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RESUMEN

Las levaduras cuentan con una K'-ATPasa, al menos 2 sistemas
de transporte de potasio, uno de alta y otro de baja afinidad que
funcionan utilizando una diferencia de potencial generado por 1la
H'-ATPasa y 2 canales de potasio, uno activado por voltaje y otro
activado por fuerzas mecdnicas. En N. cragsa y BE. coli también se
han descrito 2 sistemas de transporte con caracteristicas similaxes
a loa de la levadura. Ambos genes, para el traneportador de alta y
baja afinidad, TRK1l ¥y TRK2Z, han sido clonados y secuenciados en S.
cerevisiae y ol gene de la H+-ATPasa ha sido clonado y secuenciado
en tres hongos, dos plantas y un flagelado.

Pefila vy colaboradores encontraron que el bromuro de etidio es
un inhibidor competitivo de el transporte de potasio y demostraron
una correlacién entre la resistencia a bromuro de etidio y defectos
en el transporte de potasio en una mutante de levadura.

En el trabajo presente sge reporta la obtencién y
caracterizacién de una mutante en K. lactis deficiente en el bombeo
de protonea, asi como la clonacién y jacién de un £ nto
genémico capaz de complementar esta mutacién. La mutante fue
caracterizada genéticamente indicando que se trata de una mutacién
recesiva, con un modelo de segregacién mendeliano 2:2 y ademés que
la resistencia al bromuro de etidio y l1la deficlencia en el bombeo
de protones siempre van ligadas.

La ia del fr to 6émico mostrd la presencia de 3
marcos da lectura ablerta: el primro codifica para una proteina
que tilene gimilitud con proteinas de unién a DNA, el segundo
codifica para la 0ld Yellow Enzyme; ninguno de estos 2 genes &8s 8l
regponsable de la complementacién en la mutante. El texcero son
solo 700 pb del extremo 3‘ del gene que codifica para la H'-ATPasa
de membrana plasmitica y es el responsable de la complementacién en
esta mutanta.



INTRODUCCION

I GENERALIDADES SOBRE LAS LEVADURAS

LA LA CLASIFICACION DE LAS LEVADURAS

No es fdcil proponer una definicién manejable de los organismos que en conjunto se
conocen como levaduras; una levadura puede definirse como un hongo unicelular que se
reproduce por gemaci6n o por fisi6n (Kreger Van Rij, 1984). También se define a las
levaduras como organismos eucariontes unicelulares, que por su morfologfa se congideran
como un estado en el ciclo de vida de los hongos filamentosos (Rose y cols; 1969). Estas

definiciones son puramente morfolégicas y se cumplen para la mayorfa de las levaduras;

pero en la realidad existen varias pciones; hay especies que tienden a formar micelio,
y atin otros géneros que llevan conidias. Phaff y cols. (1978) han revisado la etimologfa de
la levadura y términos equivalentes en otros lengusjes, sefialando una relacién constante
con la fermentacién.

El ndmero de especies de levaduras bien definidas alcanza poco mds de quinientas,
agrupadas en 59 géneros. Adem4s, hay un niimero de hongos que se presentan con células
semejantes a las levaduras como parte de su ciclo de vida, como Endomyces, Geotrichum,

Mucor etc. Por otro lado, es comiin el error, inclusive entre los investigadores, de usar

incorrectamente el término levadura como sinénimo de Saccharomyces cerevisice. Aunque

sin duda ésta ha sido la especie mas utilizada en la investigacién biolégica, hay una rica
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variedad de espeﬁes adicionales que ya son o esperan ser usadas en la préctica o en la
investigacién biolégica; inclusive, en algunos casos las especies més ex6ticas pueden ofrecer
mayores ventajas para los estudios experimentales (Arnold,1981).

Los criterios usados en la clasificacién de las levaduras son de dos tipos: morfolégicos
y fisiolégicos,

Las formas exhibidas por las levaduras son la consecuencia de la naturaleza e
individualidad de su envoltura celular. Algunas especies presentan una capa mucilaginosa
como su parte mfs externa, pero es la pared celular la que contribuye, principalmente, a
la forma celular. La arquitectura de la pared estd determinade por muchos factores
fisiolégicos y bioquimicos.

Otra caracterfstica de la levadura es su reproduccién vegetativa; las levaduras pueden
dividirse en uno solo o en miiltiples polos, en forma bipolar, por fisién o esterigmatelar.

El tamafio de todas las especies de levadura estd dentro de los lfmites de resolucién
del microscopio de luz, y muchas descripciones sa hacen a este nivel. La forma celular es ttil
como criterio taxonémico, como en el caso de las célulag de forma piramidal de Trigonopsis
o las de forma de limén de Hanseniospora. También pueden formar micelio como Endomyces
o pseudomicelio como Pichia y Candida. En muchos casos es dificil aplicar estos criterios,
ya que tanto la medida como la forma pueden estar influenciadas por el medio ambiente,
la nutricién o la variacién de la ploidfa.

En cuanto a la reproduccién sexual en las levaduras ascégenas, una de las principales
caracterfsticas es 1a forma de las ascas (cilfndricas, ovales, redondas, reniformes), el nimero

de esporas por asca, el color de las esporas, su modo de germinacién y su forma de



liberacién. También es de importancia taxonémica reconocer si las esporas se forman en el
cultivo & partir de una célula tdnica, caso en el cual la levadura es homotdlica; o si se
requiere de una mezcla de células de factor opuesto para la esporulacién, la levadura es
heterotdlica. Existen algunas levaduras que son tanto homotélicas como heterotdlicas.

Entre otros criterios titiles para la taxonomfa de las levaduras estdn la capacidad y
velocidad de fermentar ciertos azdcares como la glucosa, la galactoss, la sacarosa, la
maltosa, la lactosa y la rafinosa (Rose y cols; 1969). Indudablemente que estas capacidades
dependen de la estructura enzimética de las células, y habrd mucho qué hacer todavia en
la definicién de estos factores respecto a la taxonomfa.

Las levaduras son taxonémicamente diversas, e incluyen tres grupos (Tabla I): a) las
ascospor6genas, b) las basidiospor6genas y c) las imperfectas, Estas (ltimas presentan tanto
afinidad con los ascomicetos como con los basidiomicetos. El subphylum Ascomycotina
comprende la clase Hemiascomycetes y el orden Endomycetales con 2 familias; la

h

Spermoy aceae y la Sacch y Esta dltima agrupa organismos ampliamente

estudiadoas como: Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Torulaspora, Zij h

By Les,

Schizosaccharomyces etc. El subphylum Deuteromycotina comprende la clase Blastomycetes
donde se halla la familia Cryptococcaceae de importancia médica por tener especies

patégenas como Candida y Cryptococcus.

El sist: de clasificacién mas reci esta indicado en la tabla I (Kreger Van Rij y
cols; 1984): '



TABLA I

CLASIFICACION DE LAS LEVADURAS
Ascomycotina

Hemiascomycetes
Endomycetales

Spermopthoraceae: Coccidiscus, Metschnikowia

Sacharomycetaceae:
Schizosaccharomycetidae:
Schizosaccharomyces
Nadsonoidae: Lipomyces
Saccharomycetidae:
Zygosaccharomyces
Saccharomyces
Tarulaspora
Pichia
Kluyveromyces
Basidiomycotina
Basidiomycetes
Ustilaginales
Filobasidiaceae:
Filobasidiella
Lucosporidium
Ustilago
Tremellales
Tremellaceae:
Tremella
Deuteromycotina :
Blastomycetes
Blastomycetales
Cryptococeaceae:
Cryptococcus, Candida
Sporobolomycetacea:

Sporobolomyces

La posicién taxonémica de las levaduras de importancia en estudios bioqufmicos est4



dada hasta el género. Hay géneros de importancia no solo bioquimica sino también médica,

como son Candida y Cryptococcus.(Tomado de Kreger Van Rij, 1984).



