leu, !rp. 
mat a, his, Iys, ura. 
mat a, his, Iys, ura. 
mat a, his, lys, ura. 
mat a, his, leu, ura, (rp. 

Características 
Cepa silvestre 
Cepa silvestre 
Ablaci6n de NHA 1 
Sobreexpresi6n de NHAI 
Interrupción de TOKI 
Ablación de HAL4 
Cepa silvestre 
Ablación de TRKI 
Ablación de TRKI y TRK2 
Cepa silvestre 

11.2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae construidas para este trabajo. 

Ce a 
W303-1A-khaI::URA 
W3031A·nhaI::LEU
khaI::URA 
W3031A-tokI::LEU
kha/::URA 
R757-khaI::URA 

R757-/!'trkI-khaI:: URA 

Genoti o 
mat a, ade, his, leu, !rp. 
mat a, ade, his, trp. 

mat a, ade, his, trp 

mat a, hIS, lys. 
mat a, his, lys. 

R757-MrkI, Irk2-kha/: URA mat a, hís, /ys. 

FY833-S1T~::URJ\ 

FY833-Llsíl~::HIS 

[1.3. Medios de cultivo 

mat a, his, leu, trp. 
mat a, leu, 1rp, ura. 

Características 
Interrupción de KHAI 
Ablación de NHAI e 
interrupción de KHA 1 
Interrupción de TOKI e 
interrupción de KHA 1 
Interrupción de KHA 1 
Ablación de TRKI e 
interrupción de KHA 1 
Ablación de TRKI y TRK2 e 
interrupción de KHA 1 
Sobreexpresión de SIT4 
Ablación de SIT4 

YPD' E:<tracto de levadura 1%. peptona de gclatma 1% y glucosa 2%. Medio sólido más 

2% de agar. 

YPA}): Extracto de levadura l%. peptona de gclatma 1%, sulfato de adcnina 50 mg/l y 

g,lucúsa 2(}'o. Medio sólido I11JS 2% de ag.ar 

,ID' !laso Illtrogonada (Yeas! nl!rogen !laso. DIFCO) 0.67%, y glucosa 2%, sIn 



aminoácidos. Medio sólido más 2% de agar. 

SD-LEU. Base nitrogenada 0.67%, glucosa 2%, sulfato de adenina 50 rng!l, L-histidina 50 

mgll, L-ltcina 50 mgll , L-triptofano 50 rng!l y uracilo 50 mgl!. Medio sólido más 2% de 

agar_ 

SD-URA: Base nitrogenada 0.67%, glucosa 2%, sulfato de adenina 50 mgll, L-histidina 50 

rngll, L-leucina 50 rngll, L-licina 50 rng!1 y L-triptofano 50 rngll. Medio sólido más 2% de 

agar. 

SD-LEU-URA: Base nitrogenada 0.67%, glucosa 2%, sulfato de adenina 50 mgll, L

histidina 50 mg!l, L-licina 50 mgll y L-triptofano 50 mg!!. Medio sólido más 2% de agar. 

SD-URA-gal: Base nitrogenada 0.67%, galactosa 2%, sulfato de adenina 50 rugir, L

histidina 50 mgll, L-leucina 50 mg!l, L-licina 50 mgll y L-triptofano 50 mg!!. Medio sólido 

más 2% de agar. 

Medios para marcadores de auxotrofia: Base nitrogenada 0.67 %, glucosa 2 %, agar 2 % Y 

todos los aminoácidos 50 rng/l, excepto el que se desea probar. 

MedlO de esporulación. Acetato de potasio 1 %, extracto de levadura O 1 %: glucosa 0.05% 

y.gar2%. 

HA. Cultivo de las células 

A partir de los cultivos originales obtenidos de diversas fuentes se inocularon 20 mI de 

medio YPD o YP AD dependiendo del marcador de auxotrofía ade-, y se mcubaron por 40 h 

a 30 oC con agitación constante (250 rpm). 1\ partir dc estos cultivos, se aislaron colonias 

indiViduales plaqueando las células en cajas con medio sólido YPD o YPJ\D. Se anali¿ó un 

promcJi() de 10 colonias indivlduaks dI,; cada cepa ~n c<~jas de marcadores de auxotrofía, 

para vcriJicdr d genotipo dI,; cada una, :-,e Pll:p.tr;.tron SOIUClOIlC:-' madre::. cun glicao! y :-'1,; 

1(, 



almacenaron a -70 oc. 

Para los experimentos bioquímicos y fisiológicos, de una placa fresca se inocularon 20 

mI de medio y se incubaron por 24 h a 30 oC con agitación constante. Después de la 

incubación se contaron las célula';; en el cultivo con un hemocitómetro de Neubauer y se 

inocularon 200 mI de medio fresco con 5 X 104 células/mI. Este cultivo se incubó por 20 h 

a 30 "'c con agitación constante. Las células obtenidas, se colectaron por centrifugación a 

1500 X g por 10 min y se lavaron 2 veces con 50 mI de agua destilada. Las células lavadas, 

se pesaron y se resuspendieron en agua destilada, a razón de 0.1 g/ mI y se incubaron por 12 

h a 30 oC con agitación constante. Después de esta incubación, se lavaron 2 veCes con 50 

mI de agua destilada y se resuspendieron a 0.5 g/mI en agua. Antes de utilizarlas se 

pennitió que se estabilizaran por una hora en hielo: estas son las células que 

denomInaremos como ayunadas. También se recuperaron las células inmediatamente 

después de lavarlas la primera vez y se resuspendieron a 0.5 g/mI en agua, estas son la~ 

células sin ayunar. 

Para los experimentos con DNA y RNA la preparación de las células es básicamente la 

misma, excepto por el ayuno y por los tiempos de incubación. 

11.5. Transformación de las levaduras 

Para la transformación se crecieron células a una densidad óptica de 0.5 a 0.6 unidades a 

600 nm, SO mI del cultivo se centrifugaron en uu tubo estéril a 1500 X g por 10 min y se 

lavaron las células con 50 m! de agua destilada estéril. Posteriormente se transfirieron a un 

tubo Eppcndorf de 1.5 mi estéril. se centrifugaron 10 seg en una mlcrofuga y se 

rcsuspendleron en 1 mi de Tris-l rel 25 mM pH 8.0, EDTJ\ 1 mM y ílcetato de litio ¡ 00 

mM Se centrifugaJOn 1 () seg en la mícrofugJ y d paquete se rcsuspcm]¡ú en 500 pi del 
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mismo amortiguador. En un tubo Eppendorf de 1.5 mi estéril se agregó 1 ).lg del plásmido, 

50 f!g de DNA de esperma de salmón, 50 ¡tI de las células y 300 f!l de Tris-HCL 25 mM 

pH 8.0, EDTA 1 mM, acetato de litio lOO mM y polietilenglicol 3350 al 50%, se mezcló 

bien y se incubó por 2 ha 30 oC con agitación constante. Posterionnente se agregaron 50 ,.ti 

de dimetilsulfóxido, se mezcló bien y se incubó por 15 min a 42 oc. La mezcla se 

centrifugó 5 seg en la micro fuga y el paquete se resuspendió en 500 flI de agua destilada 

estériL Se sembraron 100 jll de estas células en cajas con medio selectivo de acuerdo con el 

marcador de auxotrofia y se incubaron a 30 oC hasta que aparecieron las colonias ( 2 a 3 

días). 

Para las mutaciones dobles y triples se utilizaron fondos genéticos con mutaciones 

indlviduales y se siguió el procedimiento antes descrito para hacer la interrupción de KHAl 

en estos fondos genéticos. 

11.6. Análisis tipo Southern y Northern 

Se aisló ONA genómico de la cepa silvestre y de las mutan tes. Se recuperaron las 

células de un cultivo de 10 mi de YPD o YPAD y se rompieron agitando en un vortex por 4 

min, con Tritón X 1002 %, SDS 1%, NaCl IDO mM, Tris·HCI 10mM pH 8.0, EDTA 1 

mM y un volumen de perlas de vidno de 0.5 mm. El homogenado se centrifugó en una 

I11lcrofuga por 5 min y el sobrenadante se trató con RNasa (30 )lg/ml) por 30 mm a 37 oc. 

Se recuperó el DNA por precipitación con acetato de amonio (0.4 M) Y etanol 100% El 

RNA se aisló a partir de un cultivo de 200 mi de YPD o YPAD con una densidad óptica de 

06 umdadcs a 600 nm (Gonzálcz y cols., 1992). El DNA cortado con la enzima de 

rc-;tricción FcoRI se corrio en un gel de agarosa al 1 %, sc transfirió a una membrana de 

1l11ron:lu!u'-,a (S:ullbrook y cob, 19S9) y :--.c hlbrid¡l:ó contra un frdgmcnlu lk SIX pb 

) S 



---------------------_._-----

amplificado por PCR del gen YJL094c marcado con [32p]. La marca en la membrana se 

detectó con una placa de autorradiografia después de exponer por 4 h. El RNA se corrió en 

un gel de agarosa al 1 %, se transfirió a una membrana de nitrocelulosa (Sambrook y cols., 

1989) y se hibridizó contra un fragmento de 818 pb amplificado por PCR del gen YJL094c 

marcado con e2p]. La marca en la membrana se detectó con una placa de autorradiografía 

después de exponer por 4 h. 

11.7. Cruza de cepas y análisis de esporas 

Para la formación de diploides, se mezclaron dos cepas de levadura de sexos contrarios 

en medio YPD y se incubaron por 6 h a 30 oC con agitación constante. Se sembró una 

alícuota del cultivo en medio sólido SD y se incubó por 24 h a 30 oC. De las colonias que 

se obtuvieron se aisló una y se guardó en glicerol. 

Para lo obtención de esporas, se aisló una colonia de las células diploides y se creció en 

medio YPD durante la noche (12 h) a 30 oC con agitación constante. Al día siguiente, se 

transfirió una alícuota del cultivo a medio de esporulación y se incubó a 25 oC con 

agitación constante. La aparición de esporas se verificó por análisis al microscopio (de 2 a 

10 días). Una vez que se obtuvieron las células esporulando, se colectó 1 mI por 

centrifugación, se resuspendieron en 0.2 mi de agua destilada estéril con 500 U de /3-

glucuronidasa y se incubó 1 h a 30 oC con agitación constante. Posteriormente, se 

agregaron 0.15 g de perlas de vidrio estériles y Ull mililitro más de agua esténl. Se agitó en 

el vortex durante 2 min y se vc¡ificó al microscopio que las ascas se rompieran. Las esporas 

obtenidas <;c semblaron en medio sckctivo y se lllcubaron a 30 oC por 5 a 10 días 

11.8. Crccllnicnto, composición celular y metabolismo de la glucosa 



Se hicieron curvas de crecimiento de la cepa silvestre y de las mutantes. Las curvas se 

iniciaron inoculando 100 m1 de medio YPD con 5 X 104 células/m1. Los medios se 

incubaron a 30 oC con agitación constante y se tomaron alícuotas de 1 mI cada hora. En 

estas alícuotas se contó el número de células con el hemocitómetro de Neubauer. Se obtuvo 

el peso húmedo del paquete celular, pesando directamente en una balanza analítica. Se 

calculó la biomasa a partir de un extracto celular con ácido tricloroacético, pesando en una 

balanza analítica Se determinó el COnsumo de glucosa, determinando la cantidad de 

glucosa restante en el medio después de centrifugar las células, siguiendo la reducción del 

NADP+ con ATP, hexocinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Kunst y cols. 1984), en 

una celda de 1 mI con TEA-HCI 50 mM pH 7.5 (Trietanol amina llevada al pH con HCI) y 

se siguieron los cambios de absorbencia en un espectro fotómetro Shimadzu UV -160A, a 

340 nm. La producción de etanol se determinó en una alícuota del medio de cultivo después 

de centrifugar las células, determinando la reducción de NAD+ por la alcohol 

deshidrogenasa (Beutler, 1984) en una celda de I mI con Na,P,07 50 mM pH 8.8 Y se 

siguieron los cambios de absorbencia en un espectrofotómetro (Shimadzu UV-160A) a 340 

nm. También se determinó el contenido de potasio intracelular con un fotómetro de flama 

(Zeiss PF5). Se solubihzaron 100 mg de células con bromuro de cetiltrimetilamonio 

(CTAB) y se determinó la concentración de potasio en el sobrenadante después de quitar 

los restos celulares por centrifugaCión. 

11.9. Transporte de ¡súRbJ y transporte de potasio 

Para determinar los parámetros elllétlcoS del transporte de rubidio, Se incubaron 50 mg 

(100 ¡.tI) de células ayunadas en 900 pI de MES-TEA 2 mM (ácido morfolino-

dano<;ulfólllcn neulrali/aJo con trict:ll1o!al111na) pll 6 () IllÚS glucosa .'iD rnM pOI :2 min a 
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temperatura ambiente. Inmediatamente después se agregó [86Rb] (400 epmlnmol) a 

diferentes concentraciones (de 0.1 a 5.0 mM) y se incubó por dos minutos más. Se filtraron 

100 , .. d de esta mezcla a través de un filtro de nitrocelulosa con una porosidad de 0.45 ¡..tm, 

lavando el filtro con i O mI de 100 mM KCL Posteriormente los filtros se dejaron secar, se 

les añadieron 5 mI de líqmdo de centelleo y se determinó la marca incorporada a las células 

en un contador de centelleo (Beekman LC6000). 

El transporte de potasio se determinó con un electrodo de valinomicina (selectivo para 

este catión) acoplado a un electrómetro (Beckman Select Ion 2000) y a una computadora. A 

10 mI de MES-TEA 2 mM pH 6.0 se agregaron 50 mg de células ayunadas y se registraron 

los movimientos de potasio por 3 mino Posteriormente se agregó glucosa 50 mM y se 

continuó registrando por 5 min más. La concentración de potasio extraceluJar se calculó a 

partir de un modelo matemático, que noS permitió calibrar la respuesta del electrodo a 

diferentes concentraciones de potasio. 

11.10. Determinación del pH intracelular y extracelular 

El bombeo de protones se determinó en un espectro fotómetro de doble longitud de onda 

(SLM Aminco DW2C, modificado por OLIS), siguiendo los cambios en absorbencia del 

púrpura de bromocresol ( 4 ¡..tg/ml) a 487-586 nm. La reacción se inició agregando 25 mg 

de células ayunadas en 2 mI de MES-TEA 2.0 mM pH 6.0 Y glucosa 50 mM Los cambios 

del pII se calibraron rr:ediantc adiciones consecutivas de HCI 100 mM. 

El pH intracelular se determinó siguiendo los cambios en la fluorescencia de células 

ayunadas, cargadas con pmmina En una celd;) de electropomción se colocaron 700 ~t1 de la 

suspensión de células m<Ís 20 ~d de rmanina (100 mM) y ~e aplicó un pulso de 1500 y, 200 

n y 25 )J.L (on un,1 dU!~luón de '-1- rn~cg. en un ckctroror,\(Jor {BioRad (lene Pulse!" 11). La 
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suspensión se transfirió a un tubo Eppendorf de 1.5 mi, se centrifugó, se lavó tres veces con 

agua destilada para quitar el colorante externo, y el paquete celular se resuspendió en el 

volumen original con agua destilada. En una celda para el espectrofluorómetro se colocaron 

2 mI de MES-TEA 2 mM (pH 6.0) Y 25 mg de células electroporadas. Se permitió que las 

células se adaptaran al medio por 2 min y se comenzó el registro de la fluorescencia en un 

espectroflurómetro (SLM DMX 1000) acoplado a una computadora, a 460 nm de 

excitación y 520 nm de emisión. Dos min después de iniciado el registro se añadió glucosa 

50 mM y se continuó registrando por 5 mino Posterionnente se agregó KCI 50 mM y se 

registró por 2 min más. Para calcular el valor del pH intracelular se agregó NH40H 100 

mM para obtener la fluorescencia máxima (piranina) y 100 mM de ácido propiónico para 

obtener la fluorescencia mínima (piranina H). Con el pK 7.2 de la piranina y la ecuación de 

Henderson-Hasselbalch se convierten los valores de fluorescencia a valores de pH (Peña y 

cols., 1995). 

11.11. Estimación del potencial de membrana 

El potencial de membrana se estimó midiendo los cambios en la fluorescencia de la 

ditiocarbocianina-3 (DisC3 3). En una celda para espec1rofluorómetro se colocaron 2 mi de 

MES-TEA 2 mM (pH 6.0), CaCr, 1 00 ~M, CCCP 1 O ~M, glucosa 50 mM y 25 rng de 

células ayunadas y se incubó por 3 mID. Los cambios en la fluorescencia se midieron en un 

cspcctroflurórnctro (SLM DMX-IOOO) acoplado a una computadora, a 540 nrn de 

excitación y 590 nm de emiSión. La determinación se iniCIÓ agregando 0.25 flM DisC3 3, 

regIstrando por 3 mino Postcnormcntc se agregó KCI 50 mM y se registró durante 3 min 

mtis 1.3 estimación del potencial está detcrmll1ada por la intensidad de la fluorescencia 

alean/Jda y el apagamiento de esta fluorescencia despu0.., de agreg3r KCl Esta 



determinación no es cuantitativa. 

11.12. Sincronización celular y citometrÍa de flujo 

Para estimar los cambios en el ciclo celular, se determinó la fluorescencia del yoduro de 

propidio asociado al DNA con un citómetro de flujo (Becton Dickinson FACScan) y los 

resultados se analizaron con el software (CELL-Quest). Las células se sincronizaron con el 

método de Heichman y Roberts (1996). Se incubaron células en fase logarítmica con 5 ¡.¡.g 

de factor de apareamiento ex. por 2 h a 25 oC, para detener el ciclo celular. Posteriormente, 

se agregó pronasa E (IO¡.tg/mI) para liberar a las células de la detención y se centrifugaron a 

1500 X g por 10 mino El paquete se resuspendió en medio fresco y se incubó durante 6 h a 

30 oc. 

Las células se prepararon para el citómetro siguiendo el procedimiento descrito por Lew 

y cols. (1992). El cultivo se fijó en etanol al 70 % durante la noche a 4 oC, al día siguiente 

se incubó con RNasa A (S ,Ug/ml) por 4 h a 37 oC y después por una hora más con pepslna 

(lO mg/ml). Posteriormente las células se tiñeron con yoduro de propidio (50 ~glml) 

durante la noche a 4 oC y antes de aplicarlas al citámetro, se diluyeron a una densidad de 6 

X 106 células/mI y se sonicaron por 15 seg 



lII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Hl.1. Análisis del marco de lectura abierto Y JL094e (KHAl) 

En la figura 1 (en el artículo) se muestra la secuencia de aminoácidos deducida de la 

secuenCla de nucleótidos para Khal y la comparación con tres secuencias reportadas para 

otros intercambiadores. Este gen potencialmente codifica para una proteína de 873 residuos 

con una masa molecular de 97.1 kDa y un punto isoeléctrico de 6.0. El análisis hidropático, 

utilizando una ventana de 19 aminoácidos y el algoritmo de Kyte y Doolittle (1982) predice 

entre 10 Y 12 cruces transrnembranales y una estructura globular en el extremo carboxilo de 

la proteína. Por sus características, esta proteína membranal puede agruparse con los otros 

intercambiadores asociados a la membrana plasmática (Nass y Rao, 1998). 

IU.2. Interrupción del marco de lectura abierta Y JL094e (KHAI) 

La interrupción del gen KHA 1 se hizo por recombinación homóloga de W1 fragmento de 

818 pb obtenido por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Con el programa prime 

del paquete para el análisis de secuencias de ácidos nucleicos y aminoácidos GCG, y 

utilizando como molde la secuencia del ORF YJL094c reportada en la base de datos del 

genoma de levadura, se diseñaron los dcsoxioligonucleótidos FI y RI: 

Forward j 

Reverse j 

5'TTAGCCAGTCATGCTCAG3' en la pOSición 396 

5'CCTCCAAAGCAAGAATACAA3 ' en la posIción 1214 

eGn estos dcsoxiGhgGnuclcótidos, se amplificó por PCR, a partir de DNA genómico de 

la cepa W303- J 1\, con un programa dc un cIclo de desnaturalización (94 oC 10 min), 25 

ciclos rdesnaturalizaclón (94 oC 30 scg), alinc,unicnto (55 oC 45 scg) y elongación (72 oC 2 

min)J. mús un ciclo de elongación (72 'l(' 10 111m). a difercntcs concentraciones de MgC12. 

'1 



Con estas condiciones se obtuvo un fragmento de 818 pb (figura 1). 

Este fragmento se ligó en el vector pCR™n (Promega) para productos de PCR (figura 

2) y se secuenció con sequenasa V.2 (BRL). La lectura de la secuencia confirmó que el 

producto obtenido corresponde a la región esperada del ORF YJL094c (no se muestran los 

resultados). 

Un fragmento de EcoRl del pCRTMUKHAI_818pb se subclonó en el vector YIP352 (figura 

3); este vector se caracteriza por carecer de origen de replicación y solo por recombinación 

puede permanecer en la célula. El DNA del vector YIP352KHAI-818Pb se 1inealizó con la 

enzima BglII; este es un sitio que se encuentra naturalmente en el gen KHAl y se localiza a 

la mitad del fragmento de 818 pb. Con el DNA linealizado se transformaron células de la 

cepa W303-1A. 

IlI.3. Identificación de las transforrnantes 

De la transformación se aislaron 50 colonias y se replicaron en cajas de YPAD ajustadas 

a diferentes valores de pH y diferentes cantidades de NaCl. Se seleccionaron 6 colonias que 

pudieron crecer en estos medios. De estas colonias se aisló el DNA genómico y se hizo un 

análisis tipo Southern (no se muestran los resultados). 

De las seis clonas se tomó una y se cruzó con la cepa R757. De la cruza de las cepas se 

aislaron esporas que pudieran crecer en medio SD-URA. Se probaran veinte esporas 

nuevamente en los medios con diferentes valores de pH y diferentes cantidades de NaCI, y 

a Sel$ de ellas se les aisló el DNi\ genómico y se repitió el análisis tipo Southcrn (no se 

mucstrun los resultados) 
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Figura 1. Amplificación del fragmento de S18pb de KHAI por la reacción en cadena 
de la poJimerasa (PCR) En la parte superior se representa una fracción del Cromosoma X. 
El rectángulo representa el ORF para KHA1, las flechas marcadas como Rl y FI indIcan la 
posicIón y sentido de los deoxioligonucleótidos empleados y el rectángulo negro el 
fragmento esperado En la parte mferior se muestran las condIciones experimentales De 
cada muestra se corneron 10 pI en un gel de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etldio. 