Las levaduras de més—imtesés- an este trabajo son tres génercs que han side
ampliamente estudiados: Schizosaccharomyces, que se divide por fisién, Saccharomyces que
se divide por gemacién multilateral, con ascosporas esféricas u ovales y Kluyveromyces, que
presenta gemaci6n multilateral y ascosporas elipsoidales, esféricas o reniformes.

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces lactis pueden crecer como
células haploides, dividiéndose por gemacién, o como células diploides, que se originan a
partir de 2 células haploides con factor sexual opuesto {a y @) que se conjugan formando un
cigoto, que dan lugar a una clona diploide; ésta se puede dividir mitéticamente y
posteriormente sufrir un proceso de meiosis para originar una tétrada de ascosporas

haploides (Fig 1).

IB. LA IMPORTANCIA DE LAS LEVADURAS PARA EL HOMBRE

Ningin otro grupo de microorganismos ha estade mds fntimamente asociado con el
hombre como E. coli y las levaduras. Sus contribuciones al progreso del hombre se han
basado principalmente en la capacidad de algunas para realizar en forma rdpida y eficiente
la conversién de azicares en aleohol y biéxido de carbone, procese que se lleva a cabo
mediante la fermentacién alcohélica de lquidos azucarados, como los extractos de frutas,
granos y leche. Se encontraron una cervecerfa y una panaderfa conservados en buen estado
en excavaciones en Tebas, que datan de la dinastfa XI, en donde se utilizaban. Fue desde
estas inicios que se desarrollaron lag grandes industrias que ahora conocemos, como la de

la cerveza, el vino, el alcohol y la produccién en gran escala de levadura de panaderfa. A
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causa de su uso en las industrias cervecera y del pan, se han desarrollado cepas de S.
cerevisiae que han existido en grandes cantidades por casi todo un siglo.

Otra de las grandes contribuciones de las levaduras al hombre ha sido la elucidacién
de muchos proceses bioqufmicos y metabélicos de la célula, iniciada primero a partir de los
experimentos de Pasteur, y luego a los de Buchner durante el siglo pasade.

El holandés Antonie Van Leeuwenhoek es reconocido como el primer hombre que
obgervé levaduras en un nivel microscépico, y en 1680 envi6é descripciones y dibujos de
células de levadura a la Royal Society en Londres. Sin embargo, no fue sino hasta la
primera mitad del siglo XIX cuando se avanz6 en forma significativa hacia el entendimiento
de 1a biologia de la levadura y se inici6 el estudio de la fisiologfa y bioqufmica de este
microorganismo (Rose y cols; 1986).

Algunas levaduras, sin embargo, son daiiinas; algunos de los géneros mencionados en

4 4

la clasificacién contienen especies que p ser patég para el humano. Estas especies

no forman un grupo h é ni relacionado naturalmente, sino que estdn representadas

por varios géneros que poseeen morfologfas y afinidades taxon6micas distintas. Las dos

especies clinicamente mds importantes son Candida albicans y Cryptococcus neoformans.

De menos impacto clinico son Trich um y especies del género Pityrosporum

/4

y Rodotorula.

- LC LAS VIRTUDES DE LAS LEVADURAS
El gran esfuerzo realizﬁdo en el estudio de numerosos aspectos de Escherichia coli es

uﬁa de las principales causas del avance tan rﬂpidé de la biologfa molecular en los ltimos



40 afos. Como procarionte, E. coli posee una organizacién estructural fundamentalmente
diferente de Ia de los organismos eucariontes mds complejos. Las células eucarionticas al
tener nicleo que contiene cromosomas, estdn de tal forma organizadas, que el proceso
fundamental de la transcripcién y la traduccién se realizan en compartimentos fisicamente
separados. Este y otros procesos indican que el modelo de expresién es radicalmente
diferente entre procariontes y eucariontes. Es en parte por esta razén, que E. coli no puede
servir c;)mu modelo cercano a la organizacién y funcionamiento de las células superiores.
Por tanto, es necesario entender con mayor detalle a uno o mds de los organismos
eucariontes mds simples en un nivel tan detallado como ¢l que se encuentra en E. coli.

Los organismos eucaridntes mds simples para estudiar, son los microorganismos que
crecen y se reproducen a una velocidad alta como bucgm-ias. De éstos, los mejores estudiados
hasta ahora son varias especies de levadura. Lo mds importante de las levaduras es que
tienen solo alrededor de tres y media veces mds DNA en su complemento genético haploide
que las células de E. coli, mientras que Drosophila contiene 25 veces mds, y los vertebrados
superiores contienen 1000 veces mds DNA. Por esta y otras razones, la levadura ha sido
lamada la E. coli de las células eucariénticas. (Watson y cols; 1987)

Las levaduras son reconocidas como microorganismos cucariéntes ideales para los
estudios biolégicos. Aunque tienen una complejidad genética mayor que la de las bacterias,
muestran muchas més ventajas técnicas que permiten un progreso rdpido. Algunas de las
ventajas que las hacen de interés particular para estudios biolégicos incluyen un crecimiento
rdpido, un modelo de gemaci6n que resulta en células dispersas, la facilidad de aislarlas por

filtracién o centrifugacién a menores velocidades, su resi ia a las contaminaci la




facilidad de sembrar y aislar x;mt.antes, el bajo costo de los cultivos y 1a ventaja econémica
que ello representa, un sistema genético bien definido y un sistema de transformacién
altamente versatil.

Las cepas de 8. cerevisisze y K. lactis, a diferencia de la mayorfa de los
microorganismos, tienen un estado haploide y otro dipleide, y en ambos estados son viables
con algunos marcadores. El desarrollo de Ia transformacién con DNA ha hecho a la levadura
particularmente accesible para clonar genes y algunas técnicas de ingenierfa genética.
Pueden identificarse genes estructurales por complementacién a partir de bancos de genes
en pldsmidos, y éstos pldemidos pueden ser introducidos en la levadura como moléculas que
se replican auténomamente o por integracién dentro del genoma. En la levadura puede
haber recombinacién integrativa por recombinacién homéloga de DNA, como sucede con la
mayorfa de los otros organismos. En la levadura pueden introducirse secuencias clonadas

acompafiadas de secuencias extrailas sobre pldsmidos, y dirigirse hacia localizaciones

especificas en el genoma. Adem4s, se han desarrollado técnicas de recombinacién homél

acompaiiada de altos niveles de conversién para reemplazar directamente secuencias de

DNA modificadas genéticamente en localizaci deler normal. También los genes

silvestres normales sin mutaci den reempl se con alelos alterados y alelos

interrumpidos. Los fenotipos que se originan después de la interrupcién de los genes de la
levadura han contribuido a el entendimiento de la funcién de ciertas protefnas in vivo. Los
genes pueden reemplazarse directamente con alta eficiencia en la levadura y en otros
hongos, pero no con ia misma eficiencia en cualquier otro organismo eucariénte.

Otra propiedad importante de las levaduras estd ilustrada por el hecho de que se estdn
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introduciendo en ellas genes de mamifero para el andlisis aistemdtico de las funciones de

vt

los p genéticos correspondient

También el DNA mit drial puede ser alterado ahora en formas definidas por

transformacién y esto ha permitido un an4lisis detallado de este organelo. La facilidad con
la que el genoma de la levadura puede ser manipulado no tiene realmente precedente en

ningin otro eucarionte,

LD EL GENONMA DE LAS LEVADURAS K.lactis y S. cerevisiae
Kluyveromyces lactis contiene en su estado haploide 6 cromosomas, los cuales no han
sido bien caracterizados ni genética ni fisicamente. Los 6 cromosomas varfan de 300 Kpb a

3 Mpb, alcanzando una medida de 12 Mpb aproximadamente (Veheston y cols. 1988). Por

otro lado, S. cerevisiae tiene un grupo haploide de 16 cr bien establecidos, y un
inico marcador KRB1 que ha sido asignado al cromosoma XVII; aunque no hay evidencia
fisica de este cromosoma. La longitud total del genoma es de 14 Mpb. Otra levadura bien
caracterizada es Schizosaccharomyces pombe, que muestra 3 cromosomas lineales, y con una
medida total de 4, 4.6, y 6.3 Mpb para cada cromosoma (Johnston y cols; 1988).

Una vez aiglado un fragmento de DNA para un gen dado, actualmente resulta muy

simple asj loa uner espectfico, usando técnicas de hibridacién de DNA-DNA
y separando los cromesomas por el método de electroforésis en campo pulsado. Con esta
técnica se ha demostrado una variacién significativa en la longitud de los cromosomas

individuales de una cepa de levadura a otra, lo que se llama polimorfismo en la longitud

cromosomal; las bases moleculares de este polimorfismo son desconocidas, pero una
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posibilidad es que las secuencias teloméricas encontradas en los extremos de los cromosomas
varfen.

En las levaduras también se ha reportado que los cromosomas contienen elementos de
DNA méviles, retrotransposones, que ademés varfan en nimero y posicién (Broach y cols;
1990).

Otros 4cidos nucleicos que forman parte del genoma de la levadura son el DNA
mitocondrial, que codifica para los componentes de la maquinaria traduccional mitocondrial
y para aproximadamente ¢l 16% de las protefnas mitocondriales. Entre las moléculas
codificadas por el DNA mitocondrial de la levadura se encuentran los RNAs ribosomales, el
apocitocromo b, las subunidades 6, 8 y 9 de la ATPasa mitocondrial, y las subunidades 1,
2 y 3 de la citocromo oxidasa (Gua-Liang-Tiam y cols; 1991). Aunque la funcién bésica de
la mitocondria estd conservada en casi todos los sistemas eucariéticos, hay una gran
diversidad tanto en la estructura del DNA mitocondrial como en el arreglo de los genes
dentro de una misma especie, por lo que al igual que con el DNA cromosomal, se presenta
polimorfismo (Clark Waker y cols; 1989 y Hasegawa y col; 1991).

Otro de los componentes del genoma son los pldsmidos que se presentan en la mayor{a

1 1s <2

de las capas de levadura, y que fu te para su propia reg

Un pldamido se define como un el to ético extracr 6émico de replicacié

auténoma (Rieger y cols; 1976). Se caracteriza por poseer una secuencia de iniciacién, el

origen de replicacién (ori en las bacterias, ars en las levaduras), que tiene como funcién la

formacién de la horquilla de replicacién y que posee ademds, una ia de terminaci6

3 <3

En su mayorfa, los plé son molécul : de 4cido desoxirrit leico de doble
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cadena, circulares y covalentemente cerrados (cccdsDNAX Volkert y cols; 1989). Sin embargo,
también existen plésmidos lineales (dsDNA) de DNA o dsRNA; estos pueden ser episomales
y tener una secuencia ars, o integrativos si carecen de ella. Por su nimero los hay unicopia
o multicopia, y por su localizacion los hay mitocondriales o citopldsmicos (Esser y cols; 1986).
9

En los organi procariontes, los pld pueden conferir ciertas caracter{sticas

fenotfpicas como son la resistencia a ciertos antibiticos (ampicilina, tetracilcina, oligomicina
ete.),

En algunos organismos eucariontes como los hongos, se les han encontrado ciertas
caracterfsticas fenotfpiéas como sucede con el pldsmido de envejecimiento de Podospora
anserina, el factor espectfico de hospedero de Fusarium oxisporum, el factor de
envejecimiente kalilo de Neurospora spp, y el fenotipo rugoso de Aspergillua spp. (Esger y
cols; 1986).

En las levaduras S. cerevisiae y S. carlsbergensis, hay un pldsmido de DNA de 2 um,
y no se ha encontrado relacién entre su presencia y alguna caracterfstica fenotfpica. Este
pldsmido estd presente en la levadura en 50 a 100 copias por célula y sec mantiene en una
forma estable, lo que lo ha hecho 4til como vector de clonacién. Se habfa reportado que este
DNA de 2 pm era especffico del hospedero, y que no podfa ser usado en otras especies
(Hollenberg, 1982), pero ahora se ha reportado que funciona y es estable en Torulaspora
delbruckii (Compagno y cols; 1989) y en Schizosaccharomyces pombe (Picard y cols; 1990).

Otro pldamido de 1;6 pm de dsDNA (4757 pb) ha sido identificado por Chen y col

(1986). en una cepa de Kluyveromyces drosophilarum. Este plasmido circular pKD1 de 1.6

pm, se ti en forma ble en 1a célula en 50 a 70 copias. Usando este pldsmido, se
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han construido vectores con marcadores de seleccién que se pueden replicar en un nimero

alto de copias en K. lactis (Chen y cols; 1986, Bianchi y cols; 1987 Fig 2A). La secuencia de
replicacién auténoma (ARS) para el pKD1 fue localizada usando cepas del mismo géneroy
aquellas de las cuales se aisl6 originalmente el pldsmido; la secuencia se replica y propaga
en cep-as de Kluyveromyces fragilis, K. lactis, K.drosophilarum, y también fue comprobado
que funciona en S. cerevisiae; por tanto, la secuencia que funciona en Kluyveromyces, sirve
como un ars en Saccharomyces, lo que sugiere un alto grado de conservacién en el aparato
de replicacién entre estas levaduras (Volkert y cols; 1989).

Los pldsmidos con secuencias de replicaciém auténoma, que se replican en més de una
especie de levadura, son la base para la elaboracién de vectores itiles para transferir
informacién genética entre dos 0 més especies distintas de levadura y en el andlisis de los
mecanismos de expresién de un gen en 2 contextos genémicos diferentes (Fabiani y

cols;1990, Finchman y cols; 1989).

Ciertas cepas de levadura que fermentan la lact como Kluy )y lactis,
muestran un fenotipo "killer” que es conferido por pldsmidos lineales de RNA de doble
cadena: pGKl o K1 de 8.9 kb y pGK2, o0 K2 de 13.4kb. Las células "killer" que llevan el
pldsmido secretan una protefna de 3 subunidades (a, 8 y ) cuyo mecanismo de accién es
todavfa desconotido. Un andlisis densitométrico del DNA "Kill;r" indicé que existen 50 a 100
copias por-célula de este elemento, .El pldsmido se puede transferir a S. cerevisiae por
transformacién (Gunge y Sakaguchi, 1982) y su mantenimiento en esta especie se demuestra
por la produccién de la toxina "killer” de K. lactis. Existe un gran nimero de levaduras que

son sensibles a el efecto Killer, incluyendo S. cerevisiaz, S. italicus, Z. rouxi, K. vanudenni,

13



Torulopsis glabrata, Candida utilis y cepas de K. lactis.