1, ,~I 

1 )..+Üo1{1 '-/1117</111 
2 pCR l'IJI"'¡W_ol' ,1> ¡-/:co/{] 

1 pCR 1'-111",/ ,/ '1' :'1> -1!.UJRl JJg/\1 

Fig-Ul":1 2. ('loll<ll'ión dI.'! rrodudo de ]lCn en el vector pCR1\111. Dcl produc1o dc peR 1 
Pi:! .... c l!1cuhó con () ~ .u~ del \'CC101 ) 1 U de liga~a PO! 18 h il 16°('. Con el prodllcin lk la 
IJg~¡¡;]('¡ll ""L' lralhJ(ll m;IJ'()l1 célula" de..:: 1: (oh, Se recupcró el vector de !:ls transrorn¡<lnte..::s 
nhtcnidél\ Se hl/tl UJl.! dlgc:-,¡iún C()Jl la,'; CJl/lllWS l:coRl y lJglll que IltX~l;lJl c! producto ch.' 

PCR del \u.:IOj (lilh::\ 11 ~ In CO!"!.! POI Id IIlJlad Oi¡lL'd:2) 
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Figura 3. Clonación del producto de PCR en el vector integrativo YIP352. Del vector 
pCR TMIIKHAI_Sl& 20 ¡.tg se cortaron con EcoRI por l2 h a 37 oc. El producto de la digestión 
se corrió en un gel de agarosa al 1 % Y se recuperó la banda correspondiente a 800 pb de la 
figura anterior (línea 2). Del DNA recuperado 5 ¡.tI se mezclaron con 1 ¡.tg del vector 
YIP352 y 1 U de ligasa y se meubaron por 18 h a 4 oc. Con el producto de la ligación se 
transformaron células de E. calt Se recuperó el plásrnido de las transformantes obtenidas y 
se hizo una digestión con las enzimas EcaRI y BglII que abren el plásmido (línea 1), liberan 
el producto dc PCR del vector (línea 2) y lo cortan por la mitad (línea 3). 

Finalmente. con esta metodología sc scicccJOnó una clona denominada khal::UR/\.. De 

esta clona y de la cepa silvestre se aisló el DNA y el RN¡\, y sc hicieron los análisIs tipo 

SOLlthcrn y Northern (figura 4 cn la tesis y figura 2 en el artículo). En el análtsis tipo 

Southcrn se observó un fi'agmcnto de la digestión con EcoRI del DNA gcnómico cn la cepa 

sdvc:-,tre, mientras quc en Jo mutante: SI.,; obtlcJ1<:tl dos fragmentos para la misma digestIón, Jo 

qu<: confirmó In Interrupción dc KJIA /. 1::11 el anúlrsI:-' lipo NOIthcrn sólo se obtuvo UI1í.l 

bilnda para b cl.,;pa sJlwstrc y nrngurw para la cqm lransf(m11<lll(e, lo que intcrprctJ!l1os 

como una C;\PIl'S¡Ón cpn"jI!U[I\'J dcl gl'll <:11 J:¡ cepa :-.ilvL'S!IC )' cO!lfilm~le¡ÓI1 de la 

11l1elI'Upeiúll dcllllI"!llll cn 1.1 cep.l I11IJl:1I1!l' 



Para detenninar el fenotipo en otras mutantes con fondos genéticos diferentes, se utilizó 

el transporte de potasio como criterio para la identificación de rnutantes. Posterionnente se 

realizó el análisis ttpo Southem y PCR para confirmar las interrupciones. 

111.4. Crecimiento y metabolismo de la glucosa 

En la gráfica de la figura 5 se muestran las curvas de crecimiento para la cepa silvestre y 

la mutante (khal::URA). En esta gráfica se observa claramente la mayor tasa de 

crecimiento de la cepa khal::URA con respecto a la cepa control. En el mismo experimento 

se detenninó el peso húmedo de la células a diferentes tiempos durante el cultivo (figura 6). 

También se detenninó el consumo de glucosa (figura 7) y la producción de etanol (figura 

8). Estos resultados muestran claramente que las células en las que se hizo la interrupción 

de KHAl tienen un metabolismo acelerado ya que la cepa khal::URA consume más rápido 

la glucosa y produce más etanol con respecto a las células control. En la Tabla 1 (en el 

artículo) se muestra un resumen de diferentes parámetros que se determinaron en un cultivo 

de la cepa silvestre y dc la mutantc, después dc 14 h. 

--- -- --- - -------------------------
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Figura 4. Análisis tipo Southern y Northern. En la parte superior se representa el evento 
de recombinación esperada. En la parte inferior se muestra el análisis tipo Southem para el 
DNA genómico cortado con EcoRI de la cepa silvestre (linea 1) y de la mutante (línea 2). 
También se muestra el análisis tipo Northern para el RNA total de la cepa silvestre (línea 1) 
Y la mutante (línea 2). 



Figura 5. Cunras de crecimiento. Se inocularon matraces con 200 mI de medio YPAD 
con 5 X 104 células/mI de cada cepa y se incubaron a 30 oC con agitación continua. Cada 
hora se tomó una alícuota de 1 mI y se contó el número de células con un hemocitómetro de 
Neubauer 

10 12 14 lG 18 

Tiempo (h) 

Figura 6. Determinación del peso húmedo. Sc inocularon matraces con 200 mi de medio 
YPJ\D con 5 X 10-1 células/m! de cada cepa y se incubJrOll a 30 oC con agitación continua. 
Después de 6 h dc incubación, se tomaron alícuntds de 1 mI cada dos horas. Las alícuotas 
se rusicron en tubos Eppendorf previamente tarados y se centnfugaron en una rmcrofuga 
pOI lO scg. El reso húmedo se obtuvo pcs;:lI1do dlfl.:ctamcnte los paquclcs celulalcs en una 
balan/a ,ma\í1icd 
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Figura 7. Determinación del consumo de glucosa. Se inocularon matraces con 200 mI de 
medio YPAD con 5 X 104 células/mI de cada cepa y se incubaron a 30 oC con agitación 
continua. Cada hora se tornaron alicuotas de 1 mI. Las alícuotas se pusieron en tubos 
Eppendorf y centrifugaron en una microfuga por 30 seg. En el sobrenadante se determinó la 
cantidad de glucosa como se describe en Materiales y Métodos. 

Figura 8. l)etcrminación de la producción de etanol Se inocularon matraceS con 200 mi 
de medIO YPAD con 5 X 104 células/mI de cada cepa y se incuharon a 30 oC con agitación 
continua Cada hora se tomaron alícuotas de 1 mi Las éllícuotllS se pusieron en tubos 
Fppelldorf y centrifugaroJl en una microfuga por 30 scg. En el sobrenJdanÍl: se dekrminó b 
c.:m(I(J.!d de etano! CO/lW:-;t: dc:-;cnb<: en Materiales y M~[odo:-. 



En estos resultados se destacan. el incremento en el número de células (1.26 veces con 

respecto a la cepa silvestre), la biomasa obtenida (1.5 veces), la producción de etanol (2.68 

veces) y el contenido de potasio intracelular (1 96 veces). Una vez más, estos resultados, 

resaltan un Incremento en el metabolismo de la cepa mutante así corno un incremento en 

los niveles intracelulares de potasio. 

Para ahondar en las alteraciones observadas en el crecimiento, se hizo una citometría de 

flujo (figura 9). En la figura se observa que las células de la cepa silvestre sincronizadas en 

la fase G 1 con factor a, luego de 6 h de ser liberadas de la detención con pronasa, oscilan 

entre las fases G 1 Y G2 del ciclo celular (1 e y 2C), mientras que en las células de la cepa 

mutante después del mismo tratamiento, la población tiende a mantenerse en la fase G2 del 

ciclo celular (2e). Esto último se puede interpretar como que las células mutantes~ tienen 

un ciclo celular más corto. El incremento en los niveles de potasio intracelular junto con 

una disminución de 20% en el tamaño de las células pueden explicar las alteraCIOnes 

observadas en el metabolismo así como en el ciclo celular (Peña y Ramírez, 1986; 

MarshalL 1994; Degols y cols., 1996). 

111.5. Parámetros cinéticos del transporte de f86RbJ y características del transporte de 

potasio 

Con el propósito de averiguar si la acumulación de potasIo pudiera deberse a un 

aumento en la actividad de los sistemas de transporte. se obtuvieron las constantes cinéticas 

para el transporte de rubldio, un análogo del potasio para los sistemas de transporte de este 

catlón. Para la cepa sdveslre se encontró una cons1.:mle de dfinidad de 227 ~lM Y tina 

COnstJl1le catalítica de 471 nmollmin/¡ng: pora la c¡;pa mutantc una const<1ntc de alinl(bd dI.: 



149f!M Y una constante catalítica de 434 nmollminlmg (figura 3 en el articulo). Estos 

resultados no mostraron diferencias significativas para las constantes cinéticas. Esto se 

puede ínterpretar como que los sistemas de transporte de potasio no están afectados, y que 

la acumulación de potasio debe estar mediada por otro factor. 

Los movimientos de potasio para ambas cepas, medidos con un electrodo selectivo, se 

muestran en la figura 4 (en el artículo). En esta figura se observa que cuando se agregan las 

células al medio, se produce una salida rápida de potasio que es mayor para la cepa 

silvestre. Posteriormente, cuando se agrega glucosa al medio, las células de la cepa mutante 

son capaces de recuperar la totalidad del potasio liberado inicialmente, mientras que las 

células de la cepa silvestre sólo recuperan parte de este potasio. Este resultado, junto con la 

salida de potasio reportada por Peña y Ramirez (1991) parece indicar que la acumulación 

de potasio observada se debe a la pérdida de la actividad de salida de potasio mediada por 

el intercambtador K+/H+ propuesto por estos autores. 

IlI.6. Determinación del bombeo de protones y el pH intracelular 

Para obtener la actIvidad del bombeo de protones, se determinó el pH del medio 

extracelular (figura 5 en el artículo). En esta figura se puede observar que la velocidad con 

la que se acidifica el medio y la aCldífícación total son mayores para la mutante, y quc este 

cambio se acentúa con la adición de potasio al medio de reacción. 

En cuanto al plI intracelular (figura 6A en el artículo). la cepa silvestre puede mantener 

el pH bien regulado cn valores cercanos a 6.0 unidades aun después de agregar potasio al 

medio de reacción En la cepa mutank, c{ pH intracc[ular tiende a aumentar y esta 

alcalinización se aC(".'J1[Úa al agrcgiJr potasIo al medio 



111.7. Determinación del potencial de membrana 

En la gráfica de la figura 6B (en el artículo) se muestran los resultados obtenidos al 

seguir los cambios en la fluorescencia de la cianina DisC3 3. Aunque estos cambios no son 

cuantitativos, dan una idea aproximada de la magnitud del potencial de membrana. En la 

gráfica se observa que en la cepa mutante se obtiene una señal mayor que en la cepa 

silvestre. También se observa que la adición de potasio produce un cambio más grande en 

la señal para la mutante. El mayor potencial de membrana observado en la mutante se 

puede explicar por una salida de potasio por el canal iónico Tok1. Este incremento también 

nos pennite explicar parcialmente la acumulación de potasio observada en la mutante. 

Los cambios observados en el movimiento de protones, al igual que los observados en 

los movimientos y acumulación de potasio, se pueden explicar con la pérdida del 

intercambiador K+/H.r Khal (figura 7 en el artículo). En esta figura se propone un esquema 

del funcionamiento de este sistema en la levadura. En un primer paso, la H+ -A TPasa genera 

el gradiente electroquímico de protones (6).11/); en un segundo paso, el gradiente eléctrico 

es utillzado para el transporte de potasio y el colapso parcial de este gradiente debe 

incrementar la actividad de la H" -ATPasa, como se observó en los resultados; finalmentc, 

en un tercer paso, el mtercambiador K+/H+ Khal puede recircular parte de los protones 

transportados por la H+-ATPasa manteniendo el pH intracelular y parte del potasio 

transportado por los sistemas Trk 1 y Trk2, manteniendo los niveles IIltracdularcs de este 

c3tión. 

Con los resultados obtenidos, podemos decÍr que el marco de lectura abierta YJL094c 

KHAJ, codifica para unJ proteína qu~ se expresa en la lcvadUJi.l y tiene cmactcrístieas 

compartidas con ini¡;rG,mbladorc~ catlún/pro\ón La p~¡"(hda de su ~\cti\'¡dad ~c rdk¡í.I en 



una pérdida de la capacidad de las células para mantener el pH y los niveles de potasio 

intracelulares. El deseqUIlibrio en el pH y la concentración intracelular de potasio provocan 

una activación del metabolismo y por consecl:encia una aceleración del delo celular. Estos 

datos fueron reportados en Ramírez y cols. (1998). 
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Figura 9. Determinación del contenido de DNA. En la células de la W303-lA y de la 
khal::URA se detuvo el ciclo celular en la fase 01 con factor a como se describe en 
Materiales y Métodos. Después de Ser liberadas de la detención se incubaron por 6 h Y se 
fijaron con etanol al 70 %. Las células fijadas se tiñeron con yoduro de propidio y se 
analIzaron en un citómetro de flujo. Las áreas representan la poblacíón de las células que se 
encuentran en GI (le) y G2 (2C) 
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Rcccl\cd I~ MaTeh 19IIS Aeceplcd .• 1 AU!!'N lIN}. 

Thl:' KHAll:t'ne culTf".spondin~ 10 Ibe open reading frame yJ1.094c (2.62 kbJ eucoding a putative K"'m'" 
anliporter {873 amina adds) in SaccbQromyces cnn'mof' was disrupted)):\- hQtDoi~s rt(nmbination. The core 
prolcin is similar to tbt- putati~ Na + fH+ antiporttt"s {rom Erut'~ hirae (NAPA gmet and Ltu:tococcus 
ladis (UUPP ~ne) and tbe putative K+!H + exchanger Crom Esclrf'riehia r:oIi IKEFC gene). Disruplion oC abe 
/\HA} gene resulled in an inereased K" accumulaaion and nel influ~ ~itboul s significanl dil"erence in elllal:, 
as wt'1J as an iocreased growth rale. smaller alls. snd twicr ahe cell yieid per glucvse IISed. Rol" ~1omelty 
analysis sbowed ao inC'(ease of ahe DNA duplication rale in !he mutanl. Kinetic- stnmes of""Rb" uptake sbowed 
the samt- saturable systel1'l for wild.t)~ ano disrupumt strains. Mutant «lis also produced a greater acidi
fication Qf fue medium coincident with an interoal pH alkalinization 8nd sbOll'ed a higher oxygen cunsumptioD 
velocit). We specuJate Ihal higher K + aC'CumuJalion and increased osmotic p~.ssu~ acceJerale (he cell cyde 
and melabolic activif). 

Threc dislmet genelo eneoding pUlallvc Na-,H' anllponcrs 
have hecn Idcnuhcd O}' the yCa~1 gcnomc sequencing pmJec1 
(7). Dne o( 1hcloC. NHAJ. wa~ rcccntlyckmcd from a muiucopy 
gcnomlC hhr.df} hy se}cctwn for mcrcascd ~odium tolerance 
(24) DIsrupti\}nt\fNHAI ~mícn.slgmficant Na' sem;lttv¡~ In 

a stram lacking tbe PMEC Jocu!. A pro!em (NHX1) wllh ho· 
molog) lo amilorlde.sensltlvc Na' JH. cxeh.dngers (NHEJ lo 
NHE4) in ammal cclls (1) was cncodcd b~' Ihe yeasl gene 

YDR456 ..... IS prnhahly localizcd iR Ihe yeas! vaeuole. and is 
mvolved In soo!urn tolerana: ~20). A PMAI mutant ~tra¡('\ with 
NHXI disrupted los! lhc ahlli!)' 10 ¡;cqueslcr SodlUm ID tbe 
vaeuole A Ihird ycas! gene. YJLQ94c (IR). erlllhilcd homology 
10 gcne~ cncodmg putallve Na' lB· cxchangcT:' from Entero· 
cOCCU$ lurae (28) and UJctacOCCUt laC/ls (17) and a pulatlvc 
K' fH' exehangcr from bchmrhw col! (lQ). 

lt \5 l.nown from ex:pc.riments w\th ~Ca.o,l mcmhranc \'cslcles 
Iha! therc IS a K' ·Na·/H· cxchange sy..lcm iD ¡he plasma 
mcmhraoc afyeas! (4, 25).10 Ihe prescn! work. wc ebaraeterc 
rzc ¡be YJL094c gene and sho .... ¡hal 11 prohahly encodes the 
pUldliVC K' /H< antlponcr.lhcrcíore. we ha\lC namcrlu KHAJ 
(potasslUrnlhydrog.cn Ion ¡lntlporter 1). The lJiAJ (YJL094c) 
gene may playa vital phy:'iIOJoglcaJ role iD the regulauon of 
iDlracelluJar pH. ID le accumu!a!lon. ID ceJJ volume control. 
and posslbIy ID lhe aCliv,HJon of growlh faelor.; 

Stn'b' abe! DlUllUll rollstn.>t1,O" The ",,\6·\~ "'~1"'" "...:d "'''r~ W'\(\".\¡>, 
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\ORf\ ... ..,.. ''II>I~'I'I''\1 t-- PC'R ",,,1'> IW\' ..,...,.c,(" "~,~,"<k,'WT\l.lcLc"\,d<:~ 04¡w.tk· 
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~ ;!.~ eyelc- nJ dcn~'ur~I,,'n ¡u, '11, ~ al Q4'r ¡mnc~hn¡: (", 4~ , ¡u 5~'C ~nd 
encn<MIn ¡u, 2 m,n al i;·C An ~(~.~uck"lldc In1) PCR pcnduct ,,"'-, "hl,,,ned 
¡;:d rtunh<:d, J.nd u¡:'Jle<l mI" Ihe pCRII ~'CC\nf 1I .... T1n>~) nI' ."h<:June wa> 

'>Cquenccd In prime' e~lcn""n ""Ih" ~~uena.'>C \'::: III fUnll"d Sta\C'). /:1, ..... 
chem'Cdl'l An J:wRJ f,.'gm,·nI c~rn""~ ,l1e "n;:lnal PCR I"oduct "a. <'hl~lned 
froro the pCRII el"", and ,uheJ"ned II1I!' Y'pJS::: (JO) d'~led ",Ih ltle s,ame 
enzvme n.e cc.ul"n~ pl.,m,d ,,"'-, d,~~d wdM BPll ~I !he "d!ural!> UOXIIrTlng 
"le m Ihe AH"} ¡:~n, ~I re"",,,n )l\l'<-'''fmoducc a hncaH~ pla<n1l61ha! cames 
f"'l'fIT"nl' (>f 4¡: Jnd.\llto 'u a, rcC\,mh'n~n' en(h Thc hnc .. rl1.cd plas:n,d was 
¡hen "",d !" Ir .. n,(c<1 <1r~,n' W;tflJ·1A and R7S7 Polent"'( mUI~nt lfansfnr· 
man!' we,e rec,,~n,ud I'n, lhe" a11"'eO ):rn"'1h'''' YPAD P\3tC'). c'm\alnll'\S 1 M 
"'O m 1 M rúo ~¡ ddr~rcn! pH ,~JIIC"' (40. 00 ~nd hll) 

s..1,!1"~m .nd I'OItb"rn .... I .... J .. Thc a¡:al'<"" gel C\on!~"ltn¡: Bgfll· and 
EwP,!"¡,\)~,,,¡~\1 D1'-." ¡mm \~ ... ,\d~ ~U· .. ,n" ~ml ~'" uI<kpo:tld<:tI\ 
lJ,aJ URA3 roulam, "'d' dcnalu,cd .nd trolnsfefTCd 1{1 a n,km mcmhfane Il!. 

de'óC"hed p,(V,,,u,l, (:::~I The ONA 1-1<>1 ,,;o,; pJ'<ltlcd ","n Ih .. I!!~·nl PCR 
Ir"'¡:m<:n\ \.,t>\:Ic\.l "'"h \",. "PJdC"11' TIlo:: .... "'" I'~lt<!rn "'~ <\It<c!"led tOf tite 
Vo';\01·IA .nd R7~; mUI.ml, cka,h ,rt<bc~un~ Ihal the COnSIT'OC"on h3d heen 
""",,\ed ,n Ih< ",ld·¡,T'< ~cn"mlC .... quePtt ,,1 KH..jJ 

NIIf\h~l't\ .,n~¡\'" ... ", c ... rn~d <'o,,, ~, I" .... 'o,,;!) d<:"""l>cd "'. (;nnUlk:. e' al 
(ti) T"'.I ve~,t R1\A nf Ihe ,,·,ld·,"P< and !J",/ lIRA.¡ <\ram, prcv,,'u~!v ana· 
Jy:>::ed '" SI1u\hcm ¡'Io''''n,~ "J' e.<lr.lC!c<J I,,,m ",ll, ¡:rOWll In Ine lo¡: pha..\C 
¡<'l'II<,;!lId<:n,"' ~tO(~'nm !OO_,~lIb,,, J II¡ In 2(J(1 roJof mcd'um ... ,dc"",nl>cd 
,,",' Struhl ~nd O.'VI' ,:71 

Grwoth. n.U ro!llposUmn, _nd ¡:lu= ... _boI, .... )'PAD me(j,um oonlDme<l 
:!<¡; ¡:Iuco", Jr. PC:1'I<1ne Ji'", ve"" cn';tC! ... r><! 5Om~ u( .. ¡Jcrnne ,uJfalc per luer 
GrOW\h I'~>~ pl .. c~ al 1(rc un • gyfOIU"" :<h~ker. lInd f(lr nm<¡ expenmenls lhe 
edl, were colkrrcd nC4' ¡:lUCfl-< cxn,u\non alter 1::' '" l~ n A' speCllie6, t~na,n 
eXp"flmr:nl' were ('Cr(¡,nned ... ,lh ",ul\'ed edil ((esu,pen""'" 'n W8!cr and 18 h 
"f addil"lIMl ,lldl,n~1 F", "dI, In Ihe expnnen,,~1 1!,,>WIh ph""" {s.ee Tan1c J l. 
o <"b("~hu,e "J' ",.m11n1CO hum an ,n't,~i OD",,, ,,1 (1\\::' ...,\11 hl>urlv ,..mphng 
of OO. cdl CO~III' we, weJ~h( b,om:lS.>.l!luCO\<: con<urnp"on. ell1anol prc>duc· 
!Ion .. nd mlcro .. 1 ". Cl'ntcm 