De una forma similar a los pldsmidos bacterianos, los pldsmidos eucariénticos son
itiles para la construccién de vectores ideales para la transferencia y propagacién de
material genético en hospederos eucarionwes, por lo que se pueden usar para clonacién y
expresién de genes, con el fin de incrementar la productividad o alterar caracteristicas de
produccién en los microorganismos industriales (Esser y cols; 1986). Estos pldsmidos ofrecen
numerosas perspectivas que pueden ser explotadas.

Los vectores mds comiinmente usados para clonacién de genes y la clab(.)racién de
bancos de genes para la transformacién de levaduras se llaman vectores lanzadera y son de

2 tipos: vectores epi les, basados en la ia de replicacién auténoma de los

pldsmidos 2 pm, 1.6 um, “killer” etc, y vectores centroméricos. Ambos tipos de vectores
también llevan un gen cuya presencia puede ser seleccionada en la levadura. También se
pueden construir vectores con estas secuencias a partir de pldsmidos bacterianos, y por ello

pueden ser seleccionados y propagados en E. coli; estos pldsmidos muestran también un

origen de replicacién bacteriano (ori) y un marcador de seleccién bacteriano que confiere
resistencia a antibiéticos o metales (Fig 2A). El marcador de seleccién en la levadura suele
ser alguno de los genes de levadura clonados para el que existen cepas nulas que no
revierten, los marcadores mas comunes son LEU, HIS, URA, y TRP {Rose y cols; 1991).
Una caracterfstica adicional que se presenta en algunos vectores y que soluciona
problemas de clonacién especifica, es 1a presencia de un gen de tetraciclina adicional. Con
este gen, las inserciones pueden ser identificadas por sensibilida;i a tetraciclina de las

transformantes bacterianas resultantes. Otros vectores incorporan el elemento que
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Fig. 2a Esquema de un plasmidolanzadera que
se puede replicar en 2 organismos, un pro—
carionte y un eucarionte.

on 25
Fig. 2b Mapa de restriccich del plagmido KBp8
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Fig 2C. Mapa de restricclon del plasmido YEpKD352. Los sltlos dnicos )

estén representados por la regién multiple de clonacién de pUC18 y por el nombre
de la enzima en el mapa. Las secuenclas de levadura son el gen URA3 de

S. cergvisiae y ol origen de replicacién pKD1 de K. drosophylarum, El resto del vector
o8 derfvado de pUC18



complementa lacZ y el sitio miltiple de clonacién del vector M13, de modo que los
pldsmidos que contienen insertos pueden ser distinguidos de los vectores sin inserto por un
ensayo de color de la colonia, (actividad de B-galactosidasa) azul o blanco, respectivamente
(Fig 2C).

1 16

Estaos vectores hibridos han side dos ex para la de genes

responsables de fenotipos especfficos en levadura, y han hecho itil el uso de bancos
genémicos y de ¢cDNA para aislar genes espec{ficos por complementacién en levaduras. Asf
mismo, se han usado para expresar genes de otros organismos en la levaduras (Gaber y cols;
1992),

En sfntesis, la biologfa molecular de las levaduras se ha desarrollado con gran rapidez,
independiente de la importancia intrfnseca de estos microorganismos desde el punto de vista

industrial, para la produccién de vinos, cerveza, pan, aleshol i vi i y otras

sustancias, se ha abierto la posibilidad de utilizarlos en muchfsimos p biotecnolégi

Independientemente de ello, éste mismo desarrollo permite utilizar a las levudur.as en

hos probl dei igacién b4sica, pero al mi tiempo, liar las ti

del conocimiento de su propia fisiologfa. Tal es el caso de nuestro trabajo, en el cual

damdi s ¢ "

cias como una l{nea

a fondo el t porte de p y de otras

constante de trabajo.

LE EL TRANSPORTE DEL POTASIO EN LAS LEVADURAS

Todos los organismos requieren potasio para vivir, ya que estos iones tienen diversas

la regulacién de la laridad intracelular, la activacién

funciones, entre las que d
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de las enzimas intracelulares, su participacién en el mantenimiento de los potenciales
electroqufmicos celulares, etc. Estas son algunas de las razones por las cuales el transporte
de este catién ha sido objeto de estudios intensos. Las primeras investigaciones encaminadas
a dilucidar el mecanismo de transporte en levaduras fueron iniciados por el grupo de
Conway, quien demostré la existencia de un acarreador catiénico en la membrana
plasmaética de las levaduras (Conway y O’ Malley, 1946). Posteriormente, este mismo autor
propuso la existencia de un mecanismo para el transporte de potasio, que implicaba un
acarreador que intercambiaba K* por H*, y le llevé a proponer que, para obtener la energfa
necesaria, estaba conectado con los sistemas metabélicos de la célula, pues tanto la salida
de H* como la entrada de K* deberfan ocurrir en contra de un gradiente de concentracién
(Conway y Duggan, 1957). Aunque algunos de estos modelos estaban equivocados, fueron
parte de los antecedentes que llevaron a Mitchell posteriormente a proponer la teorfa

quimiosmética, con la que explicé que algunos de los sistemas de transporte en los seres

len a los potenciales electroqufmicos existentes en las membranas (Mitchell,

vivos se

1974), y que el r ble de la g i6n de este gradiente electroqufmico de protones

es una serie de moléculas llamadas H* ATPasas.

En las levaduras, Conway habfa demostrado la existencia de un sistema de transporte
de H* ligado al de K*, y propuso que estaba movido por el poder reductor de la célula
(Conway, 1950). Posteriormente se, encontré que el transporte de H* empleaba ATP como
fuente directa de energfa, por lo que se planteo la existencia de una ATPasa de H* (Pefia

y cols; 1972). En Neurospora crassa también se habia descrito un mecanismo similar y con

requerimientos de K* jantes a los de la levadura (Tatum, 1964). La existencia de esta
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ATPasa fue confirmada posteriormente por otros estudios (Pefia, 1975), y dio lugar a
numerosas investigaciones sobre la fisiologfa de csta enzima que es una H*- ATPasa de
membrana plasm4tica (Serrano y cols; 1985, 1986, 1990; Goffeau y cols; 1986, 1930).

Entre otras caracteristicas del sistema de transporte de los cationes monovalentes,
Armstrong y Rothstein (1964) demostraron mediante estudios cinéticos en S. cerevisiae, que
el transporte de cationes monovalentes procedfa mediante un sistema de translocacién con
multiples sitios, y propusieron un sitio para el sustrato y otro sitio modificador (Armstrong
y cols; 1964). Posteriormente, Borst-Pauwels demostré 1a existencia de un sitio de activacién
(Borst-Pauwels, 1981)

En 1975, Peiia y cols estudiaron el efecto del bromuro de etidio (EB) y encontraron que

a bajas concentraciones, es un inhibidor competitivo para el transporte de potasio (Pefia y

cols; 1976, 1979). Posterior: te, se d ré una correlacién entre la resistencia.a
bromuro de etidio (EB) y cambios en el tranlsporte de potasio en mutantes de la levadura
Klactis resisﬁntes al EB (Brunner y cols; 1982)

En 1984, Rodriguez Navarro y colabhoradores encontraron que, en las células de S.
cerevisiae cultivadas en ausencia de sodio y amonio, se expresan 2 sistemas de transporte
de potasio diferentes: uno de alta afinidad cuando las células se cultivaron a concentraciones
de potasio del orden de 5 pM. Este sistema muestra una Km de 160 pM para el 8Rb y una
V Max de 21 nmol de #Rb (min.mg)?, y una Km de 24 pM para el 2K y una V max de
34nmol 42K (min.mg)'L. Se observé también otro sistema de baja afinidad cuando las células

se cultivaron con traci altas de potasio (2mM); el sistema muestra una Km de

6mM para el #Rb y una Vmax de 6 nmol (min.mg)’!, Km de 2mM para el 42K y una Vmax
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de 7 nmol de *2K (min.mg)"! (Rodriguez Navarro y cols; 1984). Tal descubrimiento llevé a

estos mismos autores a proponer la existencia de un si de transporte de p

interconvertible, que puede operar con dos afinidades diferentes o la presencia de 2
sistemas de transporte independientes; uno de alta afinidad y otro de baja afinidad.

El grupo de Rodrfguez Navarro obtuvo una mutante de S. cerevisiae deficiente en el
transporte de potasio de alta afinidad, lo que demostré la existencia de 2 sistemas de
r rte de p s I~

P

tes (Rodriguez Navarro y cols; 1985). Otros estudios en

sistemas procariontes y eucariontes han mostrado que el potasio se transporta por sistemas

miiltiples, funcionalmente independientes, y que tienen afinidades diferentes para el potasio.

En E, coli, se presenta un transporte de potasio de baja afinidad que es constitutivo

yresp ble del transporte de potasio en la mayorfa de las condiciones fisiolégicas (Rhoads,

Waters y Epstein, 1976). La sfntesis del transportador de alta afinidad es reprimida y se
propone que funciona como un mecanismo para capturar al potasio cuando las

concentraciones de este i6n son bajas (Laimins y cols; 1978). Las constantes cinéticas que

se pr n para el iransportador de baja afinidad en E. coli son: una Km para el K* 1.5
mM y una velocidad méxima muy alta. Para el transportador de alta aﬁnidaa se presenta
una Km para el K* de 2uM (Epstein y Laimins, 1980). En N. crassa también se han
reportado 2 sistemas de transporte para el K* con requerimientos de potasio parecidos a los
de la levadura y E. coli (Tatum y Slayman, 1964).

En 1988, se cloné y secuenci6 el gen que codifica para el acarreador de alta afinidad

TRK-1 en S. cerevisiae, demostrando la indep

dencia fisica y funcional del sistema de
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transporte de protones y de potasio (Gaber y cols; 1988). Posteriormente, por medio de
hibridaciones, utilizando como sonda el gen TRK-1 de S. cerevisiae, se identificaron
secuencias con similitud en el genoma de 1a mayorfa de las especies de Saccharomyces, y se
cloné el gen TRK-1 de S. uvarum encontrando que confiere un transporte de potasio de
alta afinidad en una mutante TRKA de S. cerevisiae. Ambos genes tienen secuencias con 86
% de similitud (Gaber y cols; 1991). Nosotros hemos clonadoe el gen TRK-1 de K.lactis por
complementacién heterdloga en una mutante TRKA de S. cerevisiae (No publicado). El gen
TRK-1 de K.lactis, cuando se expresa en S. cerevisiae, le confiere la capacidad de crecer en |
medios con bajo contenide de potasio (0.5 y 1 mM) y ademds, estas transformantes muestran
transporte de potasio. Este gen estd siendo secuenciado actualmente.

En S. cerevisiae se ha descrito un solo gen para el sistema de transporte de alta
afinidad, a diferencia de E. coli, en donde se han descrito 3 genes que forman parte de un

operén y que son r bles del tr: rte de alta afinidad en E. coli. Este sistema ha

sido descrito como una ATPasa de potasio (Epstein y Laimins, 1980). En S. cerevisiae el
transporte estd acoplado a un gradiente electroqufmico de H*.
En 1990, Gaber encontré que los defectos en el transporte de potasio en células TRKA

pueden suprimirse fenotfpicamente por mutaci extragéni denominadas Rpd

(dependencia reducida de potasio "reduced potassium dependency”). En las mutantes

aisladas Rpd, se identificaron mutaciones dominantes y recesivas que permiten el

s

crecimiento de las células TRKA en con bajo p io. Las mutaci dominantés

residen en un dnico locus, Rpd2, y las mutaciones recesivas estdn en grupes de

compl i6n no ligados (Rpdl y Rpd3). Ensayos del transporte de potasio de las
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han 4 ado que TRKA Rpdl y TRKA Rpd3 muestran transporte de potasio

neto, que se incr a significati te en comparacién con la cepa TRKA. Las mutantes
exhiben un orden de fenotipos recesivos adicionales, incluyendo hipersensibilidad a
cicloheximida, bromuro de etidio y acriflavina, sugiriendo que los productos genéticos de Rpd
juegan un papel general en el transporte o en la permeabilidad de 1a membrana (Gaber et
al. 1990). Posteriormente, el gen Rpd fue clonado y secuenciado, mostrando homologfa con
los acarreadores de glucosa, lo que sugiere un transporte inespecffico de potasio a través del
sistema de transporte de glucosa (Gaber y cols; 1992).

En 1990, Rodrfguez Navarroy colaboradores reportaron que el TRK1 es un componenté
regulador del sistema de transporte de potasio de S. cerevisiae, y que se requiere para
potenciar la entrada de potasio al disminuir el potasio intracelular o por la disminucién del
pH interno (Rodrfguez Navarro y cols; 1991).

En 1990, Gaber reporté un gen TRK-2, que se requiere para el transporte de potasio
de baja afinidad en S. cerevisiae (Ko H.C. y cols; 1990) y fue identificado aislando mutantes
que requerfan 100 mM de potasio para crecer; las mutantes mostraron hipersensibilidad
a los medios dcidos (pH bajo) y ésta puede ser suprimida por altas concentraciones de
potasio pero no de Na*. Asf mismo, el gen TRK-1 suprime los defectos en el transporte y
la hipersensibilidad al pH. El gen TRK-2 codifica para un transportador de potasio similar
a TRK-1, con 12 dominios transmembranales y una regién hidrofilica grande entre los
dominjos M3 y M4.

El descubrimiento de que TRK-1 y TRK-2 codifican para transportadores de pt;t.nsio

homsélogos, es estructuralmente redundante, asf como son los dos genes, PMA1 y PMA2, que
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codifican para dos bombas de pr es en S. cerevisiae (Shlesser y cols; 1988). Esto harfa

pensar que el TRK-2 pudiera ser un regulador del sistema de transporte

11 OBJETIVOS

Con base en estos antecedentes y utilizando los resultades obtenidos por Peiia y cols
(1975); Brunner y cols (1982), sobre la resistencia a bromuro de etidio y defectos en el
transporte de potasio, se obtuvieron y caracterizaron mutantes resistentes al bromuro de
etidio, y se cloné un gene que participa en la resistencia a bromuro de etidio y que es un
componente importante del sistema de transporte en levaduras, el gene de la H*-ATPasade
la membrana plasmaética. ‘

La secuencia del gen es incompleta, por lo que serd secuenciado el su totalidad, asf
como para conocer la estructura primaria de la protefna, y también para hacer

p i en a ia y funcién.