The "e\), "'CI~ c"",.,,~d 'n 11. ~.,*,\l.~1 C'i\=It:f fN \,\'¡(\m,",,~ d.C\Cm'lm3(I<lI'.. 
CC'nmlUl!ed cdl' ",~re d""'l'tcd ""Ih 111 mI ,,1 I(l"; mchJmnaccl1e ¡¡Cid f(lr JO 
m,n'" '''<1m «ropc:r"lur" " .. <J:o,d ""ICe' ..,Ih dL,,,Ued WnICC, and ",e,shcd Su.-
11.'1,,) prOO"Ch'''' WA-' "",a-...¡(cd ,>\,>,=<,\1<>ph<l\omclnc;.¡j!~ duon¡: ¡;:" . .wtb. M momo 
I""n~ lh~ reduelln" o¡ NAO- Iw ~J(:I\ll>,,1 deh,vdrof:en"".. (3). u"n~ rhe supe,· 
na!,nl Mler Cenl"tUl!ln~ Ihe CC')l, (...e(' I>cl< .... l Th< ~luC<lSC ",m,un'"8 In Ihe 
m<::<hl.lm ""\1..' ttle'''UfCd too. (he .. :ducuon <Jf NAOP' ",,11> A TP, hexoJun:ue •• nd 
I!luc,,,,,,o.ph"'l'h~l~ dch,d"'Il<'n~"" (el 

Tu men'u'e Ih~ ,n(crn~l 1\.' ""nl~nt. JUl' tbf ,,1 cclh ¡t" .... n 1m J4 h w,u 
d'\""'¡>led "" tn<.ul'>al"'," "",1M J(J mi ,,( ~ mM cc¡"lmmClhvl_mmon,urn hrom,de 
(CTABI (UI JI) mm .. ' """m lem('C,al"", Tl>t' suspcn,,,,,, "'''' cenmlu~ed._OO 
11'>" e .. Iloo c"nccnlr~lI ... n In 111<: lUpccf11.1IWl ..... Oclerm<hC'd "",h. z.c" .. PP.; 
n~me pllolOmetCl 

ne k""~nt.",>n I",e ..... mc ... urcd 1>\' n><>n11<m"t clhatool ¡l1'<>d1lCUOO eelli 
(~l m~ !""', "'~'F1111 ,,1 ~l .. r<td <ti\>.\ ~fC mo:ul>_\t'6 j(!tt 1\\ ""~ m ~ mM 
m"r¡>hnl,n~"fh .. n~".¡(II'n" ac.J-lI1etl>l.n<>Wn,nc ¡Mes TUI (1'1-1 I,)-!><I mM 
¡¡Iuc,= (final ,·"IWII<C : mIl AI,~, ""n,"'..p'lOC1 &I>d a<X<.ju':I!" d,I"""n ll'>c 
,uf>Crn."mt w» ~>.nl 1" = ... W'~ et~ s~ \Io<;n~ ~t><"", 
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RAM1REZ ET AL 

A B 

Kh 

4"4U-" 

~" 

~~;¿L! ~i'" 

HG : :-",,"ll<:m hl,",,! \m~l F..NA<>h\d,,,,,d (,,,<ti ltv. ",ld·"'r<: (la{\( A 1 u~d 
U'ol VR~I (JJ"~ al >,rdm>. ~"d ""h~rn .. hc '0["''''"'.''''''' <Ir ,h,' 2 6~·~h tr .. ~· 
rncm c .. rrv'~~ lhc 1\H~1 ORF Arrnw-- c"n"'p"nd h' ~ 1\:'· '" <¡~.~h RNA 
¡"ddc' lrom GIBCO BRL n.< ",lIdl><>.t md'C~lc' Ih" P("R Ir~¡!",~nL, Lh~ ,h,,¡Jcd 
t>n. Uld,c,,'c, ,he' ,,>ml'k,< IViAI ORF. ano:! ,h, "f'Cn r..,. mo:!,c.l'C' Ih, \'I''\~: 
pl ... m'd n, RI'\A filie, \\a, p"'''''ti wnh ,o~ '~P·I~~d"d PC'R Ir"¡::m,,,1 

0, C<lhWml'\I<lh "'.l' h'lu~"'cd \l) m"",\"lIn~ lh C<ll'ottnllal\\'n ~\ "re "",n .. 
(1a,~ clccmld, In a cI,"'d lhcrm'''I~"d ch .. ml>e, c"nn<:e,~d ,<, .In '''''l:cn 
"'<lnnm "nd eompu,e" h;o "<lhe" m"luro C\ln1"m!h~ 'in m~ n¡ ".rv,o cell' In ~ \\ 
mi <Ir:, mM t~l1ra,,·MES TEA hutor (pH (1)}--~11 mM ¡::Iu",,,, 

C~IJ <VIICbrnll~ and ft .... <yt"m'I.,.. ne cel" """~ wn<:h",n't~d u' de"""¡,,,d 
by Hetchman and R(.t>"rt' (9) Lu~anlhm,c.,lly ~ro""ng ,di, wcrc 'ncuhaled In 

Ihc p'<""'ncc ,,( S ,..¡: 01 Q.bClO' per mllm ~ h ,11 2~"C" PrUM'>': E (10 "'f.lml) " .. ' 
~dd<:d, and lh~ I'<'lk W<::f< ,dc~~d ¡"'m Q·{ac'm .... 'cM ~, t>c"'f' tr"n,fc(Tcd !" 

YPAD medlUm Wtlno,,! "dd,\,,,n, ~nd ,ncuh~t"d ror:, furtncr ~ n .,1 30"C 
'f"~<l cdi, "",rc 1""1"'",610' 1It>W C'\11''>mCI .... al"'\"''' 1"1) ~ m\..d,ht:tll<>n ,,¡ lllO 

pr¡""du'e of UW C\ ,,1 (1 _1 Cullure. WC'~ Itxcd '" 711 r, ,,¡h~n,,1 "v"'~,!!hl al 4"C 
¡¡nd d,¡:es,ed w,lh R",~", A lor 4 b " ~7C' ¡¡nd Ihen .... ,Ih ptp'm !'" 1 ha' 37(." 
Thc ce!" ",<.re <\a,,,<:d ",,"h 50 ¡¡.¡: nf p",p,dwm "m,d< pe' mi """th,¡:h, ~, 4"C 
Thc s...mr!e' .... efe d,luled .nd "lnICJ,ed fUI I~, FluUle<,Ccnce w,,, mo.""rcd 
""u, ... !k<:\,,>O DIClun<on fA("S.can and nn~lY1cd u"n~ C"CLL·QlIe" ,,'¡tw.,,~ 

.... Rh· Inln,l><'" and'" "plale 'n lb< mO'd,,,,,, '''R~ """'p<,r. "'" o"'" 
,,,red ,n o.h,," c< Ih ~, .,ÚJong 'i1l mf ,,1 ,1.'l\,<J cdh 111"' ¡¡.i, ", lJIX. ,,1 01 :? mM 
ML .... ·TL ... \'>u~,\ II'Ehlll-"" mM ."luc ........ ndw.:ul:o'n<l!!-lh< m"""c 1", ~ mil' 
n,,"n"Rh "" .. Úd,·Uh'd"'"cell!,,,,,,n<>¡111 "~ u3 1,4 ,,< : -' ~"'" 
~ Jf\'\l ,tncl ""uh.,wm \<"",IH"d <lUl h ... ~\U,\h.l : mm .. 11,.,,,,\,,,, l'~' 1'-1 ... , f~ 
l,,~,"n hl",,·ú ,n""'¡:" " ,dlul,." ,,','al, IIh,r 1 m,"" po" J,.,,,,,"t,, l' ~~ f'-m 
\1,lhl",r,) ,.nd ",,,h,(I "flo.' ",tll 11' m' .,) H~l m\l ¡..n 1)', lIl",' "'" ümu 
.,nd Ird",krr,"J '" ",n"Il"I,,,n ".," "l1b:' ml,,~ d ... II1l1ll.u"m , ... ·~""I ,IlIJ ,h, 
,.,<J", •• d""~ ",,, h1,·",uad In " h<.¡u¡d ,,'1\1111.,1'''1\ ""un'~' 

1'",,,,-,,un, ul'wh ... ~, m<d'u"d ~, ",nUI\U"U'" rc"",J'n~ Ih, <\u."dh,I,II 
<"",,'ntr.I1"'1\ ",,11.,1'''''''''''''' ",It,tlt\~ d~"r"J, ,"nl\"·'~d 'u "M ,<11\ .,n"ll/tl 
\I~c~m.", ~~¡"n¡"" ~(~~'l ~",l ~""'l'u,c, ,,",\I! .. ""~'u" ,,,,,w.<1\'I\" !lK' n.~ ,,1 
,dI, m lO ",1 ni = mM ,."tr"1c·ML'> l1.A hufi"f '1'/1 "n) lo, ,·h"nc,·, 'h·',' 
'dl,h'dl,<l hl d<ld,ulln .. ,,1 11l .. M ¡..O . 

EJ<lcNl.lI and ,,11 ....... 1 pH P".¡"n l'umf'lO~ "d' ",e"",t,·ú ¡" mOI\!,.",n¡: 111, 
~h .. ""Nf\C" chdn~,' ,,¡ h'o",,"', ,,'ll'urpk (~ ,,~p:1 m1) .. , ~.,.. ~ ,.< ~N< nn. ,n •• 
du"I·",,,,"¡,,n¡:'h sj>l:Clrtll'h,,".m~teT ID\\:: Oh'CI"",,""oh) "l1n a m,x!urt <<In 
1~lOlOt::'<' mf "r ,I.,rv"d nl!- In 2\1 mi ,,1 ~ mM l .. rrrdl"ME:.."·n..4 hufi'·f (pli 
toOll'tu, ""1 mM gJuw'>': TIt, c~"nl,!~' "",ro ,.,hh'~led ¡" .. ÚJ'''.m' ,,] IrJI mM 

''', nI, ,n\~rn~¡ pH "'a ... m~"'-U'cJ ~ "".rul<l"n~ Ihe tiu<>{c"'-~"cc ch~n!!-,"' uf 'n" 
"oIr<"d ,di 'u'f'I.·n,"",' .,ft", h,dm~ locm "l1n /",r .. nm.· 1.Ic<"I'or.nr~lI"n "'," 
p<rltlrnw<l." p'c,'u",i, "'p''''kó (:'~) "1111" B~~R~d G<n~ Puhc¡ "',11t ~ 1''-'\'" 
".,mml"" auachment TIte "'JI ""I"" .... '''n ((1 ~ mI ".nl .. m,n~ ~~U m¡: I"'c' 
",<,,~htJ .. t ...,lblpl"" 21) ¡¡.I "1 J(~I mM l"~3nm,· ~d'pl .. ,'(;d In 3 ~..,11 "u" ¡¡ \) 4·mm 
~~p .mu "n~ pul", nr 1 5 l \. ~$ 11-1". Jnd 2m ti """ appJ!ed "'lh .. úural"m ,,1 
3t,..~1 'dI m, Th~ ccU .. "cfe cCnlrdu¡:<:d .,nd ,h"n ,,~,hcd Ih«, ume' ",Ih 
d,,,'¡kd >j. .. ,~, 1'0, ccntn{u ..... ""n 'n' m'I."f'lC\.nlrllu~,· ¡o, ](1 ... fc,,,,(><'nd.:d In (ho 
"TI~,naJ '<lU" (O~ g ,,1 cdl- pe, mi ,,1 " .. lcr) ... oo "o,cd .. , d,·'>C!",""d !I,r lhe 
m!l,,~!lual ""p"',rrn~nh A m<>d,ftcal",lf'.l(\ dI<, ,,,,,, .. 1(' '~I".""d ,,«>c<:du'c (:'1) 
""" ",cI,,<Jcd (111 (,ndl "ll..tlinlUUlln ,,1 ,he ""U- " ... , .. <:h,,,, ... d t>I Ih, ~dJII",n 01 
1m mM NH.OH ¡I\'IC~d ,,11\.) m\.11." \'>oi"-

Merabrall<' p<llfPlull Th" m"mhran, ¡>t",·nt, .. ) \Id' c,um"'cJ .L' d",",nhcd 
prcv¡(»"I~ (~) h} m"mI<>TI~ (he tlu"."""n",· ,hdn~,·' n¡ ;~1 -<l'r"'I"'W" .. ,a,. 
¡"lC\anlne ID,SC",(;'IJ, Mo¡"culolf P''*''''J ~, ~, '" S</(' nm The cumnc w ... < 
lIúd~d alter ""uh~,,,,n ,,1 II'I( " .. ,,'ed ",JI, ,n ~ m\! unta,C VI1:..,·l'1:A ¡pH J (j 

'" ~\ll p!u~ \(¡ II-M ",rt.,,,,,I"'olmd<" ",..:hl"r<>!,hen,lhvd'd,t<>nc (ce cp) IW",M 
(".(1~ a"d 511 mM ¡:Iuc<"", 

RESULTS AND DlStUSSION 

Gene and disruption. Figure I ),h(W...¡; the dcJuecd ¡¡mm(l 
<leid scquenee for the )'JU)<,l-k gcne tI",), herc nOlmed KHAJ. 
3nd e~)mpamtln wlth thn:e rclated gene\ lOe KHAJ pwduct 
would Ct)n!.un 873 amlno <leld rC~lduc\ and oave a molecular 
WClgOI of97.1 kDa and an l<;odcelTIC pOlOl (lf ó,O.lt~ hyórop· 
ath)-' pmfilc, u),Jng ¡; windov. of 19 ammo acld\ and toe .dg.o
ntom of Kyte and Doohttlc (13), showeo ]() 10 1:! pos~lhle 
ITlcmbraoe·spanning domams 

As descrincd In Malcnals ane tJ!clnOOl>, an Internal {rag
menl of KHAI was ohtamcd!l:o' PCR and doned mIo Ylp352 
(VRA.3) Afler hneanZJtlon dI its Bg!ll ~ilc Ihe p!asmld Wd~ 
transformcd mW wlld·rypc ~tram~ W:;ü3·1A and R757 wllh 
~lcctlo[\ fOr uracll prototroph~'. The mutan! phcnolypc wa~ 
rceogmzcd hy ¡IS fa<;t growth and large colomes on p¡atc~ of 
hIgo pH and/or :;alt conccntratlon, Chrom()~(Jm..t1 DNA wa~ 
I<,o!¡l\cd fmm sU:. n(lmm.!.t kM.! ,URA.1 mutant~ Hl caen g.encllC 
I'Mckground, and the dlsruptl(ln wa\ confirmcd h\ Soutilern 

TABl.F , ('h~raClcmllC' ,,1 W¡jÓ.lype .Inó ~¡,,, J URA::~Ir.tln,," 

Amllm¡:/ml)"j I",~m .1 F~rm<nt .. ""n r~l< J.(c'r" .. ""n rol,e 
Slra'n ~~~~<:~~7 Cell""wnI' Wo'w, /lIoma" (ell .,,~, 

1",'1 (\LR II¡ c,h,m"! rn.,'~ ul 
(111' ccll,r Imrr lm¡:r (,h",,,, Elh:'o<,1 (¡¡.m) 

ImM) o m""m~l c<,"",med r'''<.IuC(U "''',m¡:) 

W,ld \yP<: t ~S " I S, o h~ '" : 7.'\ 7,.'\ )SO <¡ o: IIh 

"'"' UR.4,1 J ,/> 2 I ~ " o <iS J~ 5J 747 (,47 :!<I5 In) ", 
-F", Ihe "<'erm,n"',,'n ,,1 ccll euun" "'el ..... <'~11l ~"'''',''' .11'<1 cdl "" ,dl, ..... el< ~",wn nOdl ~lu<:II" nh~u'''''~ (l4 h) 1.1h.1l\,,1 p",.Ju<""" ~"J 1'1"""" 

('('n",mr''''~ "'erc mr",''',od In 1\,< 'Uf'Cm"l~'" .1.~, h""'r,,,n~ Ih< ,dI- 1 ," '''<~""CI,,~nl ,0.\ 1M "\\,::<,, .. 1 t.. C<'nl<:nl C~U, t'""" ¡", IJ h ..... r. h~l\"'Ie<J m 
...,n",(u~~I,,'n .nd "a,I"J 1W',e .... "" d""lIru "'." ••. ,n<.l ,h, t>. '_""r~'''''' m,.,,,,,«I., <.I,,,·,,h,d In MAIt".I, an<l M~n"oJ, 1<" k"""nu,~,n.nJ "'1'''.'''''' 'J'"' 
c~lI, ¡II<-' 1,,, 14 h ",<1< ".".<1 uJ .'hM,,,1 r',oJ",,,,,,, .nJ ""~<,, ,,,,,''''''pl'''1\ "el< me.'u!,,) ., d,,,-pb«) ,tI M~,,,,~,.nd 1.1<\\),....1, 

"Dupl"' .. ,~", ....... ,.~, ,>!>(o,nrd 1 ... "nro, 'cl'''''''''' "" .. t,,,,, 1,,,,,, ,11< .... n"I"~."lhm~ Oi) p",o.Ih ,""<, 
• 1'<, m,lh~r.m ,,1 ~Iu,,"'" u,«"" m""" <111.,,,,,1 1','<01,,,,',) 
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-~ , 
ti , 
~ 

'''' 

"" 

'''' 

"" +---~--"T---'---~--' 
RbCI (mM) 

:J Wlld-type K..."0227 mM V_~J71nmOllmlnlmg 

:: I<ha! URA3 l{".~ O 149 mM V _2 ~::y. nmcllmmlmg 

F1G ) KmellC'\ n¡ ""Rh tr:lfl'>pofl m ÓhTUp\~n\ .md ... ,\d."''P'' ,\T~l"" Th~ 
cdl. Cm mg ¡,"e! ",e'ght/) "."" .. , pr.:l""uh.ucd fu' ~ miO ,n.! mM \:lES-TE.~ (rH 
I>)-:,>a mM gluc"", Af!er pr.:me"hau<m, V'4fldhle ~""'cn¡rd¡,,m, "i ""Rh """re 
dú,Jcd, u .. m':d'ufe ,t, !ratl>purt wlIh .,n 11l<.;J1>.,¡!<>n r,me nf ~ mI" "" .Jc-.crlhcd In 
\ld'''rldl< dnd \:I"th"<I,- Thc "",,¡ pr<lÍldblc 1m" dnd ¡¡:~ .'m¡ V m ... vdluC'> ,"erc 
"t>tdmcd Iw Ihe ~"nl,ned' rcgrc,"""n mcth",d 

<.\nJJy~¡!> «(<':~UJ¡S no( ~hown), Th..: Jn.lly~es whICh fo¡[ow wer,; 
done Wttn <lOe of Ih..: W)OJ-1A mutant~ KHA,I mRNA wa~ 
founu 10 ¡he p<lrt~ntal \tram. ~howmg IhJt the gene W.J~ e'(
pre\-..:u. <.\nd w<.\,\ nOI deteeled In the mutJ.nt~ (Fig. 2), 

Growtb and metabolismo A.\ lffiplu:d hy <lol.Jmlng: the muo 
(.Jnh m haplotJ ~(ram~ on normal YNB m.:dwm wlth glueo~.:. 

" 

" 

C~lls 

I r(, • (1, ""'." .• 1 11" ("".""ur" "",,,'1", U"" .. ," I~, ,,11 ""1" """,,, " 
,h "'''' "'c" ",."""",.1 ~"h ,,,'k,II','" ,,,,',,,.J, '" '",,'',,', """.'FI""~ ,,' 
",~ .<,dl, '<Id ~ ",\¡ ,.n,,,~ \íl \ TI ,\ ~LJ~" '1'/1 "LJ' ,n ,"0,,1 ",1""" ,,1 I["J 

n.1 " " ( I hc """'~ " .",,j " ~ '''''' .. ,,1, tl,~' "',1",,," ,'1 ,,1[, O"J ," ",\1 
(\"''''< ,( >\ ... h ,,1<1"( ,," ",," , .. ,,,,J,~ "",j 1 h, ,1",,,,,, '>el, , <1,1>, ,,~.J \" 
0.1<1.",,", ,,' In " '1 ,,( I 

K' 

kf>:Jl: URA3 

W,Id-Iype 

G 

+ 

flG 5. Chdn¡\<" or ¡he pH uf .:el! 'u'p""""n. pH ~hJngc, .... ~,~ momeo,~<.! 
by lile Jb<.mhdn<.:<:: dl.3<1ge-- oí ~ ¡lg oí hromcr~",l purr1c .11 4X7 lO ~&l Mm m d 
m",'u'e enm.umng 15 mg ,,{edl> "ntl.z mM t~nr'¡lc·MES·TEA huifa (pH (0) 
m ~ lm~\ ~"l"m" ,,( ~ (] ",l '1 ~rc n.c lr.v;:,ng ......,r~<l.ll I ""<1 wub. (!,~ .lddlUQn 
uf 'O mM glllco", (G). Jntl l:'i mM KCI (K') WJ" 4ddcJ .,t 1'> mm, JS mdlCdtcd. 
-n,e d'~nge, ","etc ,.,\tt>,~\c.l "'" .,<.kI>Il""~ ,,( \\lll mM HO. 

khpI disrup!lOn 1$ nOllcthaL A\ ~hown In Table I. the mutan! 
<¡tr.Jtn IS a!!<:red In ~ev.:r.J1 ch.J.t;Kl .... n~11c' Th~ dnublmg tlme 111 
norm.J1 YPAD meulurTI WJ ... J hule \horter In the mut.Jnt than 
tht: p<lrcntaJ ~Ira¡n . .Jnu Ih y!du of edls. c~prc~~ed as cdl 
numhcr. wct W':lgl'tt. ur htt)m.J ..... '. JppC<lIeQln bc Cl)n~llkrab¡y 
hlgh.:r durmg ¡he II.hok grnwlh curve Thc edh Ifl (h<! <!xpo
n.:n¡l .. ¡] pha~<! wen:: ,1 link \ffi<.\lkr, <!¡hJ.no! prodUtllOn W..lS ~ (1 

tlme~ hlgh.::r. th.: fermcnt.J\ltln rato.: wa..\ devatcd try !5'Yo. aod 
[he re~fl!r.J!l()n r.Jle Wd\ lhredolu hrgh.::r MO~I ~(rlkJngly. con
... ¡d~TJn~ ¡he pr<lp()~eu ro!..: nf Y JLlJG·k In K - tnL't,lr.oll.'m. ¡he 
mUl.Jnt- COllt<.\¡(Icd ""ICC Ihe el>f'lLClltr.lt\nn nI K' ,\., ¡nt: Wtld 
¡vpe, ,¡nd !hl~ dllferencc W,h oO-":f\'CU !hmu!;hoUl ¡hc gn1w¡h 
CU¡"\IC Thc c'(¡ern.t! pH L'h.Jngo.::!> llvo.::r lh.:: .:;n1wlh P':(lOU (pH ó [) 
ml!J,lllv J.nÓ pH 5 \l ,lt ~.l. l~ h) ~o.::r~ 'Ilillbr m th.:: mUI.\nt ,¡nd 
wlld [y'p.:. 