Posteriormente, se podrdn estudiar las mutantes en las cuales el bombeo de protones

es normal, para definir la mutacién y iar el gen resy ble, con 1a posibilidad de

que se trate del transportador de potasio de esta levadura, para hacer las comparaciones con

los genes hasta ahora descritos.
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OL MATERIALES Y METODOS

ILA CEPAS

Las cepas que se utilizaron en este estudio fueron las siguientes:

III.A CEPAS
Cepa Genotipo
E. coli
HB101 hsedS20, recAl13, arald, lacY1,galK2, rpsL20, xyl-15, mtl-14, supE44
TG-1 supE, hsd 5, thi (lacproAB), F(traD36, pro AB*, laclg, lacZ M16)
NM522 supE, supF, hsdR, trpR, lacY, recAl3, metB, gal
K. lactis
WM27 Mata, lisA, EB®
WM37 Mata, hisA, EB®
MD2/1 Mata, ura, lis, argA [pKD1,K1K2] K- R-EBS
MDGH33 Mata,urad, EBS

MDGH3.3 1b Mat o, uraA, lisA, Kdm', EB®

CS48-5 Mat o, lisA, trk-1, Kdm", EB®
MD33 Mat a, urad, EBS

MD3.31b Mat a, lisA, urad, Kdm', EBF
M21 Mat a, hisA, EBR, Kdm
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M256 Mat a, hisA, EBP, Kdm"
MMA(2) Mat a, lisA, uraA, hisA, argA, Kdm', EBR
MMA(3) Mat a, lisA, uraA, his, Kdm', EB®

La cepa MD2/1 lleva el pldsmido pkD1 y fue donada generosamente por el Dr. H.
Fukuhara.
La cepa CS48-5 es una mutante que se deriva de la cepa silvestre WM27 y 1a cepas M21
y M26 son mutantes que se derivan de la cepa WM37,
Las cepas MMA(2) y MMA(3) son mutantes y se derivan de una cruza de las cepas M21
X MD2/1.

LB MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

1, MEDIO COMPLETO YPD:

Extracto de levadura 1%
Peptona de gelatina 1%
Dextrosa 2%
Agar 2%
2. MEDIO COMPLETO YPG:
Extracto de levadura 1%
Peptona de gelatina 1%
Glicerol 2%
Agar 2%
YPG EB 10 Bromuro de etidio 10 pM
YPG EB 16 156 pM
YPG EB 20 20 pM



3. MEDIO MINIMO SD: Base nitrogenada

de levadura 0.7%
Dextrosa 2%
Agar 2%
4. MEDIO MINIMOQ CON Base nitrogenada

AMINOACIDOS (SD+a.a) de levadura 0.7%
Dextrosa 2%
Agar 1%
Sulfato de adenina 20 mg/l
L-arginina 20 mg/l
L-histidina 20 mg/l
L-leucina 30 mg/l
L-lisina 30 mg/l
L-metionina 20 mg/l
L-triptofano 20 mg/l
uracilo 20 mg/

Para determinar la auxotroffa respecto a un aminodcido, se eliminé dicho aminodcido del
medio mfnimo

§. MEDIO SINTETICO Agar lavado bajo en
BAJO EN SALES Sales 2%
(LSK-URA) Dextrosa 2%

Sulfato de adenina 20 mg/l
L-histidina HC1 20 mg/l
L-arginina HCl 20 mg/l
L-metionina 20 mg/l
L-tirosina 30 mg/l
Leleucina 30 mg/l
L-isoleucina 30 mg/l
L-lisina HCl - 30 mg/l
L-fenilalanina 50 mg/l
L-4cido glutdmico 100 mg/
L-dcido aspértico 100 mg/t
L-valina 160 mg/l
L-treonina 200 mg/l
L-serina 376 mg/l
Cistefna 60 mg/l
Alanina 20 mg/l
Guanina 20 mg/l
Prolina 120 mg/l
H,PO, 8 mM

24



MgSO, 2 mM

CaCl, 0.2 mM
(NH,),SO, 12.6 mM
Vitaminas 1.2 mgN

Elementos traza 1000X 0.1%

El agar y la glucosa se esterilizaron por separado y se mezclaron con el resto de los
tes a una peratura de 40° C. Los reactivos y el medio se prepararon con agua
desionizada, El potasio fue adicionado a la concentracién deseada.

6. MEDIO DE EXTRACTO DE Extracto de malta 5%
MALTA (ME) Agar 3%

MEDIOS PARA BACTERIAS (Maniatis et al;1992)

1. MEDIO DE LURIA-BERTANI Extracte de levadura 0.5%
(LB) Triptona 1%
NaCl 1%
Agar 2%
LB+ampicilina (LBamp) Ampicilina 60 pg/ml
LB+tetraciclina (LBtet) Tetraciclina 20 pg/ml
24A. SALES M9 6X Na,HPO.TH,0 6.4%
KH,PO, 1.6%
NaCl 0.25%
NH,Cl 0.5%
2B. MEDIO MINIMO M9 Sales M9 5X 200 ml
MgSO, 1M 2 ml
CaCl 1 M 0.1 m!
Glucosa 0.4% °
Agar 2%
HO allt
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3. MEDIO 2X-YT

Triptona 1.6%
Extracto de levadura 1%
NaCl 0.5%
REACTIVOS

1, AMORTIGUADOR TRIS-BORATO (TBE)
Trizma base 0.089 M
Acido bérico 0.089 M
EDTA 0.002 M
pHS

2. AMORTIGUADOR TRIS ACETATOS (TAE)
Trizma base 004 M
Acido acético Glacial 004 M

DTA 0.001 M

pH 8.0

3. AMORTIGUADOR TE:
Tris HC1 10 mM
EDTA 1 mM
pH 8

4, AMORTIGUADOR PBS:
Sacarosa 276 mM
MgCl, 1 mM
KH,PO, 5 mM
pH74

6. AMORTIGUADOR QTP
Tritén X 100 2%
8DS 1%
NaCl 100 mM
Tris HC1 10 mM
EDTA 1 mM
pHS
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6. AMORTIGUADOR TENS

Tris HCI 10 mM
EDTA 1 mM
NaOH 01 N
SDS 0.1 N
7. ISOPROPIL-B-D-GALACTOSIDO (IPTG) 20%

8. 5-BROMO-4-CLORO-3-INDOLIL-B-D-GALACTOSIDO (x-gal) 20 mg/ml
EN DIMETILFORMAMIDA

9. MEZCLA DE PARAR (FICOL-STOP MIX)

Ficoll 36.0%
8DS 0.5%
Azul de bromofenol 0.1%
Xilencianol 0.1%
10. AMORTIGUADOR SSC 20X
NaCl 1753 ¢
Citrato de sodio 882g
H 7
HOall
11. DENHARDT 50X
Ficoll 50g
Polivinilpirrolidona 50¢g
BSA 60¢g
HOall
12. SOLUCION DE HIBRIDACION
Formamida 48%
SSC X
Tris HC1 pH 7.6 20 mM
Denhardt 1X
Sulfato de Dextran 10%
SDS 0.1%
13. AMORTIGUADOR DE BAJA ASTRINGENCIA
SSC 2%
SDS 0.1%
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14. AMORTIGUADOR DE ALTA ASTRINGENCIA
S8C 0.2%
SDS 0.1%

IILC PLASMIDOS.