Flow tiltom.:lrv Jn,tlv~!\ ".J~ .11\0 p~dorrTI.:d Ccll.\ wnthro
ntzo.::d tn "th.:: G, 'ph,hC Wllh ,,·t.\ltl'f C\\nt,\lno.::d .\ um\~,rm le 
ONA c(lOt.:n! (f.:,ult, nOl ,h"wnl. Il h .l/ter rclc.l~e wlth pro
n.\~r:. the wtld ¡y-po.:: r:<HT!,llnL'u ~,mrl.lr le ,lmj 2C POpUI,lllon ... 
whd.: tho.:: mul.tnt "'.h \.lrgdy 2<.' ,¡)l md\L,\\\\\l) \)[ m\'n~ r.\?\J 
DNA repite,lImn m lhe mu!.m! 

Pl)ta~\lUm ¡un mOVl:ffi<:rlh. K upr,ll...c (d\ ,1\W"eU II.llh 
«'R\'>') enuh.l he J'-~~Tlh~,j .)~.\ \\\\¡:k \.\\\lL\hk \y\h.l'\l wnh 
,mlll,Jr V",,, .tnU k.u tn lh.: mUI,wt .lnd w'¡u Iypc (Flg. '\) 

E\lL'rn,¡J K' movcnl.:nt 1\ ,ho ..... n Hl FII,! .¡ .uJuluun 01 .:clb lo 
,\ K' -Ir,;,; nlcdl\.lli1 fc~\)h..:J Il'\ .1 K t:~tl\l.I-:: whlel) 'J<.I\ ~hgJ1.lt\ 
I,(r,:,¡(cr In thc wilJ tvpc !h.lIl In th~ mUl.lIH. fL'Upld"": upon 
~luL(I ... e .ldJI!ion Wd' ,10\\ .tOU p.lrlt.JJ In IhL wtloJ (\lr<.: hu! rapld 
~nd l\1mpktt.: ll1 Iht.: mU\.'lll . 

Thc .:~tl·rn.t1 pI! ,'h.tn!!c· l' '11" ..... n ,n 11g: ~ ,\, prt.:"lou,l\ 
U<..l<:rlnlll.:J (~) l!ILJ("'( n1..:lll\"J¡\m woJ lh~' ,Jc'llvl!V ,,1 rhL 
íl ·,\fP,I\C \~l)'\..l'I~": ":\l..:m.11 \\.\J\tK.\¡,,"1 m tllt.: wIlJ typt.:. 
,H1d Ih..: dk~l "'.1' ""llC"b.lt ,h"r¡kf In lile Illllr,ltll Jnl<;rn,d 
rlJ Inu flIetllhr."IC P'\[CIHI.11 d~l~rllll1l,¡[I"II' ,IIL ,h,)WIlIfl FIl! 
11 1 h~ In\crll.J\ pI \ '~.I'" h\d\\.f \\\ lile (\\\11,11\( th 'n In ti,.: ",lid 
tV['!L II\I~ J¡JI, r<.'I\,\· "1' "I>,~rv~u hOlh hd"r~' IlId ,11~'r .!;!III· 
u"" .aldlrll\tt 1I11\'II1"h 111.., p~'r(lIfh.llt"rI' c,t",,'" 11\ ;:lltu)\~ 

~--~-----------------------
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flG ~ l~¡crn,,) pl1 (Al hnó m,mt>,.,n, p',\=\,~1 O,) tAl Om\F:"~ ,,1 \II~ 
,n!Cm.) pH ,n IIl1aC! ",,11, ." ",d'e.'ted ~, a,,· tluur~"I.cn.x chJn¡:c' 01 ckC!f(l· 
p<,r~,cd I"'T.&nmc '''~ ,11,,,,," Incuh,,,,,,n "." p<'rl"rmc<l on ~ mM tdn, .. 'c·Ma 
Ti::.A hutle' lPH 4 O .. nd h(l) a, ",dIC~led f\,~n,n, \Id' ¡o~d~d mIO ,h~ .xII, 1" 
dc.:t"'p<"~t"'n () ~ lV :?:IXI!l ::.~ ¡¡.F) Th~ trJ''''f \l." ".on<d '" Ihc .ddll,on 
('t(:!5 It\f<l(<:<:U, 511 mM g.luoo'" {G¡ \1", dddcd at "'1, and J'i mM "0 ("-J 
".1' addcd at .$(KI , T~ oht~lfl" ,der,nC( <>1 m"~lIllUm .. nd mmlmum HUMe" 
~~ncc \(1 p.\ <>1 1 l'< NK,OH <" !(t ¡li II( .">(l', l"r"p"m,c ae'd \\I~r~ add",j 
'c'f'<'ol'<,I, lO ,he ,"c~h.""m m'Xtur.' "her th~ lr,'Cln~ .,nd lh,' " .. Iuc' "h'~,ncd 
"'~r~ ro""deo:l nnd u>.C,J W "ti)"", 111, e""" Fh,)'''~''-'''n,< "'~, (c<:<.wÍ<:d .. t ",.lm 
lempc'dlUf< ~t 4()(1 '" <;1(1 n~l (B) M"m!'>r"n, f><"cnll,,1 ,.,,,.,,,,m, '" ,nd,cd'Cd ¡" 
lh, tlu",=cnc, dMn~e, nf DóC ,!)j ,'f< 'no",n IncutM\l<m .... " pcrlt>rm.:d '" 
",m< huO~, plu' I(KI¡..¡M (',,0: ~nu )(I¡..¡M C'( el' 1'h, "",Jn~ \\Id, ,I.mcd hv Ihe 
.. duJu"n ()I o 5 "M ,,( th, cvan,n< ~hc, 2(1, ¡"n",,"cd 1'1' 1 ~ mM r..0 Ir.. - 1 ni 
:!(XI, ... , Ind'C8,cd n"'",co,¡:enc,' w." 'ccnrdcd ,'1 <;4(1l<> WO ¡'1m 

addlllon wcre qUIte dlffcrcnl In thc IW(1 ~If<lm~ Mcmbranc 
p01cn\Ja!. a:; mea<;ureó by ftuore ... ccl'lcc {lf DISC ,(:1.), wa~ hlg,hcr 
In the mUlant Ihan In Ihe wild type (1n~ldc ncgallvc) dnd w¡¡,<. 
dccrca:>cd ny the addlllon (1f external rola~~lum In hoth ~traln' 

Comrocnts" Thc "-HA] gen\! n ...... emhlc~ that (){olhcr I;.nown 
catlOll/prot(Jn antlr0rtcr1.. 1,<. cll,pn:\\ed In yCJ~1. ,lnd prohahl~ 
cnc,lÓC\ a K' 111' cxchanger The \cquenct" \imJlaTllY t,<. htgh· 
eq m Iht> N-tcrmlndl pMt. anó wc ",PCCUI3i(' ¡ha! \hl" C-tcrm'· 
mi p(]rtton n1<l~ )¡,lVl a \pecloll fl,IIKIIOO, l"hL 1..<:\' mt!lcaltPIl fm 
/o.1i4.J funcHon t\ ttlC ,¡PPW),.lIl'1dtt' u(luhhnp. of the K - contcnt 
In Ihe mulanl Accmdmp. 10 Ihl' <"ehclllc 11' Flf 7, thc elc"'.llcd 
K - .:xl~ntra\l(m I~ prohahly rel.lleU to rlOrnl'll h. - entr~. hUI 
tmp.urmcnt of J(' CXtl h\ prol,'n L'xcllJnt!c and henCc \tl the 
.,omewlul hl¡i:hcr mlc:rn.ll pH t...,,,,,C¡ e",(cm .. l rH dUO hlghcT 
mc:mhn.!"Ie polen!I,,! would fo!lu" r\ mOfc dCI'¡llcd clpl,ln.l· 

LlpH 

.. 

J B,,('l¡,RIO! 

W 
H' H

W 
W H.' .....,-<- / ",,--ADP +PI 

\"'ATP .. 
K' ,." .. •. 

KHAI 

PMAI 

FIG 7 P'<lp<''''d ,,'1, "r }\J{4.1 A<'I"" '!~Il,p"n "r'" 3¡ th,' I'ld'm., m,·m· 
\>ra"'~" UT\\I'" m 1M H··A~ PM.-tt '1A!.ho ~'¡"""'u¡>kd e~mc, 71<1..1 
Ch~n¡:c, e"",eled d' a result ,,( dlSnlptH>n "flhe ¡:.:ne and ar.,."oc<: "r Ihe KHA I 
pr<>lCIO ~re d' o,¡:"t>cd 10 ¡h, tUI h~"l<",\!~. In.: !Jo<¡ I (. RAJ mutan, ,tu..,td 
,h,," (11 n" CI'.,"~c, 10 the mlllal nlle '" ~w,u, am""",, ,,1 ,he ur'~kc """cm 
7H.A.·/. (11) ~ h¡~he' dccum"la""" ni';: \'1c:c"""," ()j ¡he a""'ncc ni 'me llÍ ¡ht 
cffiu' 'Y'tcm, 1m ,h~ Nloon 1"" a ,reatef 100':'''''' 01 the Inlcmal pH and a 
¡:'c.,'c. d,cr,,~'" ,,1 ,h< "",<In.1 "H UpUI> Ihe adtlnHm ,,1 \0.' .nd 1") ~ ~rc.!cr 
d<:e'e' ..... o( In' m(mhr~m l">1cnu.d "1"'" ¡he i>dd11«1O ,,1 " . 

tl0n of the vanous curves is 1101 possible. m pan hccaul-C the 
schcme Offilb I..nown cJcment~ such ~ ouT\!,:ard-rce1!fymg po· 
tasslum ch~nncl~ (2) dnd in pan hecau.'>C gluc()<'c cau.~es an 
lmtla\ aIld \r¡¡nSH!{\t aCldlti.catlon ~ ~anou~ mcan~. 5ueh a~ 
forrnallon of Ihe ph()~phory!ated Inu:nnedlate~ of glycolysls 
(11. 14.2.1) and aCldle product.~ 5ueh a.~ carhonic aCld. as well 
a~ aCllVatmn of the c.leeuogemc H" ·ATPa!iC., these processe~ 
occur SlffiuJtancou$lv \1ul vmh differcnt tIme course~ and dl
rccllOns, and ,<.Offie ~f Ihem are more rapld In the mutant. To 
thc dcgrec that lhe pnmal)' impaInIlct\! In the mutant I~ 
K· (H. exchangc, 1I appeap.> thal tht~ proces.( may he a key 
determinan! of ba.\le phenomen3 such as cale of j,!TOV>1h, fcr .. 
mcntatl0n. and ccll cvc1e Thc specifu: way... In WhlCh tt.,ese 
vanous proce~\c\ are atfcctcd h~ Ihe K" (H' lmpaumcnl re
matO lO he sh(Jwn We favor the \'lC'o\ Ihal the htgher K
cnncentrallon 1().Clf. ,md lhm lhe hlgher o~m('ll(; pre<"<'ure. \$ 

the KCy dctermmanl (.1' consldefed for Ihe cdl cyde [6. 16]) 
and that m(Jr~' rJpid cell C)'cle rC\lJJt~ m mOfe rap,d metaho· 
hl>rn 

AC~OM.EDGME"''TS 

w~ th.¡nh Ple¡!o GonlJkl-H,dphcn 1m cTlllc,¡1 COmmcn¡, un Ihe 
nMnuo,cnpl, Ak}.wdro ZCPldb [)ct";,,, and FCfl1<1l1U" U\PC~ Col.\\!\d~ 
fo. helpful ÚI\tU"","' ... nd J(I'>(' &.parr.,t u'!'Cl 1m IcehmcdJ a'~"· 
IJnce' wuh (el! l'Vt,'mclf) Wr: are gratchll!(l Gcrardl' ('oc!lo Jod An~ 
MJT\J E-.cdl,\1'llt \(\! \\1L1! ",,, ... <J.,,<ltt In tb<: cumpUlc( ,¡n~II-..c' of Ihe 

DNA '-Cqllcn(c' 
Thl' W{lrl.. w," pMlIalh \.LIppnrtcd rn p-3nl' n"::!\\7h%. fmm \h1: 

D,{CCC¡(Í11 C.ctlc{,jl dr A'UIl1I" de! Per.<:mal Ac~dcnllCI' or lh" Un¡· 
vcr:-.ny :.nd .j(~ll4(,·<; 't:Ii~PN. !mm ¡he (on..e)I' f',',KlonaJ dr Clenel,! 
,Tccnol,,!!,.! tk Mex"o 

ItLfEkl.M 10." 
I Md.rt R 1<)'" /1.11 ,,,.~,,_ U¡ ""'mh .. .,.. ".mp"n ("'''C''' In \<¡uhw," 

"''''' ,~ .... ,''''',. "<~'llIl'~ .... rl>ll 
Iknl.)[.. ( L M ......... " .... U. ~ ¡""', (""1\, ~",j ""nduc\),nc< 
,n.n nU'lou"J r~,I,r"'"r'" c/u"",,1 ,,,,,,,11'0< rlA=, m~m~ .. M "r ...,. ,¡,~ 
,,""'w, (~rn""" J Mcrnh< l\.~ 1)1.\11..\..1 .... 
tl<:~lkr.1I O I"'~ ¡ lha .. '" r 5<11<~~, ,,, Il t k<-r~m(w, I(d) M,'h,~h 
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nI.S. Caracterización de la mutante con ablación del gen NHAl 

Como ya se mencionó, el gen NHAl fue clonado por selección de células transformadas 

con bibliotecas genómicas de sobreexpresión resistentes al L¡+ y Na+ (Prior y col s .• 1996). 

En colaboración con la Dra. Hana Sychrová, del Instituto de Microbiología de la República 

Checa, se estudió la ablación del gen NHAJ y SU participación en la regulación del pH 

intracelular en levaduras. Los resultados fueron publicados en Sychrova y cols. (1999). 

Las células de la cepa silvestre W303-1B y de la ablación de Nhal W303-1B

nhal::LEU se cargaron con piranina por electroporación. Después de permitir que las 

células se recuperaran, se determinó el pH intracelular (figura 1 en el artículo). En esta 

figura se observa que las células mutantes tienen un pH mayor (0.2 unidades) que las 

células de la cepa silvestre. También se observa que en las células preincubadas Con altas 

concentraciones de potasIO (1 M) los valores de pH se hacen menores para ambas cepas y la 

diferencia de pH inicial se hace más grande (OA U), aunque tiende a dismínuir en el 

tiempo. Estos mismos resultados se observan si se incuban las células en presencía de 

sodio. 

Originalmente Nhal fue descrito como un intercambiador Na+/H+ (Prior y cols., 1996); 

más adelante su selcctívidad no fue tan clara y se redefinió como Na+(K+)/H~ (Bañuelos y 

cols. 1998). Este intercambiador parece estar regulado por el pH del medio y su acüvidad 

aurnenta a pII áCIdo En la figura 2A (en el artículo) se muestra el efecto de diferentes 

valores de rH en c) medio de incubación sobre el pH intracelular. Como se observa a 

valores de pH ácido (3.5), la dIferencia en el pH intracelular es mayor entre la mutante y la 

sllvestre, comparado con la dlfcn.::nciJ obtcnrda a pII 5.5 ó a pH 7.5. donde ambas cepas se 

con1portan ¡gua\ En las células prcincuhadas con KCl (figura 213 en d artículo) se observa 

que a los trc:"> v,:¡hm:s de rll la cldlTCnC¡:l en{¡e las ecp~s es simil<lr aunque los v~¡Jorc.\ 



íniciales son más bajos que en las células sin potasio. 

En la figura 3 (en el artículo) se muestra el efecto de la glucosa y el potasio sobre el pH 

intracelular en células ayunadas. En estas condiciones no se observó una diferencia en los 

valores de pH inicial posiblemente debido al ayuno. En todos los casos, la adicÍón de 

glucosa produce una disminución del pH intracelular y la adición de potasio una 

alcalinización) que es mayor en la mutante. 

También se determinó el cambio en el pH interno en vesículas de membrana plasmática 

cargadas con piranina (figura 4 en el artículo). En esta figura se puede observar que los 

cambios en el pH interno, producidos por la adición de sodio o potasio al medio de 

reacción, producen un cambio menOr en la señal en las células con ablación de NHAI, 

comparados con los cambios observados en la cepa silvestre. 

Los resultados previos (Prior y cols., 1996; Bañuelos y cols., 1998) y los obtenidos en 

este trabajo hacen suponer que Nhal debe estar involucrado en la regulación del pH 

intracelular y los niveles de cationes. Por esta razón decidimos estudiar la doble 

interrupción de NHAI y KHAI. 

111.9. Doble interrupción de los genes NHAI y KHAI. 

Para la doble interrupción de estos genes se transformó a la cepa W303-IA-nhal::LEU 

COn el plásmido YIP352KHAH1~»b con el método de acetato de litio y dimetil sulfóxido 

(véase Materiales y Métodos). Et fenotipo de las transformantes se obtuvo detcrmÍnando 

los movimientos de potasio con un electrodo selectivo (figura 10) y se comprobó la 

interrupción por Southcrn (figura 11). 

--~-_ .. _---
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Figura 10. Identificación de fenotipo de las dobles mutantes nlzaJ·klzaJ. 50 mg de 
células ayunadas de las cepas W303-IA, khal::URA, nhal::LEU y de las transformantes 
obtenidas se agregaron a 10 mi de MES-TEA 2 mM pH 6.0 Y se registraron los cambios en 
la concentración de potasío en el medio con un electrodo selectivo. Dos minutos después se 
agregó glucosa 50 mM y se continuó registrando por 5 min más. En la gráfica se muestran 
solo cuatro de las transformantes analizadas. 
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Figura 11. Análisis tipo Southern de las dobles mutantes nhal-kltal. Se aisló DNA 
genómico de las cepas indicadas (*) y se cortó con la enzima EcoRl. El DNA se corrió en 
un gel de agarosa al 1 % Y se transfirió a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se 
hibridó contra el fragmento de PCR marcado con e2p] y se imprimió una placa de 
autorradiografia 

De las mutantes identíficadas se seleccionaron dos y se realizaron los siguientes 

experimentos. 

Las dobles mutantes NHAI-KHAl muestran un comportamiento similar al observado 

para la 111ulanle sencilla de KHA 1 en 10 referente a crecimlento y metabolismo de glucosa 

(no se muestran los resultados) 

En los expenmentos rcaJjt:ados para determinar el potencial de membrana (figura 12), 

transporte de potasio (figura 13), pI-I intracelular (figura 14) y bombeo de protones (figura 

15), se OhSCITÓ que las dobles mutantes NIlA J -K!-lA 1 muestran un comportamiento sim!lar 

al ohscrvmio pan) b rnulanlc sencilla de- KffA J, indicando quc las mutaciones no son 

adltlva~ y qur..! el !enotipo obtelwJo para {{HA ¡ es dominante. 

¡':S!O'> resultado,; ,>ugiclen que 1,1 participación de Nhal en !;:¡ regulación del pll 

inll~lcclubl, ,v ... í l'0I11() ('11 lo,> lli\L'h.:;.; de potasIO, 11(1 es tnn importante corno la encontrada 

~ '1 



para Khal. Al parecer Nhal es un sistema de emergencia, que sólo cuando se aumenta su 

expresión tiene una función en la regulación del pH y el potasio intracelular (Prior y cols., 

1996). Actualmente estamos tratando de detenninar los niveles de expresión del mRNA 

para NHAI en condiciones normales (sin ningún tipo de estrés). También estamos haciendo 

construcciones para expresar este gen junto con la proteína fluorescente verde y poder 

obtener su localización en la célula así como la de Khal. 
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Figura 12. Determinación del potencial de membrana en las dobles mutan tes Ilhal
klta/. Se incubaron 50 mg de células por 2 min en MES-TEA 2 mM pH 6.0, glucosa 50 
mM, CaC!, ¡ 00 ¡rM Y CCCP ¡ O ¡lM. El trazo se inició con la adición de 0.25 ¡rM de 
DisC)(3) Tres minutos después se agrego KCl 50 mM y se continuó con el registro por tres 
minutos más. 