El vector hibrido KEp6, donado por el Dr. H, Fukuhara, se caracteriza por llevar el
marcador de seleccién en levaduras URA3 de S. cereviseae, ¢l origen de replicacién pKD1
de K. drosophylarum, los genes que contienen resistencia a ampicilina y tetraciclina en
bacterias y ademds un origen de replicacién bacteriano (Fig.2B).

El vector YEpKD352 fue construido eliminando un fragmento Aatll-Hpal de YEp352
que contiene la secuencia 2p (Hill y cols; 1986). Se subcloné en este sitio un fragmento

Aatll-Clal de 1022 pb que contiene el origen de replicacién de Kluyveromyces, pKD1. Los

extremos Clal fueron rellenados con nucleétidos usando el fragmento grande de la DNA

polimerasa de E, coli "Klenow" y ligados con el extremo de Hpal. El pldsmido resultante
fue nombrado YEpKD 352 y contiene el gen URAS3, el origen pKD]1, lacZ con la regién
muiltiple de clonacién de PUC18, asf como un gen que confiere resistencia a ampicilina. Las

ligaciones se realizaron a 16° C, toda la noche, usando ligasa T4 de Boheringer (Fig. 2C).

Las ias de los frag tos de interés se realizaron utilizando el vector pTZ18R

que lleva un gen de resistencia a icilina y el pr tor T7 seguido del sitio miltiple de

clonacién de pUC18. Las clonas fueron mantenidas en la cepa TG-1 y NM622,



OLD OBTENCION DE MUTANTES RESISTENTES A BROMURO DE ETIDIO Y
DEFICIENTES EN EL TRANSPORTE DE POTASIO (MUTANTES Kdm-)
Se seleccionaron mutantes espontaneas resistentes a bromuro de etidio sembrando

aproximadamente 108 células de la cepa WM27 y WM37 en medio de YPG que contenfa 20

BM de bromuro de etidio. Cuando las fueron suficient te grandes (6 a 7 dfas

después de la incubacién), las mutantes se seleccionaron y sembraron en YPD. A las

mutantes seleccionadas se les probaron marcadores de auxotrofia y crecimiento en YPG +
EB a las concentraciones de 10, 15 y 20pM de EB. También fueron crecidas en medios
selectivos de bajo potasio, y a las que no mostraron crecimiento se les hizo el anélisis
fisiolégico (transporte de potasio y respiracién), para seleccionar clonas deficientes en el

trunsporte de potasio, l1as cuales fueron analizadas genéticamente.

IILE ANALISIS GENETICO DE LAS MUTANTES Kdm"

Las mutantes que mostraron un fenotipo Kdm™ se analizaron genéticamente estudiando
la segregacién de caracteres. Para ello se hicieron cruzas sembrando una asada de células
de cada cepa (mutante y silvestre) con diferente facto!; de compatibilidad o y a en medio de
extracto de malta. A las 24 hrs se chservaron cigotos y diploides, de los cuales se hizo una

I i6n ligera, poniendo a las células en 10 ml de agua destilada estéril y sembrando 200

P

pl de la suspensi6n en medio

Se incubaron las placas por 48 hrs a 30°C, para aislar
colonias individuales. ‘
Después de la incubacién, se indujo la esporulacién sembrando una clona diploide en

el medio de extracto de malta, se incub6 por 48 hrs, y se observaron al microscopio la
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formaci6n de las tétradas (24 hrs. aprox). Las tétradas se resuspendieron en 1 ml de agua
destilada y se digirié la pared del asca afiadiendo 200 pl de B-glucuronidasa (2 mg/ml), se
dejé a temperatura ambiente hasta encontrar ascas abiertas y se detuvo la reaccién bajando
la temperatura a 4 °C.

La diseccién de las tétradas se realiz6 con un micromanipulador Leitz, y 1as acosporas
individuales se sembraron en YPD; posteriormente se les probé marcadores de auxotrofia,
crecimiento en medio selectivo de bajo potasio y resistencia a bromuro de etidio, para el
andlisis de los caracteres. Se hicieron las siguientes cruzas:

WM37 X MD2/1,

MD 33 X C548-5,

MD2/1 X M21y

MD2/1 X M25.

Para verificar el fenotipo de las cepas parentales y segregantes, se les midi6 el transporte

de potasio.

IILF MEDIDA DEL TRANSPORTE DE POTASIO.

A las mutantes obtonidas y a las segregantes de la cruza MD33 X CS48-56 y MD2/1 X
M21 se les hizo un andlisis del transporte de potasio. Para ello se inoculé cada“;m.xtante, las
segregantes y las cepas progenitoras WM27 y WM37 en 200 ml de YPD lquido, y se
cultivaron durante 24 hrs, a 30 °C, en un agitador rotatorio a 250 rpm. Después del
crecimiento, se colectaron las células por centrifugacién a 4300 X g’ por 10 min. y se lavaron

2 veces con agua desionizada (ddH,0). Las células se resuspendieron en 20 ml de agua
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desionizada y se ayunaron con agitacién vigorosa por 16 a 18 hrs a 30°C. Después de este
tiempo, las células se centrifugaron, se lavaron 2 veces con agua desionizada y se
resuspendieron finalmente en una proporcién de 0.5 g/ml (Peso hiimedo).

Los registros del transporte de potasio se siguieron con un electrodo catidnice
conectado a un potenciémetro, un amplificador y un sistema de registro. En la cubeta del
electrodo, mantenida a temperatura constante (30°C), se colocaron 9.8 ml de amortiguador

(MES-TEA 5 mM, pH 6, glucosa 50 mM) y 200 pl de la suspensién de células (100 mg).

HLG MEDIDA DE LA RESPIRACION DE LAS CELULAS.
La respiraci6n de las células se midi6 en un oxfmetro con un electrodo de Clark
conectado a una fuente de poder (Yellow Springs Instruments) y un registrador, La cubeta

del electrodo contenfa 3.8 ml del mismo amortiguador y 200 pl de la suspensién de células.

HLH CINETICA DE TRANSPORTE EN LAS MUTANTES Kdm".
El estudio de la cinética del transporte se hizo con ¥Rb, ya que el potasio y rubidio se
transportan por el mismo sistema (Armstrong y Rothstein, 1964). El transporte de 8Rb se

ensay6 en células tratadas como se describié anterior: , resuspendidas en una relaci6

de 50 mg/ml y mantenidas en hielo hasta el experimento, El transporte se midié incubando
por 2 minutos a 30° C, 8 tubos con 5 mg de levadura en 1 ml de amortiguador MES-TEA
5 mM, glucosa 50 mM. En seguida se afiadié ®Rb a cada tubo para obtengr concentraciones
de rubidio de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1.0, 2.6 y 5.0 mM, y se incubaron por otros 2 min a 30°

C. De 1a mezcla de incubacidx'x se tomaron 100 pl y se filtrs a través de ﬁna membrana de
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nitrocelulosa con un poro de 0.45 pm para eliminar la radioactividad no incorporada, y las
membranas fueron lavadas con 10 ml KCl 100 mM para eliminar el 86Rb unido al exterior
de las levaduras. La radioactividad tomada por las células se midié por medio de un
contador de centelleo, colocando los filtros con las células lavadas en liquido de centelleo.
Los valores de Km y Vmax se calcularon por la ecuacién de Lineweaver-Burk. Como control

positivo se utiliz6 la cepa silvestre WM27 (Pefia y cols; 1975).