10 



Glucosa 50 mM 
50 

Celulas ¡); 

40 

~ 30 
3 
J 
6 20 

10 

O 

O 60 120 180 240 300 360 420 480 

Tiempo (seg) 

Figura 13. Movimientos de potasio extracelular. Se incubaron 50 mg de células en 10 mI 
de MES-TEA 2 mM pH 6.0. Después de cuatro min se agregó glucosa 50 mM y se 
continuó con el registro por 5 min más 
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Figura 14. Determinación del pH intracelular. Se agregaron 50 mg de ce1ulas a 2 ml de 
MES-TEA 2 mM pII 6.0. Se agregó glucosa 50 mM y KCI 50 mM a los 4 y 7 minutos, 
respectIvamente Después del rcgtstro s-.: agregó N[ L~OH 50 mM para obtener la 
nuoresccncia rn<Í'XJ!lla y úCldo proplónico 50 mM p<ir<l obknGr b lluorcsccneia mínima. 
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Figura 15. Determinación del bombeo de protones. Se incubaron células de las 
diferentes cepas (25 mg) en 2 mi de MES-TEA 2 mM pH 6.0, 4 ~g1ml de púrpura de 
bromocresol por 3 min. Se agregaron glucosa 50 mM y KCI 50 mM después de 3 y 7 min 
respectivamente. Los cambios de absorbencia del púrpura de bromocresol se siguieron con 
un espectrofotómetro de doble longitud de onda a 487-586 y los cambios en el pH se 
calIbraron con adiciones de HCI O. ¡ N. 
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lO ¡bc \\¡JJ-!:pc <l, ;-.,r!wJp-<>lClc\prC"lIl!;! ,(Imm Thc H IK L(Nu") e\Ch,Hl;!C EllCCh.Ul1Snl 01' Nh.dp 'h¡~ <:lll1fir!11cJ m 

rCL'ol1\!IlUlcd pl.l~m.l rnemhl,wc \c\Klc\. c~ 1999 F<:dcr,lI¡On (lf Europcan MlI:roblOloglc.l! SOCIC!JC~ Publ,~hcd b: Elsc\!cI 
SClcnn: 13 V Al! lIghh IC'Cl\.:J 

1. Introducriou 

Ol1e nI' ¡be L·I'lIC!.!l ,llld J'tllld.IJl1CIl{,¡J !,l~b o( a 

11\ IIlg <."c1I h (\) I11dllH.1I1l ¡hc hOmclhl<l\h of 11111'.1-

ccllld,\I pH .\lId 1\'1l C\\nCellll,\\l,)n. In Suq!rwo!l)nn 
{'('/'I')'/I/(/('. lhe Ill<llll \~\I~'l!l !I1\'ol\\!d In chang~'s of 

1l}\I.lcdlul,lr pH b ;¡ J-I -·\TP,I~\! cllc(llku by ¡he 

P.1!AI gell\! and localed 111 Ihe pld~Ill.1 memorane 

{1-3J. Thc PJOI()11 gradlenl cre.lleu b: IhlS ATPa"e 

¡, L\el.;e~"'lr::. rOl 1'¡,lny j1h~"iu¡ngl\.:a¡ re,\~on" H.J. hIt 

I~ <11\0 IIldi~pCIl\,lble rOl Illl[rlelH Upldh,e ,lIlU legu!,¡

[Ion 01' l1l(rdce!lul,11 C¡)IlCClllf;lIIOIl of dd)crell[ e,lllons 

dllJ ,JIli()ll~ [5.6) Re~·ellll~. lhe .VIf·1/ gene of S 

• ('(lUC'p<ll\dH\~,Wlh"l ¡el +"¡~tl{~)-\7' ~(,(,7. 

.1\ +42012) 475 ~4 X~ I -m,nl ,\~'hn".wl bl(,mc'd ~," c'l 

-------------
U!¡('I'¡II(/(' el1coJl11g ,1 plJlatJ\c Na' lB' .Inll¡iortcr 

wa::. dOl1cd f7J, Ch.lr.\clcnz,l1Joll 01' lhe gene prodw:1 

rcveakd lIs fUllctlOIl in pH-depcnd.:nt "od¡um .1I1U 

pOlas~¡l!ln e!tlu\ from cclh [R] All,,¡di-c,lllonJH 

dnUpO\ ter .. ,\le :,upposcu to pl,\y an lmpon,ml rok 

111 lhe cOl1tIol of Il1lr.lcc[!ular pH in m.m:, nrgaJ1lsm:;. 

In S U'I('I/II(/(', ¡he paniClptlllOn of K'/H lr.\I1$" 

porl sy~lell1s !11 rc~uldl¡on of lhe prolOn 1ll01l\C force 

<lnd in ¡he bulfcling 01' Ihe cytoplasl1lIL pH h,,~ bcen 

preulctcd in ~\'er,d ICpOrlS {9- ¡ 2J. <lnd p:trtl~tll~ con

tirt11cd by dJ:.nlpuon of Ihe ¡';IIAI gene [13J. corre

~pondll1g lO Ihe oren reading frame YJLOéJ4c. ~l!g' 

gl!sted 10 I!l1codc a c.lllOn/prolon ant!pOlter [[.J,[5). 
To ~ttl{iy lhe clfeclS 01' Nh'llp :lel1vl1y on mtr:l

cc!llllar p(-L lhe cylorta~mic pH tn cells. Iad,lIlg Ihe 
NIhil gene W:h cqlmaleJ UIHJcl dillclclI¡ L'ondi
lion<;, ,lno cOll1p:m:d \\'1111 rH, nI' wlld-I: re cd!s 

1),7",)\\'171')<)!"1')111\' 1')<)') \ "1,, '1'"'' ,>¡ i ""'1'':'11 \1'L")h,,,h)~'L.\\ .... ,,,,,.¡,,., I'\,hl,,¡'cd h, \ \,,",' ~"'''c" B\' \11",,1>1_ ",,,,,,,! 
1'11 \1I17.x.I(l'):(".~I(lO"! 
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To confirm ¡he <llkah-catlOnIH - antlport mechanism 

of Nha J p. plasma m~mbrane vesic\es were prepared 
and the H-fK-\r~.\ -) exchange measured The re
sults obtained ~.tl ,Jngly mdlcated thar the l/HAl 
gene product 15 an alkali-cation/proton antlporter 
which is involved In regulatlOo al' ¡he tntracellular 
pH, 

2. :Vlaterials and methods 

2. f. Sfralfl.\. p/awl/ldl. media (/1/(/ el/10m/ion 

The S ('er(!r¡~l{{e strains used lO this study were 
W303 lB (Mala leIl2-3Jll:: IIra3-} trpl-J 1/I.I3-lJ115 
adel-] call1-IO()) [161. und its denvatIVes C25 
(n/wlt:..:LEL2) and B31 (el1alf:J.::HIS3':ena41l 
/I/¡alll::LEU1) [$J. For overex.presslOO of Nhalp, 
¡he pCSMCY plasmld [8J contammg NHAI in the 
YEp351 multicopy vector [171 was used AII strains 
were cultivated derobically at 30c C in either YPD or 
YNS :;tandard Itquid med¡¡~ supplemented wnh 2°;', 
glucose, For starvatloo. cells from the eod of the 
exponential phdse of gro\~th were collected by cen
trifug<Jtion. washed once \\ith Jlstil!cd water. resus
pended in water (hal!' 01' the origmal culture volume), 
and the ~l!SrenSlOn \ .... as shaken for 18 h at 30°C. 
Aftcr ~tdrvation. ¡he cell:; \"ere washed agdin by cen
tnfugatlon lo c"j)Cn\Uents III whlch butfers wlth dif
fNeol pH \.tlucs \Vele llsed. d 1·1 mixture of tartaric 
,tCId <lnd MES \\,1$ preparcd . .lod adJuslcd to the 
de~Jf(:d pH wIlh lllcth,lnolal11ll1c 

:l.2 E/('(fl'oj>OI'(/fIOlI IIIld ///1111(',1(('1/((' lIIea.I/I/('III('I1!S 

ElcctropoOllon of tIlo.:! tlllolcsccnt dye pyraotrte 
¡nto ¡he cel]., \ ... l~ perfol111cd a~ prcvlOusJy leponed 
[2). For celb Ipowll !!l VPD Illcdium. the pulse volt
agc was sct .H 150(j v. ,lIld for YNB-grown cdls al 
2üOO V. Fluorcsccncc !llC.I~llJr:ll1r:nts \Verc pcrrormcd 
m ,1 DMX-lüO $LM spcctrofluorometer and the pH 
values \Vele ..:akul,\\cd ,IS descllbcd prcviol.lsly [2,3J 
l!Slng lOO mM NH ¡OH and lOO mM proplOnic <tetd 
to ;lchlc\'e ma'\l1l1UIl1 ;lI1d millll1111Jl1 tluorc$ccncc val
lltS. rc~rcc[¡vcly [3] FJuorcsct.:ncc mCJ.surC!11ents in 
pla~t1la mcmbl,lIlC vC~lclc~ wcrc c;\rrIL'd OUI in 10 
mM lIEPES-KOH bulrcr. pH 7.0 ,¡ccordmg to 

[IIJ. All <:\pCI1I11Cn¡ ... \\crc- rc-pc,ltcd ,It k<l~\ threc 

times. maximum variations were less than 1O'}\,. rep
resentative rcsults are ShOWll. 

2.3. /!,o/aflon o( p/a.\lI1tl membla!ln ({/1(1 1'('(Om((fl/!IO!l 

(JI \'esül('~ 

Plasma membranes [ram cells grown 10 YPD me
dium were Iso1ated. and the plasma rnembrane 
vesicles prepared followmg a described pratoco\ 
[11] wlth minar changes Ta obtain simílar amounts 
of pyranine 111 vesicles prepared [roro plasma mem
branes of different stralOS, first, ves¡cles of soybean 
Iecíthin (50 mg ml- 1) contaming 10 mM HEPES
KOH buffer, pH 7.0, and 2 mM pyramne were pre
pared by SOlllCatlOn. and in the second step 400-)11 
aliquots of these liposomes were sonicated under the 
same conditions with 600 !!I of 10 mM HEPES-KOH 
buffer. pH 7.0. and J mg of plasma rnembrane pro
teins. 

3. Results :md discussion 

The W303 wlld-type strain dnd its dcnvatl\'c e25 
lackmg the NHA! gene were growl1 in YPD medlUm 

6,4 

6,2 

e 

'= 
6,0 

~ , W 
I 
~ 

5,8 

cí< 
5,6 ~ 

WK 
5,4 

o 30 60 90 120 150 

tulle (sec) 

FI~. I Intefl",j pll ,)1 ..:cll, ,l:r()wn 111 YPD ",,,d,,,,,, Cell,I".,Jed 
\\,\\\ P:-( \I\\l\~ wef~ ¡~f~m~\\h.\\~<.\ In ~,th~r " \\~\ ,>1 1 M KCI (01 
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INlll!). eK K ·lo.lCk<.l I..:S. \VI\.. K'·loH\cd \\,in 
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to the mid,exponentiaJ phase. loaded wlth pyranine 
by electroporatlon. dnd after a !O-min preincubation 
lO water or 1 M KCl. ¡he lluorescence was measured. 
Obtained vJ.!ues. ('t ,¡le Internal pH are shown in Fig. 
1. The intnlcel! t~, pH oC the strain witlIout Nhalp 
(C25) was abOlll 0.2 higher compared to the wiJd
¡ype. Prell1CUbatlOn of ce!ls with K+ resulted in a 
decrea.se of intemal pH m both strams. and the dif
ference in pH,,¡ be¡ween ¡he strains with (W303) and 
withour (C2S) the \'HAl gene increased to 0.3. Sim
ilar resu/ts were ob¡ained when the ceHs were prein
cubated with 1 M NaCl instead of KCI (not shown). 
[l' ceHs were gro\\n tn a YNB mlmmal mediurn all 
¡he intracellular pH \:Jlues were repeatediy lower by 
about 0.JO-O,12 compared 10 [he YPD-grown cells, 
hut ¡he interna! pH differences between W303 and 
C25 were sm1\lar (nol. shown). 

Since the Nhd lp b presumed 10 be a Na~(K+)/H+ 
ant¡porter [7.8J, jls acIivity should be higher In ¡he 
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cells wi!h h¡gh proton motive force (gradient of pro
tons across the plasma membranel. Le. in the cells 
suspended in acidic media. Fig. lA shows the inter
na! pH values ol' W303 and C25 ceUs suspended m 
buffers w¡th different pHs. At pH"", 3.5. the differ
ence ofpH", between the two strains was the highest. 
and ¡t decreased with increasing pH"",. At externa] 
pH 7.5. the mternal pH of both strains was almost 
identica! (Fig. 1A). These observations SUpport the 
hypothesis of dependence of the Nhalp acthiry on 
the externa! pH. Ir the same experiment was per~ 
forroed with cells preincubated w¡th 1 M KCl (Fig. 
2B). sim¡[ar decreases of pH", in buffers pH 3.5 and 
5.5, respectiveIy, as in water (fig. 1) were obser\'ed. 
With or wlthout KCl preincubatlon (Fig. 2), the dif
rerence of pH", be(\veen strains with (W303) and 
wlthout (C25. B3!) the NHAJ gene was highest at 
pH"", 35 The intemal pH ofSlrains C25 (nlm/) and 
B31 (el1ol-4 l/ha]) was almost ident¡cal at all pH"m 
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Flg :; Effech 01' gluco<c ,md KC! on In!crn:d pH or starved ('ells. Cdls grown In YNB medJum \\Cre slarved t:>y ,In ovcrnlght ~erauon. 
¡oaJed \\uh p}r,lnill"'. ~u,pcnúcd H1 2 mM MES-tJnMIC w .. ld buffers adJU51ed wlth tnethanol<1mme w pH 4 O. 5.5 Of 7 O .. .md lluore:.cencc 
chJ.l1gc~ \\erc m':d~lIrcd Thc .Jddltton 0(":':5 [IlM gluco,>c (after 30 s) dOlÍ 15 mM ¡(el (<irter 300~) lS mdK¿tcd W. W303 c\HAII. ey, 
C25 (n{utll tr,Ul'.(urlllcu "nh \'Jl1rt~' ><.:clor YEp352 eN C25 (/l/mi) lrdnstorrncd ",nh pCSMCY-o~ercxprcssl!1g AfiA! . 

.... alues tested, sllgge~(jng lh,u ¡he funclIOn of Na- ~ 

ATPase:. cncodcd by ENAJ-4 did no! contnbule slg
nificdlltly (O [he Icgulatlon 01' mtracellul<lf pH. The 
interna! pH v;:¡}ues obtameJ for KC1-preloddcd cells 

at pH"", 7.5 in C25 and B31 str<nns wcrc much high
er compdrcd to ¡he wtld-type (FIg: 28), wnereas in 
the absencc 01' KCI ¡he pH,,, values at pH"", 7 5 were 
simIlar íFIg. ]A¡ Thb ditlúence III pH", eould be 
expl<llIlcd by Ihe Nlwlp ,IC!I"lty IJ1 ¡he WJOJ wIld
!ypc Stf<!ill Al ,llk,¡)lJlc pH"", v;:¡lues. lhe ,ICf]Vlty of 
Pm,ll H -ATPd:.C r:. ~lllnu\.¡led ¡~l. ,llld ¡11e e,\lrU$IOIl 

oC proton-.; IS híghl:r In .\11 Ihree ..,tf<llnS Ic:.\cd \11 K ~ 

prelo,ldcd cclk lhe .LCtl\ a¡lon ~)r Nlh\ t p-mcdwlcd 
K elll!!>. as d rc~r(l¡]~C [O I1lgh c>.(crn,tI pH ,lIld !O 
dlka!rlll/,lllon ol' lhe cdJ !!llCllor by NH lel l!'> ob

~crvcJ [S] Abo 111 lltóe cdb. as a conscqllCllcc o( 
!he K' IH - anuporl rllCChanlsl1l oC Nha I p. sw.:h a 
m<l!'>:>lvc d11u\ 01 pOld~~lllm Il1USI IC:.ull 111 the 1Il1hlx 
oC pll.HonS 100\~\\ng l\1e Inlernal pH Smcc 11'< K'
¡m:lo,H.lt:d C25 ,Ltld B3I cdb Nhalp IS ab:::..ent. no 
cxchallge 01' K' tor ¡.¡. !l1edi,llcd by (hl:> ~ys(em 

could prCVcn! hlgh ,dka!11l17,\IIOll ol' cyto!'>o! of thcs<.: 
:,tr:IIIlS dI alk,lillle pl-!",,, SUl1Ildr dree(~ nI' KCl (or 

NaCl) on ¡he mtelll,¡( pH \',liue:. 01" W303. C25 dnd 
B31 cdl:; wcre ob:.e[vcd Whcll the cdh tn!'>lead 01' 
prdoadmg \VIlh ..,alh \\cre d\!cc\\y ,¡tldcd to b!.ltkr~ 

contaming I M KCJ (NaCO dnd the fluorescence \Vas 
measured immedrately (nol shown) 

From ¡he results In figs. I and 2. we could con
dude (ha! the presence 01' the N HA j gene rnftuenced 
the IntracelluJar pH of growing ceHs. At aCldlc pH"", 
values. pH", In the ceHs lacking Nhalp is always 
higher. compared lO lhe Vvlld-Iype. probab!y due lo 
the raet that no prolons cntercd cells VIa Ih¡s anll
porter. At alkalinc pH."" values. cdls could use 
Nhalp to exchange son1C 01' ¡helr Illlernal :,locks of 
K..L or Na lo ions ror exten1:lI protons 111 order ro 
prevent too 111gb alk,\hmzatlon of cytoso\. 

To ch~\ractcnze 1!1 more detall the contnbutlon of 
Nha I p to Ihe leve! of mIel na! pH. ¡he ctTec[s 01' 
glucose and KCl addJlions on lhe pH", 01' star\oed 
cclls were studled. Besldes the C25 (11IJal) :.md 
WJ03 (chromosomal NHAI) Str:llll$. a str.till harbor
mg the NliAJ gene in <! Il1Ultl-COpy pl<.lSIll](.1 
(C25[pCSMCYJ) \Va;. used to :::..e-.; l.hc dfccts 01' 
Nhalp ovcrex.prc~io!l. YN6-grown i.tnd ovcrntght
starvcd cclls (sec Sec[lOn 2) \vCIC loadcd wilh pyr~ 
anine. :,u:,pcndcd III 2 mM buJfcrs. :Ind during meas
uremenl of fluorescence. glucose (25 mM) <!nd KCl 
(JO mM) \Vele added at 30 ,-Ind .lOO s. rc<;pec!lvdy 
Thc IC~UIt~ ~llmman7ed l!l rlg ;. C()¡]!irmed lhe !Ole 

oC Nbalp aCllV1ty tn tbc Internal pl-l regubtlon. 
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Flg -+ Ch,mgc\ in Ruor<.:scencc in¡en~lly of pld,m.[ membrane veSlcles mduced by Nd- Jnd K -. Ve~lcle$ 0:0 ,ül \\erc ,u~p~nd .. d In 2. mI 
(Ir JO mM HEPE";·KOH buffer. pH 70. ,md \\hcre mdlc.lted NaCI (A) Of KCI (B) WdS addcd W, vcslcles prep,¡red from pl.¡,ma mem
br<m.:~ uf W)()~ (.\Ji 4/l. C. \(~"Ick~ prep.trcd from plJ.~ma membnmes uf C!.5 (¡'¡m)). 

SmaJler differences in pH¡" be{ween WJ03 and C25 
cells \~ere obs.;:r\'cd in the beginnmg of the expen~ 
men!' compared to the growmg cells. bu! even after 
:-tarv<.\t\on. the internal pH of C25 was always 
::.lightJy hlgher lhan that of W303. AddJ!lon of glu~ 
cose (to energ!ll: ¡he eells) had :;.imllar effects on pH", 
oCall ¡hrec strall1s Upon addition oC KCI to the ceIb 
at aCldic pH"" \alues. the internal pH of the strain 
lackmg Nhal p showed a hlgh~r mcre<lSC compared 
to the wJld-Iype Overcxpression of NHA / resulted 
111 <l snMller dlkahnl/atlon of pH",. compared to the 
wlld-type. The dcpendence oC alkal1ll1zatioll degrce 
Ofll1lnlcc11u]M pH on the presenee aJ1d eopy numbcr 
01' Nh.tl P cOllfirms lIS presllllleJ ¡ole in buffenng oC 
cyto"ol!c pH At neutml \)H",,, 7 O (F\g }) or ¡¡1ka
IlIle rH"", valuc" (not "IIOWI1). (he alkal!!1J.1:ation of 
mlern.1l pH 1.l1Wll the .1ddltlOn 01' KCI \\a:i \hc $amc 
III .dl ¡hree '>trdII1:;, Thl~ \\,15 not cOlltr.ldielOry to the 
plOpo"eu J'une(IOn a:; "tarved cell:; cOI1t<lIl1ed small 
IlItlacc1Iul<\r ,Illlounb oC K' Ion:;. cOlllp.lrcd lo grow· 
If1g cdls. <lnd (he upt.lke 01' K' tlpon .lddltion 01' lO 
mM KCI cOllld IlOl build ,111 ilTImedl,lIdy "'llffióenl 
K gr.lJI<.:nl .1C:¡O ... ~ ¡Ile ¡,~ell1br.l!1<: l1<:cc~"ary l'or lhe 
Nhafp'll1edialcJ K'/H- e;\eh,lnge in lhe absence oC 
pIOlon gtadterll 
A~ :tll ¡he rC~llh~ Jc~cribcJ .Jbovc (Iogetbcr with 

!he put.l!rve Nlw J p l\lIlCll0n I.kduced fr0111 jts pr!
m:lt~ ... tnlcture) \lh.\lC;\h:d thc :l¡k.lh c.\HQof(\f ,mll
pOr! J1lr.x:h.\I1¡,m 01' rt ... :\CtlVIl). \Ve pICp.Il\:d pl.J"rna 

membrane vesic!es from slrains W303 aod C~5 in 
order to measure prQtol1 mOve01ent ¡lcross the mem
braoe provoked by lhe addillOn 01' alkah cations As 
described in Section 2. and \Ilustr<lted in Fig 4. 
chdnges in fluorescence 01' pyranine~Ioaded vesic!es 
upon addition of alkah Catlons "",erc mca5ured. Be
cause the f1uorescence ol' pyr<\lline decrcases Wllh 
protonation P). lhe increase ol' f1uorescencc observed 
after add1l10n of N<\CI lo Ihe suspension 01' ve!,;Jc!es 
(whose pH", was the Sdmc as pH",,,) corresponded lO 

the alk,lli!1lzallon oC veslc!e~. Le, efllux of prolons 
(Flg 4A), VCSlc!es prcpared I'ro111 pl,l~tna membranes 
conlainmg NIM 1 P (W303) sbowcd higher changes in 
fluorescence eOlllpMcd 10 C25 veStclr.:~ mdlc:lling ¡he 
cOlltnbutLon 01' Nhalp lO prOlon movelllcnlS aCross 
the Il1embranc Similar rc~ults \Verc obsened also 
UpOI1 ,Iddiuon of LlCl. RbCl and CsCl (no1 shown). 
Thus Ihe Nhalp ~ubs(ralc ~peclficity IS brodd and 
mcllldes no! only K - ,md N" . 3S was demOllStratea 
by mea~llr\!men(s 01' catLOn efTIux from \!eIls [8J. or 
LI' , :IS \vas ~hown 1II Lr \ toleranee t!XpCl ill1cnts 17] 
but ,liso orher :¡Jk,lh C.ltlOn~ (Rb' .1l1d C~-). Nc\cr
thekss, the cllcct~ on vesrdc IhLOlescenee were ¡he 
highesl upon addlllon 01' KCI. FIg . .lB ~ho\\'~ Ihat 
¡he melcasc 01' fluorc:;cencc .• ll1d lhus alkalll1!z.llion 
oC veslclc tn!crn.ll p1-f. depended 011 tbe COncentra
!lon nf KCI added W¡th inere.lsing .1n1OunlS oC KCI. 
the !1UI.Hes,.:;ence l!K¡c:l~ed no! only In ve~tde" con
t.lll1111g Nhalp (W303) but .d~o in \r.;slClcs wnhOlll 
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Nha! p. suggestmg the existence of another system 
wJth a !ower affinHy. perhaps Khal [l3J. contributing 
In plasma membrdne<; 10 K' -provoked opposlte-di
rectlOn orientc¡ H-r !1uxes 

Our resl"1t· are consistent with a previously partl
aHy confirmeJ hypothesls about the existence of a 
plasma membral1e K-'-fH+ anüporter required in S. 
{e/'el'i\iae fOI mamtaimng: (1) essefltlal conunuous 
K- fluxes_ and (1) optimum cytosolic pH [9--12]. In 
thls work we demonstrated the dual functions of 
Nha \ WhlCh may be mvolveó not only in regulatlon 
of the interna! concentraUon of K +. toxic Na- _ Li-'-, 
aoó other a!kali cations_ but also In ¡he buffering of 
cytosohc pH 
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Figura 16. Selección de dobles mutantes klzal-tokl Se agregaron 50 mg de células 
ayunadas de las cepas W303-IA, khal::URA, lokl: LEU y de los dos fenotipos 
encontrados (A y B) a 10 mi de MES-TEA 2 mM pH 6 O, I 00 ~M KCI y se registraron los 
cambios en la concentración de potasio en el medio, con un electrodo selectivo. Cinco 
minutos después se agregó glucosa 50 mM y se continuó registrando por 5 min más 
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Figura 18. Consumo de oxigeno. Se agregaron SO mg de células a 3 ml de MES-TEA 2 
mM pH 6.0, glucosa 50 mM. Los cambios en la concentración de oxígeno en el medio se 
siguieron con un electrodo de Clark acoplado a una computadora, en una cámara a 30 oC. 
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Figura 19. E..o;¡pectros de absorción de mitocondrias aisladas. La línea base se hizo con 
1.0 mg de proteína de mitocondrias en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0. 
Posteriormente se agregó una pequeña cantidad de ditionita a la eelda de m...:.dida y se 
corrieron los (;spcctros (;11 un cspectrofotó01<:tro SLM aminco DW2C acoplado a una 
computadora 
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Con estos resultados no pudimos definir si el defecto mitocondrial está asociado a la 

pérdida de KhaI y Tokio sólo a la pérdida de TokI, por lo que decidimos hacer una nueva 

construcción para interrumpir a TOKi. En las transformantes obtenidas con la nueva 

construcción, encontramos que el 50% de las transfonnantes presentan el defecto en las 

mitocondrias y el resto parecen normales. Este resultado no ha sido reportado por los 

grupos que han estudiado TOKI (Bertl y cols., 1993; Ketchwn y cols., 1995; Fainnan y 

cols., 1999). Tampoco se ha demostrado la localización de esta proteína, ni su función 

específica en la levadura. 

Nuestros resultados sugieren que TokI lleva a cabo una función esencial en la 

mitocondría y aunque es un tema diferente al que hemos venido estudiando, creemos que es 

importante conocer su localización y función para poder entender cómo se regula el 

contenido de potasio en la levadura. Por tal motivo, estamos haciendo construcciones para 

coexpresar Tokl con un epítope de hemaglutinina para poder hacer inmunolocalización de 

esta proteína en la célula. También estamos haciendo las construcciones adecuadas para 

poder hacer una ablación completa del gen. 
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III.U. Doble interrupción de los genes TRKI y KHAI 

Otra de las proteínas involucradas en los movimientos de iones en la levadura, es el 

transportador de alta afinidad para potasio Trkl descrito por Gaber y cols (1988). Las 

células con ablación de esta proteína muestran una pérdida en la capacidad para transportar 

potasio a bajas concentraciones (100 ¡¡M). La ablación de TRKI fue hecha en la cepa R757. 

que es un fondo genético diferente al que hemos estado trabajando W303-1A. Para poder 

hacer la doble interrupción TRKl y KHA 1, primero se hizo y caracterizó la interrupción de 

KHAI en la cepa R757. Los resultados obtenidos para este fondo genético R757-

khal ::URA Son idénticos a los obtenidos para W303-1A-khal::URA y no se muestran. 

Con los resultados obtenidos para R757. R757-Mrkl y R757-khal ::URA se realizó la 

doble interrupción R757-!1trkl-khal::URA. y el fenotipo de las transformantes se obtuvo 

determinando los movimientos de potasio con un electrodo selectivo. Corno se muestra en 

la figura 20, las transformantes dieron un fenotipo unifonne, por 10 que se seleccionaron 

dos de ellas y se hizo un análisis tipo Southern (figura 21) para comprobar la interrupcIón. 

En estas rnutantes se encontró un fenotipo similar al reportado para la mutante individual 

de KHAl: alcalinización intracelular, aumento en la concentración de potasio y aumento en 

el potencial de membrana. Con respecto al transporte de potasio, encontramos una actividad 

de transporte para este ion de alta afinidad y baja velocidad (figura 22). Este resultado 

sugiere que TrkI no es el único sistema de alta afinIdad corno se propuso (Gaber y cols., 

1988). Al parecer en la mutante Donde se ellmmaron los sistemas principales de entrada y 

salida de potasio Trkl y Khal respectivamente, se expresa un nuevo sistema de transporte. 

Otra interpretación es que dadas las condlcioncs de los flujos de iones en esta mUlante: 

ahora se puede detectar un sistema que normalmente se expresa pero que está oculto por la 
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actividad de los otros dos. 

Ko y cols. (1991) reportaron el gen TRK2 y lo identificaron como el sistema de 

transporte de potasio de baja afinidad, propuesto por Rodríguez-Navarro y Ramos (! 984). 

Este último grupo cuestionó que Trk2 fuera el sistema de transporte de baja afinidad 

(Ramos y cols., 1994) y actualmente no es clara la función de Trk2. Dados los resultados 

obtenidos con la doble mutación TRKI-KHAI y la existencia de una mutante TRKI-TRK2, 

intentamos obtener una triple mutante TRKI-TRK2-KHAI. Nuestros resultados indican que 

esta mutación es letal; sin embargo, no se han agotado todos los mecanismos posibles para 

lograrla. Actualmente estamos tratando de transformar diploides para confirmar si la triple 

mutación es letal. 

Una posible interpretación para estos resultados, es que Trk2 fuera el sistema de 

transporte de alta afinidad que observamos en la doble mutante Trkl-Khal. Ya que Trk2 

por su baja actividad no se observa fácilmente, a menos que los movimientos de entrada y 

salida de potasio se reduzcan eliminando Trkl y Kha1. La inviabilidad de la tríple mutante 

Trkl-Trk2-Khal, también puede ser explicada en términos de la función de Trk2. En 

condiciones normales Trkl se encarga de la mayor parte de los requerimientos de potasio 

de la célula, y Khal controla la concentración del catión y el pH intracelular. Cuando se 

suprime la función de Khal el potasIO intracelular aumenta, capturado por Trk 1, que 

aprovecha el aumento en el potencial de membrana que presenta esta mutante. Si se 

suprime la función de Trkl, los niveles de potasio no se afectan significativamente y la 

célula puede vlvir. Si se suprime la función de ambos TrkI y Khal, el potasio necesario 

para la célula puede entrar por Trk2 aprovechando el incremento en el potencial de 

membrana que se produce cuando se pierde K.hal, y aunque la velocidad dc transporte de 

potasio es b<lJ<l, se compensa con la dismmución en la salida del catión ~n au<)cncia d(.' 



Khal. Finalmente, si se elimina la actividad de los tres genes (TRKI, TRK2 Y KHAI), la 

célula es incapaz de sobrevivir, ya que no tiene ningún sistema por el cual pueda capturar 

potasio, aún cuando la pérdida de Khal incrementa el potencial de membrana y disminuye 

la salida de potasio. 
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Figura 20. Identificación de dobles mutantes klzal~trkL Se agregaron 50 mg de células 
ayunadas de las cepas W303-IA, khaI::URA, t>/rkI y las dobles mutantes obtenidas, a 10 
mI de MES-TEA 2 mM pH 6.0, 100 flM KCI y se registraron los cambios en la 
concentración de potasio en el medio, con un electrodo selectivo. Cinco minutos después se 
agregó glucosa 50 mM y se continuó registrando por 5 min más, sólo se muestra una de las 
mutantes 
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Figura 21. Análisis tipo Southern de las mutantes kltal-trk1. Se aisló y cortó DNA 
genómico de las cepas indicadas (*) con la enZima EcaRI. El DNA se corrió en un gel de 
agarosa al 1 % Y se transfirió a membrana de nitrocelulosa. La membrana se hibndó contra 
el fragmento de PCR marcado con e2p] y se imprimió una placa de autorradiografía. 
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Figunl 22. Cinética de transporte de rubidio en las dobles mutan1cs JilwJ-trl..1. Se 
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llI.12. Regulación de los intercambiadores Nhal y Khal 

IH.B. SIT4 fosfatasa de proteínas (Serffhr) 

En colaboración con la Dra. Mónica Montero~Lome1í, de la Universidad Federal de Rio 

de Janeiro, se encontró el gen SIT4, siguiendo la metodología de selección de células 

transfonnadas con bibliotecas genómicas de sobreexpresión, resistentes a Lt y Na+, 

utilizando galactosa como substrato. En la figura 1 (en el artÍCulo) se observa que cuando se 

utiliza galactosa como fuente de carbono, las células de la cepa FY833 son más sensibles a 

concentraciones crecientes de litio. Esto es importante, ya que en trabajos previos donde se 

ha utilizado este criterio de selección, siempre se utilizó glucosa como fuente de carbono. 

Con las condiciones de selección de mutantes establecidas, se transformó a la cepa R757 

con una biblioteca de cDNA de Saccharomyces cerevisiae bajo el promotor de galactosa. 

Las transfonnantes obtenidas se seleccionaron en cajas de SD-Gal-URA y 100 mM de 

LiCl. De esta selección se obtuvieron 6 colonias, de las que se recuperó el inserto, se 

subclonó en el vector pRN93 bajo el promotor de galactosa y se transformó a la cepa 

FY833. Las seis transformantes obtenidas mostraron la resistencia a Lt, por lo que se 

secuenció el plásmido; encontrando la secuencia del gen SlT4 en las seis transformantes. El 

gen SIT4 codifica para una posible fosfatasa de proteínas. Este gen fue clonado por primera 

vez por Sutton y cols. (1991) Y esta relacionado con el paso de la fase G 1 a S en el ciclo 

celular de la levadura. 

En el estudio de la sobreexpresión de esta proteína encontramos que Sit4 confiere 

resistencia al Li+ (figura 2A en el artículo). También encontramos que después de un 

periodo dI..! retardo en el crecimiento de las céblas con una ablación de SIT4, éstas se 

recuperan (figura 2B en el artículo) Esto sugiere que Sit4 no se requiere para la adaptación 

de las céluLas al litio, y que posiblcmcntt,; haya más gCI1t,;s involucrados ell csl<.: proceso. Es 
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importante mencionar que Sit4 sólo protege a las células del estrés por litio y no del estrés 

por sodio, potasio o sorbitol. 

En el análisis de la secuencia del promotor de SlT4 encontramos que contiene 6 

elementos STRE, estos elementos están relacionados con los sistemas de respuesta a estrés 

(osmótico, por choque de calor, de pH, de falta de nitrógeno y por etanol). En este trabajo 

encontramos que 8it4 tiene un nivel de expresión bajo en condiciones normales (sin ningún 

tipo de estrés). Cuando las células son sometidas a estrés por sodio, litio, potasio o sorbitol, 

los niveles de expresión de Sit4 aumentan (figura 3A en el artículo) y el aumento es 

dependiente del tiempo (figura 3C en el articulo). Estos resultados sugieren que la 

sobreexpresi6n de 5it4 es un evento normal de la levadura cuando enfrenta algún tipo de 

estrés. 

Una posible explicación para la resistencia a litio encontrada en las células con 

sobreexpresi6n de Sit4 pudiera deberse' a cambios en la expresión de ATPasas de tipo P 

como las PMR2A/ENAI involucradas en la regulación de los niveles de cationes (Haro y 

coIs., 1991). La transcripción de estas proteínas está regulada por una serie de fosfatasas de 

proteínas (Proft y Serrano, 1999). En la figura 3C (en el artículo) se muestran los niveles de 

expresión para ENAI bajo diferentes tipos de estrés. El aumento en los niveles de expresión 

de Sit4 corresponde a los observados para Enal bajo los diferentes tipos de estrés. 

Pa.ra saber si los cambios en la expresión de Ena1 dependen de los cambios en la 

expresión de Sit4, se cuantificó la transcripción relativa de ENAJ al sobrcexpresar SlT4 

(figura 4A y B en el artículo), Como se puede observar, los niveles de expresión de ENAl 

no se alteran con la sobreexprcsión de Sit4, mientras que los niveles de expresión de Enal 

~í responden al estrés por sodio o litio (figl1l'J 4C en el artículo), Estos resultados sugieren 

qU\! la (:xpn::s\ón de I'MR2A/HNA J es independiente de los I1Jveks de cxpre'>tón de 5,'17'.J 
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La sobreexpresión de Sit4 modifica la acumulación y los niveles de cationes 

monovalentes en la levadura. En la figura 5 (en el artículo) se muestra los cambios en la 

concentración intracelular de sodio y potasio (izquierda) y litio, sodio y potasio (derecha), 

cuando las células se incuban a diferentes concentraciones de sodio o litio. Como se puede 

observar, en las células con sobreexpresión de Sit4, el aumento en la concentración de 

cationes es menor con respecto a los controles. Por otro lado, la acumulación de sodio y 

litio no se están afectando con la expresión de Sit4, mientras que la concentración de 

potasio disrnmuyó (figura 6 en el articulo). Estos resultados sugieren que la sobreexpresión 

de Sit4 pudiera estar modificando los sistemas de salida de potasio. Para comprobar este 

punto se determinó la salida de rubidio [86Rb] (figura 7 en el artículo). En efecto, las células 

donde se sobreexpresa Sit4, muestran una salida mayor de rubidio cuando se exponen a 

concentraciones elevadas de sodio o litio, mientras que en las células control no se 

observan diferencias. 

Finalmente se determinó si la sobreexpresión de Sit4 produce cambios en el potencial de 

membrana o en el pH intracelular. En la figura 8 (en el artículo) se muestra la estimación 

del potencial de membrana; la sobreexpresión de Sit4 no produjo cambios significativos. 

Sin embargo, en la determinación del pH intracelular se encontró una ligera alcalinización 

al sobreexpresar Slt4. 

Estos resultados sugieren que los movimientos y la acumulación de cationes, así como el 

pH intracelular pudieran estar regulados por procesos de fosforilación y desfosforilación de 

los sistemas de transporte (Khal, Nhal, Trkl, Trk2 y TokI) o por cambios en sus niveles 

de expresión 

Actualmente c~tamos realizando los cxpcnmcntos para medir los niveles de cxpr~sión de 

."1,'1//1 I )' 1\./ lA 1 en condiciones de -':5tr05 (100 mM LiC!) y en presencia o auscnci:.l dc SIT4 



También estamos haciendo las construcciones para sobreexpresar S1T4 en las mutantes 

NHAI, KHAI Y la doble mutante NHAI-KHAI, para tratar de integrar un mecanismo para 

la regulación de los sistemas encargados de mantener los níveles de cationes y el pH 

intracelular, 
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A gene, 8IT4, was identified as correspondiIlg to ¡;¡ 

serinelthreonine proteín pbosphatase and when overex
pressed coníers 1ithium tolerance in galactose medium 
to the budding yeast Saccharomyces cerevisiae. This 
gene has been previously identified as a regulator ofthe 
cell cycle and involved in nitrogen sensing. It is shown 
that the transcription levels of SIT4 are induced by Iow 
concentrations of Li+ in a time-dependent manner. Na + 
and X+ at hlgh concentrations, bnt not sorbitol, aIso 
induce transcription. As a response to Na + or Li+ stress, 
yeast celIs lower the intraceIlular K+ contento Thi$ effect 
is enhanced in celIs overexpressing 8IT4, which also 
increase S6}Th efflnx after the addition of Na+ Or Li+ to 
the extraceUular medi.um.. Anothel' feature of 8lT4-over
expressing cells is that they maintain a more alkaline 
pH of 6.64 compared with 6.11 in the wild type cells. It 
has been proposed that the maln pathway oí salt tolero 
ance in ye¡l,st is mediate<! by a P·type ATPase, encoded 
by PMR2AlENAl. However, our results show that in a 
slt4 strain, expression of ENAl is still induced by mono· 
valent cations, and overexpression of 8IT4 does not alter 
the amount of ENAl transcript. These results show that 
SlT4 aets in a parallel patbway not involving induction 
of transeription of ENAl and suggest a novel function 
for 8IT4 in response to $alt stress. 

L1thi.um has becn extensl\1ely \ls\!tl. te treat maUle bipolar 
dlsorder (1, 2) Its antimamc and atltldeprcss.mt offects requlre 
days to wcclts to appear, and several reports mdlcate that 
chromc admmlstrat!Ou ofhthlum affects gene expresslOn (3) In 
thls work we have used thc yeast Saccharomyccs ccrevlsiac as 
un eukuryotlc cen model to study t1ew posslble turgets of hth· 
lUlO aetion. Homeostasls of L¡' m yeast IS mmntained by mulo 
tiple transport pathways that also transport N:l o. The route of 
cntry ofboth cations has not been c\carly defíned lt has bt:em 
proposed to be throtlgh the K' transporter Trklp (4) When 
yeast cells are subJccted to N!l+ ¡;trcss, lts uptake IS lnh¡blted 
bymcreasmg K+ Iffiport through Trklp Ilowever, tlll:;> d()e'j not 
mhlblt complctcly N::t" entry (4, 5) 1\vo transport ::.ystems 
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pump out Na + that has entered the cell as follows' a cluster of 
up to five P~ATPases PMR2NENAl·4 (6, 7) and a Na+l1-r+ 
antlporte-r, eI\coded by NHAl (8, 9), From the cluster of p. 
ATPases, Enalp is the most highly ~ressed (6, 7). These two 
transport systems are differentJy regulated. ENAl is induced 
by osmotic stress, starvatlon. or high extracellular pH (lO). 
NHAI lDcreases sodlum ;md lithium tolerance at an acidlc or 
neutral pH of the external medium (Il). The expression of 
PMR2NENA1 is regulated by severaI protein phosphatases 
and kinases. Deletion of the genes PPZl and PPZ2 coding for 
protein phoSphatases inereases e::;::pressionofENAZ (12), whose 
expression, on the contrary, is reduced by the deletlOn of the 
protein phosphatase calcineurin, causing hypersensltivity to 
sodium and high accumulation ofllthium (l3). QverexpresslOo 
of a proteio encoded by 81S2/ HAL3 suppresses salt sensltivlty 
ID a calcmeunn·deleted strain and stimulates transeriptlOn of 
the PMR2AlENAl gene (14). Hal3p acts as an inhibitory sub
unit of Ppzlp regulating Its funcbotl on salt tolerance (15) 

Deletlon of two pTotc-m kinase hOl.Tl{)logs YCRIOlc!SAT4{ 
HAL4 (16) snd YJL16Sc/ HAL5 causes saJt and pH senslbvity 
apparently as a result of deficient Trklp and Trk2p actIVatlOn 
(5) 

Other regulatory pathways oflOn homcostasis, whlch do not 
rcgulate expreSSlOn of ENAI, have reccntly been dcscribcd A 
mutant strum lackmg the transcnptional actlvator Imp2p was 
describcd as being hypcrsenSltive to a variety of oxidatlve 
:lgenu. and al50 to N::.· ¡:md L¡' . Imp2p dccs not mereasc;, 
ENAI exprcsslOn (17) 

In thló. work we havc scarchecl for protcms th:lt when overo 
e ... pressed confer lithlum tolerance ro S cerevl.$lae We huye 
Idcntlfied SIT1, u typc 2Ntype 2A·rel::.ted protf'ln phosph::., 
t::.sc, lnvolved m thc cell cycle. SlT4 IS rcqulred for the late 0 1 

cxpreSSlOn of cyclms and transcnptlOn factors essentlal for thc 
exccullon ofSTART and is ¡-¡Iso rcquircd for bud cmergence (18, 
19) SIT4 i5 ;l.l5o mvolved m thc response te nitrogen starvatlon 
by contlo]hng thc eeramlde·induced Tor·slgnaling pathways 
(20-22) In thl!\ work we h:wc asslgned a novel fl.mctlon to thlS 
prot('m Wc demon~trate th!lt its tflloscription 1'<: mduecd by 
monovalent eatlOns ami that It u.fT('(;u, K' homcostasls ::md 
cytopb~mlC pH whrm ovcrcxprcsscd. 

1';Xl'J·;I{IM~;NTAL I'KOCEllUR~;S 

SI!l!,lI,_E,chcrU'¡,," !'"'' <,lfllln XI.! l1/m' wnq u,,''¡ for p)"~"'l1d C!ln· 
',lwcl,om S «'/( "IMi'" ,trllln~ H757 (MATa, /,,"1 15, uro352, (y,y, 
",,11) .,"d FY83:J (MAn',I",J.l200, uro.! 52,/",,;U>.1./)',:].'J.202, lrplj,63, 
I ,Al.;!' l, km<ily pro\',dpr! hv Jlr M <:h,·,bm. w('re uq,'d 

! ,,¡a//()lC 0((;(""" 'Fh,,( C",,[á ¡ .. r"",m N"".,¡,mn--W,¡d tYI'" ~t",,,, 
H7tí, w." tra",rormcd ""lh WI expn',~lon cDNA [,br"rj' undcr cont, 01 
0,1 ,,¡!,'¡.,cI'''o,·,nduc,hk ¡lro!llo!.\'r (2'jl Tra",j"nn .. d cl'll~ w,'r" "hINI ,1\ 
1\"""",,1 nwd,um (YNIl ¡:.,ll cont.lllnHl¡; YNII b 7 rjlttt·r. ¡,.,hcto'e 2',. 
11". lI,,,. L.,.~. ,'ud motlno"nw o ()I).l':, alld '¡o m)l L,SO. Only <IX 
"."",1"" ,nt, 0'''1'''" ""f:" IJlOu-m c",,¡",n"f: Itth,,,,,, "." ,t'lIle' v.,." 
,bl. (n "" oeo,,'" t),.. Ictl""m 'Ir,',' TI" 1'1 • .,,,,,,) f,!!'" tho "-\ .. ,\",, 
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colomes was ¡solated, and the DNA lflsert was subcloned m pBlueScnpt 
SK' «nd sequenced usmg AutoRead Sequencmg KIt and ALF DNA 
Sequencer (Amer$ham PharmaCla BlOtech1 The sequence was O.lm
pared wlth the known open readmg frames from the SGData base 

Charactenzatwn o{ Clones Reflstant fo L,thwm-The DNA msert of 
the seleded clone was subdoned In the e"preSSlon vector pRN93 (bndly 
dOOlated \)y Dr e W Slayman from Yale UflIverslty), whlch contalnS a 
GAL4 promoter Tllls plasrmd "as named pRK93-SIT4 Both pRN93 
and pRN93-SIT4 "ere used to transform stram FY833 by the hthlum 
acetate method (24) 

D¡sruptton ofSIT4-Dlsruptwn ofthe entlre co,hng reglon ofSlT4 In 

FYe33 strmn was carned out usmg the one·step gene replacement 
usmg the HIS3MX6 module (25) GenomIC DNA from seJected s,t4 
strau;1. was exam\no:m for d\sn.:.¡:>tlou b), PCPO' aud Svuth<m> blot 
analysls 

Quantltat"-'e RT-PCR-The relatl~'e quantlty of mRNA was deter· 
mIne<! by quant\tative RT_PCR Quantltatlve PCR analyses haY!! been 
used to study mRNA levels for d,fferent transcnpts (26, 27) Yeast cells 
were grown In the lndlcated medIa to exponentlal phase and harvested 
10 ¡Lg of total RNA (28) were treated wlth 25 umts of DNase 1 (Amer· 
sham Pharmacla B10techl for 10 mm at 37 'C !l.ud furfher lu<:ubated at 
65'C for 10 mm Flrst strand cDNA was syntheSlzed usmg the F,rst 
Strand cDNA syntheslS kit from Amersham Pharmacll'l. BlOtech, and 
oJ¡gonucleotlde Notl·(dTl'8 was used as pnmer The cONA was dduted 
40 times PCRs were performed 'Vlth 2 5 p.1 of the d!luted cDNA, 1 25 
umts ofTa.q poJymerase, O 2 m\! dNTP, O 5 p.\! ofeach pnmer, 10 mM 
Trls-HCI (pH 8 3), 50 mM KCI, 1 5 mM MgCl2 In a total volume of25 ¡.tI 
cDNA was ampllfled using ¡he PCR program 95 ·C, 1 mm, 53 'C, 1 
mm, 72 'C, 2 mm, and a final step of72·C for 5 mm The primers used 
were as follows ACTlf, 5'TACGT'ITCCATCCAAGCCGTI3', ACTlr, 
S'AACATACGCGCACAAAAGCAGA3', SIT4f, S'CGGGATCCATGCCT
TACCCATACGATGTTCCAGATTACQCTGTATCTAGAGGCCGCGAC
GAA3', SIT4r, 5'CGGAATTCTTATAAGAAATAGCCGGCTCT3', E:NA· 
lf, 5'AATTTTCGATGGGCGMGGA3', and ENAlr, 5'ACCGACCTI
CACCAGACAAAT3' 

The amphficatlOn of ACTl mRNA was exponentlal between 17 and 
22 cycles, SJT4 between 23 and 29 cyeles, and ENAl between 22 and 28 
cyeles The optlmnl parnmeters us~d far the PCR lfl our condltlOns were 
20 -.:ydes for ACTI, 25 fo. SIT4, "nd 2::'for ENAl The ampllfled PNA 
samplcs were separnted On a 12% ¡¡gnrose gel, stalfled wlth ethldlum 
broflllde, and photographed The DNA was qua(ltdied by scanning' the 
photoJ.:raph usmg the Qunntlscan softwnrc from Brosoft ReIntlVe quan. 
tltles of SlT4 and ENAl transcr.pts were calculuted by usmg ACTl 
PCR product as un Internnl standard 

DClerm",alwn of Jnlroc"lIu.lar Concenlra/w" ofCatwn,-Yen~t cells 
",,,re ~rown Ir¡ m,mm::.l medll.l1\\ (YNB-¡;.l\) tI;> exponent'al phasc 
0\"," "'" O 8-1 O) and harvcstcd Cells wcre ",Ishcd once wlth w,}ter and 
rcsuspcndcd to a conccntr:1tlon ofO 5p," ofcclIs per mI afwatcr, Yca~t 
cclb wcre rncub.ltcd for 30 mm at rOOm tt'mper:1tllrC, 50 mr, of cell~ (\Vet 

wCl¡;:htl wcrc drluled In 1 mI ofa mwrum co"ta,"lng 10 mM MES buffer 
(pH 6 O) anri lhe mdlcatcd COllcC'ntriltoons of N:lCI Or L1CI Aftcr thc 
rndlc;:¡led tllne cellh ",ero harvest~d lmllledl:ltcly and rcsu~pcnded at 
1 oC m 1 mI of20 ml( Mr:C1, and ""<blt,,l te tI\\! s.,me o>.mobnt)' .,0, tI", 
mc"r,.ltlOn nl{'du_"lI Celb werc centllfugrd at 3000 x r: for 10 mm t",o 
tmlch 'n th,s mcdlum Yea~l cdb wcre brokcn wlth Z mM cctyltnmcth. 
yl,,,nmon'um brormdr for 10 ¡mil "t 100m tcmper!'turc IInd c~ntnf1.l¡::cd 
.,t 'jOOO v /: fo, :2 !l1U1 The ~up~rn:\t:lrlt W<I~ drlutcd 1 10 1Il d,~t¡]lcd 
w:\t('r and an,'¡yzcd In ¡¡ (Jame photomctcI 

¡),ott'rnll/lallOn o{lnlracdtu.lar prI-lntr,\ccllu):,r pB W,IS dNcrll\J!wd 
,,~ d<,~cnbcd pr"vlou~Jy (291 

M('II\"r~rnl'nl o{ Rub,d'um B{f1uJ.-Yea~t celh w('n ¡;rown In mInI· 
1Il,¡j Ill\'tlr<,!nl ""th galdcto~~ (YNH [:,\1) to thr "xpo~rntJ,,1 phn"e 0\,,,,, '"'' 
1 0_11) allel h uve,leo Cell~ \Ver,' w,l~hcd (WICC WJth w:JU'r anrllflc<'!· 
b'lt('d for 13 h nt l'C wrlh a¡:ltat,ollln 50 rn,\l ""¡{bel (270 cpm/Il!lloll ,It 
c\JnCPrltr,\tlOn 01'0 JI: ni c"U, p,'r mI Aflcrw,¡rd c"lI~ were w",hcd [Wle,' 

",t.h wntcr ,lnd I,'.<lhjl"nd"d to ,\ conc('ntr,\tlOrl of O:;, r. of c('ll.Jr,,1 
''''j{bCI·lo"d,'d c<'ll, 1100 m¡::) ",.'n' lncub,1ted rn 1 mI o( a nwdaul\ 
COJl!.:I"''''I: 10 mM :..1ES·tru,th uwhnlU'" hllfl;" (1']] 6 O) ""ti :'iOO ",~I 
N"el Or 500 1ll~1 1,r('1 Al tI", rndIL,'tcd 11""'" "unpl,' of 100 fd \V"" 

c"lI"et~<l 1>1' \,\Clll\m 1¡ltratlon thr'"l¡:h" O 1:) ¡<In pOli' ,,/(' llltlll<;"II" 
h,,' [¡[t"1 1"1\\['1"'''' \1,\\'.'1'\ :"ld ",,,1,,,11 w,tl\ 10 mI of tOD m\l KCl h\ 
Idl r'rt,n" ).'11(,'", ",,'1 (' drH'd "nd 1 """I'"p .'d IJI " ,rr,,1 olht",n "'l~\M", 
""d I \(I,",\(I,,',I\' ",", 11\01\Itlll",) ",,, ,:""llll"t,n" ''''',,[,'r 

, I'j" ,'¡,t."" '1,,,,,, ,,~,'d ort' 1'1')(,1'011'1\,," l," eh tilO ,,'''i,'''' ¡tI' 
j'('jl ,,',.'",' ¡, ",'", 'f>l ", 1'( 1<, \:1 ", t n"" 1,1",),,,.,, 11. """"11",,,< 
'" ,,', th'Z(' ,\ \I\,~ "h,,<~' ,,,,,,,' 

~'''L ~ 1 SO 

e 125 

'" '" O 100 200 

LlCI(mM) 
F¡G 1 GrQwth inhibition of S. cerevisicte by L,CI. L,qUld YNE· 

glu (O) nr YNR_gttl (e) medium Wlth dIÍf~re"t conccntrnbon3 of L1CJ 
wns ¡noculated Wlth stram FY833 Growth was recorded by measure· 
ment of the absorbanee at 600 nm, and the growth rate (growtMt) 
was calculated Th¡s 18 a representabve result of three d,fferent 
expenments 

Mcasurement of Membra"e Potent¡al-Changes in membrane poten
tlal were estlmated wlth the fluorescent dye dlthiocarbocyamne 
miSe!:',)) (3G, 31), obtamed f.om Mol~ular Prebes The fluorescente of 
the molecule at a concentratlOn of O 25 ¡;M was recorded at room 
temperature at 540-600 nm !fl a spectrofluorometer ""th a magnetlC 
stlITer m the sample compartment 

ATPas(J Actw¡Iy-Plasma membrane oí S cerev!.Siae and the vana
date-sensittve ATPase actlv,ty were measured as descr:rbed (32). 

RESVLTS 

Screenmg for Recombinants wtth HLgh L¡thium Resz.st
cnce-S. cereVlSUP! cells are able to adapt to a salt stress ln a 
medium contalmng gluOJse as the carbon scurce. However, 
tolerance dimlmshed when grown on galaetose (Fig. 1). For 
strains R757 and FY833 the Li + lethal growth dosage was 250 
mM in glucose, and m gawctase medcum it was 30 mM We tcok 
advantagc of this observation and screened an expreSSlOn 
cDNA hbrary under the control of a galaetose-irtduClble pro
nloter for clones that conferred bthlum reslstance in YNB 
galactose medlUm Among six hthium-tolerant clones from 
R757 strain, we ldentlÍied the gene SlT4. Thls gene IS mvolved 
irt progression of the cell eycle from G1 into S phase (19) lt 
encodes the eatalytlc SUbUfllt of a serme-threomne protem 
phosphatase (l9) wlth homology to the ScriThr protem phos
phntase PP6 from mammahan cells (33) 

We lsolated the Open readmg frnme SIT4 from the hbrary 
plasmid and subcloncd lt mto plasmld pRN93 undrr COntrol of 
the galo.ctosc promoter th;lt \Vas uscd to transform another 
wIld typc stram named ¡"'Y833 As shown m Flg, 2A, overex
presscd SIT1 also conferrcd reSlstunee to hthlum In thls d¡ffer
ent strain A charactenstlC effect of Ll' ¡<; that nt sublethal 
concentratlOns growth 1$ arrcsted nfter the first dupheat10n 
After a penod ofudaptutlOn ofubout JO h cells rCCQver gTowth, 
Thl;" growth nrrcst wns not sccn whcn SlT4 wns ovcrexpressed 
(F,g, 2/3) 

The cntlrc eedmg rcglon of SlT4 wa~ delctcd te abo)¡sh 
protem actlvlty Previous rc<>ult.,~ ,~how",d that dek,tlOn causes n 
slow growth phenotyPE' ,md larr;cf cells (19) Our r('sults 
,::howcd th,'lt ~,t4 str:lln wa¡, .lblc to g:row on galaeto!>c, provlded 
th:lt Ilch J1lt:dlum wn~ uscd Tlw sil1 stram dld not gTOW In 
galactosc nltrogcn ba~e ml!lllnnl mcdl:\, Wc te~tcd lfs¡M stram 
W!l~ abl,' to adapt to Ll' ~trcb" In eontr.lst to ovprc)(pr('ss¡on, 
~¡I,1 strom (F'¡g 2R) r('covcrcd h'rowth ancr the ,Irre~t period 
Inrluccd hv llt)UUlll TI\l~ rcs1.llt HldlCdtes that SJT1 lS not 
('~~('ntl"I for 1,1' acl:optal1on, and other ¡::L'IW~ nl!)~hl pl'rforlll 
ovt>rbpPJIl¡':: functlon' In n',::pOn~,' to ldllllll1 ~trL'ss, In Flg' 2C 
we ~how tlw ¡'t'~ulb 01 cOlll/),mng tlw f,rowth ¡ :\tc I)f the wlld 
tYI)(', ,/r{·d"lt'wd c\II~ ,Illd ~<¡tr1·ovl:n'\prl'~~ln!: cclL~ 11\ tlw 
pr (',~('llC" uf drff,'r,'nl 1,,( '1 ("(Jnrl~ntratlOr. ~ ,lft"f t he ,\rn'~t p"f¡od 
l!alw,,'rl by L,' W .. f(Jll!Hl !h,\l tI". l.,!t!'r l~ mOl" n'~l~t,lnt t¡¡ 

1,,' Jt ,', JIlt<,r,.~tlng tl1,\t ",~"t,rnr,' mdut'Nl h\, ov<'r('xpn";~IOl\ 
o, sr!' .. ',',l~ ~¡JI'( lfi, rOl J " :l~ UVl'll'''-pn'",wJl d,d not mo<'" .<' 
¡ol<-, ,tlle<' In ~, ,h' 'le ro" ,'" ,\)1 b::"l Id \1" not ',)¡OWUI 
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FIG 2. OvereXpression of S/T4 confers lithium resístance.A, S 
ceremswe strams FY833, FY833-pR.N"93, and FY833·SIT4 were grown 
m YNB-gal medmm tQ mid·!og pnase :5 ¡Ll of a dlluted cultuN! (A~oo 
-O 03) was plated onto YNB-gaJ med,um contaming dlfferent coneen
tratlOns of L,Cl Growth was recordad after 4 days In plates wlthout 
L1CI Or w¡th 5 mM L1Cl and for 6 days wlth 30 mM LICI B, growth of 
FY833 (.J, FY8S3-SIT4 (O), and FY833-s,t4 (") was recorded m YP·gal 
medlUm contammg 12 m'¡ LICl C, grO\\th rate ofthe above strams on 
mcreasl!1g concentratlOns of LICL 

Expresswn of SlT4 15 Dependent on MO/'lovalent Calwns
SIT4. 1$ ~ntuat0d <In chrOffiesoffie IV. Its mtergemc reglOn ecn
tains 1558 base palrs, and a prehmmary analySls of thlS reglOn 
for putatlve consensus wlth the STRE sequence shows that lt 
contains SIX S'fRE elcrnents ThlS elernent rnedlates the actl
vatlOn of transcription m response to a wide type of stresses 
such as osmotlC stress, heat shock, nltrogen sto.rvatlOn, O:\lda
t¡ve ~tress, low externo.l pH, 11.nd ethanol stress Sorne of these 
¡esponses 11.1·C dependent on the hlgh osmoLmty gIyccrol pnth· 
wo.y, but son\e af':; \ndependcnt (34\ We investigated whethcr 
SIT1 cxpress Ion was ¡nduced by d¡ffcrcnt monovalcnt catlons 
SIT1 W;lS found to ho.ve n very low bu:,ullcvel of e...:preSSlOn, 
:lnd ¡t wns induccd upon a strr~s by l.J', No.', K', :md to a 
Jcsser dcgree by sorb¡tol (Flg. 3Al In order to test the depend
('nce on sublethal concentratlOns of LICl, we measured SlT1 
mductlO¡1 m 15 nn! L¡Cl A 2-fold mductlOn was ohwrvrd l1ftrr 
;j h of LI t stress (}'¡g Se) Tlm~ tune penod correlntcs w¡th tlH' 
arrc!>t pcnod of growth Thes(' re:,;ulU!. :,ugge:,;t th:lt ovel expreso 
Slon of SIT1 lmght be .1 physlOloj,"lC.11 response to !;;.lIt ~trcss, 

and furth8f work on the SIT1 promoter 15 reqUlrcd to Ident¡fy 
tlle mot¡h tlwt ore r('spon~¡blc for mductlOn of exprc!,,~!On bv 
~.11t 

OU('rl''(pr('~~l()n nr SJT~ Dun Nol In( rease PMR2A I ENAl 
E.'pn·.",,,'" -0,,0::: of tlw m:un protem,; controJhng- :-.Ja '/L, I rll

"I~tanc(' J~ the I'-typl' ATl'ase encodeJ by PMR2A lENA 1 'I'he 
kv['] (lf I'MR2AII':NA1 tt,m"-CfllllH)[t \" m(ldulated by ,1 varll'ty 
of pho~ph"t.l,,(,~, .md It.~ )lI'OmDt\'r h.l-' I)(:en wel! st\.J(lu'd (:3'j) 
A~ ~hown in ¡.'¡g J, A :Ind /J, tlll' h'vel~ of I'MR2A / ENA 1 
t¡:\J)"~llpt "'l'n' mduced by LI ¡ , ~,l' ,1\' "lW! ~().\ lowl'l \'xtt'nt 
VI' ~(ldllt<ll Tll('~(' l<·~"Ih ar,f\'\' wlth publl~hed rl'~lIll', (6, 7, 
:I{,), Til" Wl1lp ... I~on of A .tlld J) ~how lholl SJ'I' / .md /J,l1H:l/\ I 
¡~'.vA 1 :11': ('Oj)('ilIlllt.l11tlv llldtw'd W,lh tI", 'um tn inv( ~tl¡: ot¡, 

wlll'thn ,0.,'1'/',/ I~.t p,lrt of llw nwrh,l!1l',m by \\'hlCh /'MR:::l1 
!~'.VAl '~ilu]l1Ced. \\'" m",t~lIr<,d bv]{!' I'Ctt tI\(' :,.],1[11', '\U 01\ 

(ltI' <lf !'JfN:'A/f·:.vA/ lr on',('npt on " ·ll.lJII wlwu' ..,'/'/'./ 
m·,'r"'I'I"~,,,'d .,,\d "pon ,t 1,,' ,JI ,-':,1' ~l'r·,~ un" ,": ',\I,"1l 

1 \'\t~ ',\ Tb" t ,·l,,\\",' 'l",lt,jl\\ ,,1 f',HIi.;,\ 11';,'\'.\ ¡ ~ r ln~\; ¡¡" ",\ .. 
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FIG 3 Dependence of SIT4 expression 011 Li+, Na+, K+, and 
sorbltoL FY83" was mcubated for 2 h In YP·gal medium v,lthout (lane 
1) Or w)th the add¡tlOn of o 8 M Na' , LI' , K+, or sorb,tol (/anes 2-5, 
respectJvelyl SIT4 (A) ¡¡nd ENAI (B) mRNA were quantified by RT· 
PCR SIT4 (el mRNA was quantJfied after IncubatlOn for the tIme 
mdicated in YP_gal meJlum w¡th 15 mM L1Cl Lane e presents the 
results of RT·PCR w¡th no addlt¡on of cDNA The numbers below each 
panel represent the relatlve quantJty of SIT4 PCR produet ACTl was 
used as an mtetTla\ standard, and SIT4 and ENAl peR products were 
normalized wlth respeet to levels ofthe control cond,tlOn (lane 1) 
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F,(; 4 to:xpression of f:,.'NAl is mdependent of SIT4, FYS33 (Irme 
n. Fl:'S33·pRN93 (lalle 2), ,Ind ~'1'833,SIT4 (/al)(,:n ~trnln~ wer¡. [;' o\Vn 
10 YNB·W11 Oled¡um, ,1l1d SIT4 (A) .lOd ENAl (13) mH:-.lA "'ere qU(lnt, 
ficd by RT·PCH FY83,3·~¡/4 (el Wl\~ r,-rown In YP·g.:l1 rnedtum «nd 
~tr\ó:,:,w for 'L \\ \'I\th 0,8 ~\ NaCl or L1Cl. ;\lid ENA! mRNA W.I~ 
quantofied by HT·PCR ACTl W.I, used aS (In lntern.tl ~l"t)dard, "nd 
S[T4 ¡¡ne! ¡':NAl PCH product~ wer(' nornMllIed wlth re~p~ct to lr,el~ oj 
lhe I.()I>[,ol conJ,ttoll ([{¡I,e 1) 

not .tlt,,!('d b,Y {)V"IC:l.l)jc,~$i()n of SITI (fn: 48) Howcv,'r, 
PMR2A.' NNAJ tl.,n~cr'rtlOn ¡<,v(,1 1-" -"toll mduced altf>r:\ "hock 
..... ,th OH \1 :-.laC] or O fl M L¡Cl on n ;¡t4 str.u,l (1,'11; ,1(') Tlw,w 

n::.~ujL~ ~hllw tlJ.lt uldllctlO¡) of I'MR2A/ENAJ (')(pn'~,¡oll b\ 
L¡ < , Na' ,Ind j(' l~ ¡nd('pcndi'nt of 81'1'1 

Sf'!',1 M(I!lrilal"\ 1\' lIom,'o,'IIl,\/, (lml pll-_·Wlwn }\!asl ('('Il~ 
,ll\' <;ubJ('(·tn\ tú ,1 N.\ I o;tn'$', tlw,! \.md\'rgu :lculn1ul,¡tI{)\1 <lf 
(l!>JI)[Jt¡C"lIy ,lIll'l' ~olut'-',~ ~Ud1 a~ glyu'¡ül ,lile! tr('h:llo~f' {,l7 
:)1') ']'0 dd('lllll!1t' wlwtlwl' ov('w~pr('~~¡<ln of SlT4 ch.1l\g'('~ llw 
lntrlC,'llul.1r ('"lt't'ntl.,tlOn,. of lhe ¡nono""l,'nt {"tl()n~ \\' 
N'o' ,1Ild L¡ , , w,' dd"llllllWd th,',r ('lIlct'n!l:(uon .,ft('1' llll'uh,,· 
tlUn j[j¡ .jO Ill,n \\'1110 ")(I":t~"l¡: (onCf'nlr,lllon~ oj 01.\(·] ¡¡r 1.,(:1 
1" F:¡! .J "" ,1111" tl",t"t.d '''IJ!I(j\'"l<-nl('.IU"nl( 1,·,,,1, In!,'n",! 

ml:I\', ()\'I'" xpr,·. un' "t ..... I'!'/ k.ld" lo .' 1",'., r lIl!r,,(¡·IIul,l! 
", \.m ,. ,1'" , j.,:. '.'''n", ""<11 < \11"\1 T\w j", : " ',l' ro' 1 .. 
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FIC 5 Intracellular K\ Na., and Li" under salt stress. 'rhe 
total amaunt of K' and Na' (teft panel) or K' and Na' and L,' (rlght 
pr.uwi) were estlmated after mcubatmg yeast strains FY833 (e), FY633-
pfu'l93 (A), and FY833-SIT4 (O) w)th mcreasmgconcentrations orNaCl 
or LiCl fo! 30 mn). The percent oftotal caül:lrl. mCN.ment wascakulated 
witb respect to the value obtamed In med,um \\1thout added salt Data 
represent mean values and S D ofthree independent e;>:periments, 
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FIG,6 Effect of ovcrc>(pres~,on of SIT4 on K., Na., nnd L,"" 
<:Qrltcnt under sn]t strc%. F'YS33 (el, FY833·pRN93 (~), and FY833· 
S1'1'4 (U) wcre ,ncub.,ltcd wlth mcre:>~mg conc~ntTtttlo:.n¡; ofN,\C\ o' L\Cl 
for 30 mJn The relntlvc mnount of K' :md the lotal amount ofNll.· or 
LJ' entry \Verc cIllculntcd by detcnmJl!\tJOn of lnternul catlOn conccn
tJntJon~ !)nb reprc~{'nt nW.m v,d<l'" and S D of threc mdCllendcnt 
""-Ilcrnn{'nl" 

uptake did tlot ch::<ngc undcr thes€' condltlOns by ovcrexpres
SlOn of SlT1 as shown 1n Flg 6. howcvcr, thc relutlve amount 
af K' mSldc tI\(' cell \Vas dunlnlshccl m relahon to control 
condltwns Tlle~e re:-.ult..~ mdlultf' that ov{'re>.pr",~ .. lon of 8lT4 
CdUSC~ n gTcutcl cxl! USlon uf K' upon Na' or LI ¡ stre~s und 
lhdt ,) K' tr;ln~rnrt ,;y,~u!m nllg"ht [,'" IUvnlvcd In ord"f to tc:.t 
thl~ hypOtlWbl~ W{· nlt'.I~un'ri ~¡'Hb' .. mux In cclls that had 
bccn prt'\'JOu",ly ~t..lrv~'d und plcload,-,d wlth ""Rbel The re
,;ult~ ~howed that m srr-t,ov('r('xpressm¡; cplls HnRb' emux in 
the prel>pnc(> of500 ll,~\ N:,C\ or Lel wa~ hlgh!:; \lw.I'ca,wd (1"1['; 

7) ,~¡¡'¡ ;;tl':lm .~holVcd thú ~:lnl(' I(¡netlc~ as the wlld typc ~tl aln 
Ül.\t.l not :-.hOWll) 

W,· ('xplort'd lf tlw chanr:(' on !{' honwn~t.lsl,q ll1duc('d by 
oV{'rp"pr('~~]on oj .','/7~¡ cDuld I1ld\I(,(' .1n ~llkr.ltlOn of th,' mp,n
II1:ll1O' jlot.ontl.ll 01 l1lt,·ln.ll ]JI! W" ()b~('l'V,'d th.lt ()V(!l")(pr('~
~lOll 01 ,""FF! d¡(l <lut .)Ikr tlw ('h "1;:<'1> III <lwmbrall<' jlotpntl.d 
pr\l(hl~,'d I)'y ti\\' ,\\hhl,,>n \jI ;.1.,' '" LI' (fW ~), l.wl tlw \\\tr.\" 
(,,11,,1..) pll d>.llll:''¡ 11.)!ll ti I~ l' () () ¡1m \\Iid IV]}., n·lI~ lo G 6! 

• II () ',1 111 SI'! I (f\,:. ~pl('",n': ,. Ih Ti", ,:[ f 'tr tln rI,,1 ·\.11 

" 
nm«.,ia) 

" " 
FlG 7 Effect of overexpression of srr4 on .... Rb+ efflux under 

salt stress. FY833 (left panel) and FY833-SIT4 (right panel) wete 
preloaded wlth ""Rb', and efflux was measured In the presence of 500 
mM NaCI (O), L1Cl ("-), or without additioIJ of cabons (e) Data repTe
sent mean values and S D ofthree Illdependent experiments 
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¡.'IG 8 Fluorcsccncc chnn&,cs ofDiSC3(3) induced by thc Ilddi
tion of Nn+ or Li· to strains FY833 (Al, FYS33-PRN93 (8), and 
FYS33-S1T4 (e). Starv<>d cel!s (25 m¡;) wcre premcubat"d for 2 mm In 
10 m:.l MES-tnlóth\l.nQ\.lmmc buffer (pH 6Jl1, 100 mM gtucose, 100 J.<M 

Cuel", und 10 1'-\[ curban)'! C)'lU'ude p'chlorophcJlylhydru~onc 025 ¡.¡.l>! 
n,SC)3l wn'. "dd"d, nnd fluorcs~{'ne" w, .. rccotde<l nI. rOom temp{'r.~· 
tu!'!! nI. 510-600!lm \VhCfc mdlcut.t:d 100 mM N"Cl Or L1CI WllS addcd 

~how any slg-mficant altcratlOn In plI as comparco wJth thc 
v"ld typc str:tin The ;:¡lkahnnation of the cytopln:.m was not 
c::<uscd by nn altercd (uncbon of thc plasma mcmbranp H'
A'l'P:lsc, smcc thc ;,peclf\c attl\Jlty oí lh.\; cn'tymc In puniicd 
pb~m:1 mpmbranes: from SIT4.ov('N"xpn's;.mr. cell.: nnd w¡ld 
typc cplls W:l~ thc ;;amc (O 3:i8 aod O:in nmoVmmJmr~ of pro
tcm nt pll 55, n::-.pcctw('lyl. 

DlS('USS!ON 

CI'llul.lr pr()C,.~~e~ ;lre hlr:hly rt>¡;ul.lted hy a Wld(· vallcty 01 
~\f:¡t.d Lr ,n~,d\l<-ll(m \l.lthw"y', l'roklll km:!""" uno pho.'llh.lt.1 
',(', !lWd,.)to' th('~,' \ V('nt'\ .'>17'1 "nU)(k~.! ¡llot"l!l wllh honH)]' 
"¡" In ,¡., ('.1 dl'll!' ,uhumb "r nI ullm.!ll.!l1 1'1'(, prnt<'lll phn~" 
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phatases (33) and regulates the cell cycle (19) Our sit4 strams 
are viable and show an increased abundance of unbudded cells 
(21) However, stt4 ¡S lethalm ssdl (a gene of unknown fline
bon) deletant, whereas temperature-eOnd¡bonal alIeles of SlT4 
arrest In G¡ when shlÍted to the nonpermissive temperature 
(19). lt has been reeently reported that sit4 mutants of the 
yeast Kluyveromyces laetts regulate drug res¡stanee (39) In 
th¡s work we demonstrate for the first tlme that SlT4 plays a 
role ¡n monovalent eatlOn homeostas¡s. Our results show that 
growth was arrested by sublethal Li+ eoncentrations, but afier 
an adaptation penod wild type cells were able to recover 
growth. Diverse regulatory mechanisms must be turned on 
during the penad of adaptation to LI + stress. Our results pomt 
out that mduetion of expreSSlOn of SlT4 is a regulatory mech
arusm, beeause on overexpreSSlOn, hthlum <lid not cause thls 
growth arrest Th¡S idea 1S reinforeed by the faet that SlT4 
transenpt 15 mduced by low ltthlum concentratlOns and that its 
tlme-dependent expression correlates with the arrest perlod 
mdueed by litluum The results obtamed with overexpression 
of SlT4 mlght represent physiolog¡cal changes dunng adapta
tlon te Ll + stresS. 

ENAl ls 1nduced bya SlT4-mdependent Pathway~ENAl is 
a P-type ATPase that has been proved to be involved in the 
main pathway of Na+JL¡+ tolerance (6, 7). A lmk has been 
suggested between SlT4 and ENAl, medxated by S182/ HAL3 
Ferrando et al (14) reported that SIS2/HAL3 suppressed salt 
SenSitlYlty III a calcineurjn-deleted background by stlmulatmg 
transcnption of the PMR2AIENAI gene. On the other hand, 
SIS2 f HAL3 ¡S also a suppressor of the lethal sit4·ssdI pheno
type descrlbed aboye (19) These results led us to test lf 8IT4 
was essential for PMR2Af ENAI inductlOn oftransenptlOn. \Ve 
found that overexpression of 8lT4 did not mxmle the effeet of 
8182/8ALJ as lt does not inerease PMR2A/ENAl expresslOn 
We have also shown thatPMR2Af ENAllS stJll mduced by No. + 

and LI+ in a stt4 strain. These dato. ¡ndicate elearly that tran· 
scnptlon of ENAI lS mduced by salt In a pathway mdependent 
of SITa, 

Qv(!reXpresslofl o( SITa S/lmula.tcs Rb+ EffZux Indllced by 
8aft and Alters the lntracellulol pH- To date the lole of 
Internal monova\,mt eations m ccllular phYSlOlogy lS not 
known K+ and Na' regulate the ,Iettvlty ofmnny enzymc~, but 
the effect of .lltcred monovnlent entlon hOmeostasis h<lS not 
been StudlCd On the other hand, It hn~ been shown that hlgh 
extraecllular K' eonccntratlOns nllevmte Na '/LI' stress (S) 
Upon N::l' stress yC.:J.st eells undergo :tccumulatlon of solutes to 
overeome turgor pressurc (37, 38) and aIso undcrgo an mercase 
ofmtracellular Na' and a dcercase oflntracellular K" (40,41) 
The fad th;)t SlT1 regulo.tcs total CatlOn content upon :lO Na' 
or Ll' stress by lowenng thc llltraecllular eontent of K' llldl' 
e.:J.t('s th;)t the rcgulatlOn of homeostn:,¡s by SlT1 IS medJUted 
vla;'t K' cmux tr::tnsporter. Thc mcr(';l~,'d K" los~ do,';; not ¡('arl 
to :l ehange o[ the electnedl membr,ll1C potentlal, but It mam
talllS the total nlooovnlcnt catlOn eont,'nt low afier ,1 Na' or 
Ll' stress One ¡ntngumg physlOlo¡pc.11 rc~ponsc of ovcrc:...prcs
~\cn of SIT,1 IS thc c!cvl.1tcd cytopbsm\c pll Furthcr work 1" 
ncecssnry to test ¡ftlllS clTect le,ld" tú :llt"red K' homcostnslS 
or ¡f¡t 1$ mvolvcd m ¡¡nother functwn rcgul.ltcd by SfT'I, a~ cell 
cycl" control (19) lIow"vl'r, Ji 1:> pO~~Jblc that the "mux m,IY 
protl'['d thH>llr,h Onl' oí thc c.ltlOl1fll' exch,I!l).¡<' ,~y,~t('m~ 1<" 

por!('rI Dl'fO!(' (8, .1:~, ,1::;) 
1\\'0 homolo¡::s (lf SITt h IV,' l""'ll found 1)\ 111,1111111,)11,111 tl~' 

aues. PP6 expression was preferentlally found m the human 
testls, heart, and skeletal muscles, whereas m the mouse PPV 
was found m the bram (33) Our work m yeast leads to the 
prop03al that the ¡nvolvement of these marnmahan genes dur
ing lithlUlll treatment should be studled 

Ach,owlcdgment-We thank Dr Leopoldo de Mels from Umwr
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Figura 23. Electroforesis y análisis tipo de las mutantes ha14 y khal. En un gel 
de acrilamida al 10% se corrieron las membranas plasmáticas (! 00 Jlg) (A) de las cepas 
W303-lA (línea 1), khal::URA3 (línea 2) y ha14::URA (linea 3), Posteriormente se 
transfirió a una membrana de nitrocelulosa y se hibridó con un anticuerpo policiona! contra 
la ATPasa de levadura donado por la Dra C. Slayrnan de la Universidad de Yale, Un 
segundo anticuerpo se utilizó para hacer la detección (B). 

Tabla 1 

Actividad de la H+-ATPasa en células permeabilizadas con tolueno nmoles de ATP 
hidrolizados (min.mg)·l. 

Cepa -GlucosaJ +GlucosaD 

W303-lA 8.3 ± O 25 19.1±2.4 
khal::URA 29,5 + 2,8 29 I + 1.02 
ha/4:.URA 32.4 ± 2.8 29,6 + 1.85 

.1Célu!as sin preincubaclón. 
bCélulas preincubadas 30 mm en presencia de glucosa 50 mM antes de la penneabilización. 
Resultados promedio de 3 experimentos diferentes. 

Tabla 11 

A 'jddA'P ctlVl( a e T asa en a rncm b 1 d rana plasmaUca <lIS a a 
('era tln.)~j.~ .. ¡\TP 111m" rnt: 

W303- ¡ l\ 3.42 ',1. 0.43 
k/w i'.lJ R/\ 617 'J. I 17 _ .. --
/mU',lIR/\ 5 :l., 'J. .063 ---- - - - - " -.-, 



Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que Khal pudiera estar regulado por 

fosforilación o desfosforilación (figura 24). También sugieren que pudiera existir alguna 

interacción de Hal4 y Khal para poder explicar los resultados obtenidos con la H+ -ATPasa 

(figura 24). Actualmente estamos haciendo las construcciones para obtener la ablación de 

los genes HAL4 y KHA1, con el objeto de ver si las mutaciones son aditivas. También 

tenemos una construcción de Khal con un epítope de hemaglutinina con la que esperamos 

poder hacer experimentos de irununoprecipitación y así poder determinar si Khal se 

fosforila y si esta fosforilación se pierde cuando se elimina Ha14. 

Km!, 

? 

Figura 24. Modelo para posibles mecanismos de fosforilación de Khal. Se plantean dos 
posibilidades: (Izquierda) que la actividad de Khal y de otros sistemas de transporte, 
depende de un proceso de fosforilación mediado por Ha14. (derecha) que la actividad de 
Hal4 dependa de una interacción directa con Khal. 



IV. DISCUSIÓN GENERAL 

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten concluir que el papel fisiológico 

de Khal consiste en regular el pH intracelular, así como los niveles de potasio (Ramírez y 

cals., 1998), y que esta proteína puede estar regulada por fosforilación y desfosforilación 

(Masuda y cols., 2000; Calahorra y co1s., en preparación). Aunque desconocemos su 

localización exacta, se infiere que se encuentra en la membrana plasmática por las 

modificaciones que produce en los flujos de iones. Tampoco sabemos si su función 

depende de fosforilación O desfosforilación. En cuanto a las modificaciones observadas en 

el ciclo celular para las mutantes carentes de este gen, creemos que se deben principalmente 

al aumento del pH intracelular, O a la concentración de K+, o a ambos. Sin embargo, 

debemos considerar que de existir alguna interacción de Khal y Ha14 o Sit4, éstas últimas 

podrían ser las responsables de modificar el ciclo celular. 

En el caso de Nhal, esta proteína pareciera pertenecer a un sistema de respuesta a estrés, 

ya que el pH y los niveles de iones intracelulares sólo se ven afectados cuando se 

sobreexpresa, mientras que en una célula carente de este gen sólo se observa una ligera 

modificación del pH intracelular (Sychrová y cols., 1999). Para este transportador sí se sabe 

que está localizado en la membrana plasmática (Kinclová y cols., 2000), pero se 

desconocen los niveles de expresión en condiciones normales de cultivo (libre de cualquier 

tipo de estrés para la célula), o bajo estrés. Dadas las características de la secuencia de 

residuos en el extremo carboxilo terminal de esta proteína, creemos que al igual que Khal, 

pudiera estar regulado por fosforilación y desfosforilación (Ha14 y/o Slt4), aunque no 

tenemos (.;vidcncia. Es posible también que este gen tenga un papel marginal, ya que hasta 

la fecha, ~ólo se le ha podido demostrar algún papel cuando se le sobrecxpresa. 

P.:ua el gen TO¡"': 1, encontramos que pudiera ser esencial para el Cuncio111mi(.;nto de la 



mitocondria; sin embargo, los resultados con las dobles mutantes son preliminares, y no se 

ha medido la respiración en las mutantes simples del gen. Es necesario producir una 

ablación completa del gen para corroborar los resultados que tenemos y localizar la 

proteína en la célula. También, el hecho de que sea esencial en las mutantes TrklL1-Trk2LJ., 

podría implicar al menos dos cosas: una es que en ausencia de los dos transportadores 

normales, tomara su papel, y fuera capaz de transportar K+ hacia adentro. La otra es que, si 

como parece ser, las mutantes de los tres genes son letales, es posible que no exista otro 

transportador de K+ hacia dentro de la levadura, contrario a lo que han sugerido Mulet y 

cols. (1999), en cuyo caso podría ser Tokl quien desempeñe esta función. 

Finalmente, nuestros resultados nos permiten apoyar la propuesta de Ramos y cols. 

(I994), en el sentido de que Trk2 puede llegar a comportarse como un sistema de alta 

afinidad y bega velocidad. Tomando en cuenta los resultados propuestos para la regulación 

de Trkl y Trk2 por Hal4 y Ha15, estamos considerando la posibilidad de interacción de 

Khal y Hal4 para explicar los resultados obtenidos con las mutantes de Trkl y Trk2. 

Creemos que un experimento concluyente de estos resultados puede ser la interrupción de 

Trkl-Trk2 y Ha14, donde esperamos obtener un efecto letal por la pérdida de los tres genes, 

similar al que obtuvimos para Trkl-Trk2-Khal. 



V. CONCLUSIONES 

l. Khal se expresa en la levadura y juega un papel central en la regulación del pH y la 

concentración de potasio intracelulares. La pérdida de esta función modifica el ciclo 

celular. 

2. Nhal cuando se sobreexpresa, participa en la regulación del pH Y la concentración de 

potasio intracelulares, pero no parece jugar un papel central en este fenómeno. 

3. Trkl no es el único sistema de transporte de potasio de alta afinidad en la levadura; en 

las mutantes de este gen, Trk2 en conjunto con Trkl y Khal parecen ser esenciales para 

la levadura. 

4. Tokl no tiene una función detenninada en la levadura. 

5. Sit4 cuando se sobreexpresa modifica los niveles intracelulares de potasio, posiblemente 

por desfosforilación de los intercambIadores Kha! y/o Nhal. 

6. Hal4 regula la actividad de Khalp y debe formar parte de un sistema de regulación 

general para todos los sistemas de transporte en la levadura. 
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En el esquema se propone un modelo de los procesos de transporte de potasio, los 
sistemas para la salrda de sodio y potasio y la regulación de éstos en la levadura, basado en 
los resultados obtenidos en este trabajo 
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VI. PERSPECTIVAS 

l. Es necesario definir la localización de Khal en la célula, haciendo proteínas de fusión 

con la proteína fluorescente verde. 

2. Demostrar si Khal se fosforila, por inmunoprecipitación en una proteína de fusión con 

un epítope de hemaglutinina, 

3. Conocer la estequiometría y la selectividad de Khal, purificándola y recontituyéndola 

en liposomas. 

4. Conocer los niveles de expresión de Khal, detenninando el mRNA en condiciones de 

estrés. 

5. Conocer los niveles de expresión de Nhal, determinando el mRNA en ausencia o 

presencia de estrés (cambios del pH o la salinidad, con KCI o NaCI, en presencia y 

ausencia de Kha 1. 

6. Demostrar que existe otro sistema de transporte de potasio de alta afinidad y que este 

puede ser Trk2, haciendo mutaciones de Khal y Trk2. 

7. Demostrar que el conjunto TrkI, Trk2, y Khal es esencial, para aclarar si hayo no otro 

sistema de transporte de cationes monovalentes. 

8. Conocer la localización de TokI en la célula, haciendo proteínas de fusión con la 

proteína fluorescente verde. 

9. Conocer los niveles de expresión de Khal y Nhal en una ablación de SIT4. 

la. Conocer el efecto dc la perdida de Khaly Nhal en la sobreexpresión de SIT4-

11. Hacer la triple interrupción de Trk 1, Trk2 y Ha14, que debería ser letal como la 

interrupCIón Trk 1, T rk2 y Kha 1 , SI es que Kha 1 es regulada por Ha14. 



ANEXO 

Durante el tiempo en el que realice mis estudios para obtener el grado de doctor, fui 

invitado a participar en otros proyectos cuyos resultados fueron publicados. 

1. Edmundo Chávez, Mertha Franco, Horacio Reyes-Vivas, Cecilia Zazueta, Jorge Ramírez, 
and Raymundo Carrillo. 1998. Hypothyroidism renders liver rnitoehondria resistant to the 
opening of membrane permeability transition pore. Bioerum. Biophys. Acta, 1407:243-
248. 

2. Patricia Thomé-Ortiz, Antonio Peña and Jorge Ramírez. 1998. Monovalent cation fluxes 
and physiologieal ehanges of Debaryornyces hansenii grown at high coneetrations of KCl 
and NaCI. Yeast 14:1355-1371. 

3. Angélica Morales, Adela Cuéllar, Jorge Ramirez, Felipe Vilerus, and Vicente Díaz
Sánchez. 1999. Synthesis of steroids in pancreas: evidence of cytochrome P-450scc 
aetivity. Panereas, 19:39-44. 

4. Ariane Atteia, Rober! van Lis, Jorge Ramirez, and Diego González-Halphen. 2000. 
Poiytomella spp. Growth on ethanol extraeellular pH affeets the aeeumulation of 
mitoehondrial eytoehrome e550. Eur. J. Bioehem. 267:2850-2858. 

5. Edmundo Chávez, Antonio Peña, Cecilia Zazueta, Jorge Ramírez, NoernÍ García and 
Raymundo Carrillo. 2000. Inactivation of mitocondrial permeability transition pore by 
oetylguanidine and oetylamine. J. Bionerg. Biomem. 32:193-198. 
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