TILI CLONACION Y CARACTERIZACION DEL GEN QUE COMPLEMENTA A LA
MUTANTE Kdm® EBR,
En una primera prueba, se buscé la posibilidad de que las mutantes de K. lactis

registentes a bromuro de etidio e i de transportar eficient te el potasio,

pudieran complementarse con el gen TRK1 ya descrito, clonado y secuenciado (Gaber y cols;
1988). De la cruza MDGH33 X (CS48-5 se seleccioné una espora con el marcador de
auxotroffa urad, y que ademas fuera mutante deficiente en el transporte de potasio. Esta
cepa seleccionada,MD 3.31b de K lactis, se transformé con 1 ug de DNA del vector KEp6
y del KEp6TRK de S. cerevisiae y de K. lactis, para ver si el TRK complementaba a la
mutacién en K. lactis. Para la transformaci6n se usé el método de Ito et al (1983). haciendo
células competentes con acctato de litio y las transformantes se seleccionaron sembrando
en medio mfnimo SDURA y posteriormente se replicaron en un medio de seleccién bajo en
sales, LSK, con 1 mM de potasio en el medio.

También se transformé a la mutante MD3.31b con un banco de genes de K. lactis hecho

en ¢l vector KEp6, para identificar al gen que complementa esta mutacién. La
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transformacién de la mutante con el banco de genes se realizé por electroporacién, para lo
cual se prepararon las células de la siguiente manera:

Cien mililitros del medio de cultivo YPD lfquido fueron inoculados con 1 ml! de un
cultivo de 1a mutante en fase estacionaria, y se incubé con agitacién vigerosa a 30°C hasta
obtener lecturas de 80 unidades Klett; posteriormente las células se centrifugaron a 4300
X g’ por 10 min y se lavaron 2 veces con PBS a temperatura ambiente (Sacarosa 272 mM,
MgCl, 1 mM, KH,PO, 5 mM a pH 7.4). Luego las células se resuspendieron en PBS en un
décimo del volumen del cultivo original.

La transformacién se hizo por electroporacién, de la manera siguiente: se colocé 0.8 ml de
volumen final de la suspensién de células y 1 pg de DNA del banco en celdas de 0.4 cm de
un Genepulser de Bio-Rad. Las condiciones de electroporacién fueron: Capacitancia de 26
microfaradios y 1.5 Kvolts.

Después del pulso de voltaje, las células se sembraron en medios sin uracilo para
seleccionar las transformantes que incorporaron el pldsmido. Las colonias que crecieron
después de 4 dfas se replicaron en medios de bajo potasio (LSK1). Las colonias que
mostraron crecimiento en LSK1 fueron seleccionadas para medirles transporte de potasio

y para crecerlas en presencia de EB 20 pM, y para recuperar el pldsmido.

NL.J PREPARACION DE PLASMIDO DE LEVADURA
El pldsmido se recuper6 inoculando 5 ml de medio sin uracilo (medio selectivo para
el pldsmido) de cada transformante complementada, seguida de una incubacién con agitacién

vigorosa a"30°C, por 16-18 hrs. Las células se centrifugaron a 4300 X g’ por 5 min y se
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resuspendieron en tubos Eppendorf con el lfquido residual; posteriormente se adicionaron
0.2 ml de una mezcla fenol-cloroformo (25:24), 0.3 g de perlas de vidrio lavadas con écido,
y se agit6 vigorosamente con vortex a medio poder durante 2 min. Después se centrifugé 5
min en una microfuga y se recuperé la fase acuosa. Se hizo una extraccién mds con
fenol-cloroformo y el DNA se precipité con 2.5 volimenes de etanol absoluto; el DNA se
resuspendié en 100 pl de TE,

Posteriormente se transformé E. coli con 5 pl de la preparacién del pldsmido de levadura,
haciendo células competentes con CaCl, 50 mM (Mandel y Higa 1970). Las transformantes
bacterianas se peleccionaron en placas de LB con ampicilina 60 pg/ml y se crecieron a 37°C,
durante 24 hrs.

Las transformantes bacterianas obtenidas se selecci on y se cultivaron en placas

de LB com ampicilina para obtener el pldsmido. La preparacién se realizé tomando una
asada de células y resuspendiendo en 300 pl de amortiguador TENS, mezclando en el vortex
de 2 a b seg. Luego se aiiadié 150 pl de acetato de sodioc 3 M pH 5.2, se mezclé durante 2

a b seg y se centrifugé 2 min en una microfuga para eliminar restos celulares y el DNA

or 1, El sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo, y se mezclé con 0.9 m! de etanol
absoluto preenfriado a -20°C; se centrifugé 2 min en una microfuga. El sobrenadante se
descarté y el precipitado se lavé con etanol al 70%, posteriormente se secé al vacfo por 5 a
10 min y se resuspendi6 en 50 o 100 pl de TE.

Con 1 pg de 1a preparacién de pldsmido obtenido de bacterias, se volvi6 a transformar a
la mutante MD3.3 1b para comprobar que se recuperaba el fenotipo de crecimiento en bajo

poﬁsio, la gensibilidad a EB y el transporte de potasio. Se seleccionaron las transformantes
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siguiendo el protocolo descrito con anterioridad, de entre las clonas que incorporaron el
pldsmido. De una de ellas se realiz6 un mapa fisico con endonucleasas de restriccién para

subclonar y secuenciar el gen.

LK TRANSFORMACION DE E. coli.

Se prepararon células competentes de E. coli, inoculando 70 ml de medio LB con 50
ul de un cultivo en fase estacionaria e incubando en agitacién a 37°C hasta tener una
densidad de 65 U Klett. El cultivo se dividié en dos tubos con 35 ml de cultivo y se
centrifugé a 4300 X g’ durante 10 min, El precipitado celular se resuspendi6 en 20 ml de
CaCl; 50 mM y se colocé en hielo por 20 min; después del tiempo de incubacién se
centrifugaron y resuspendieron en 2.6 ml de CaCl, 50 mM a 4 °C. Las células competentes
fueron colocadas en hielo hasta su uso.

La transformacién se realizé mezclando 200 pl de células competentes con la cantidad
deseada de DNA (de 1 a 5 pg), en un tubo Eppendorf, y la mezcla se colocs en hielo por 30
min, Después del tiempo de incubacién se colocaron en un baiio a 42°C, por 3 min, y luego
we afiadié 1 ml de LB e incub6 en un baiio a 37°C por 1 h. Las células se colectaron por
centrifugacién y se resuspendieron en 200 pl del LB residual. Toda la mezcla se gembré en

LB+amp y las placas se incubaron a 37°C durante 24 hrs.

NLL SECUENCIA DE DNA DEL INSERTO DE LA CLONA 3M

Para determinar la ia de amb. d del DNA ‘de un fragmento BamH1-

BamH]1 de 6.6 Kb que 1 t6 a la se utilizé el método de Sanger (Sanger
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y cols; 1977).
Para facilitar la secuenciacién, se subclonaron 2 fragmentos BamH1 de 3.5 y 3.1 Kb de
la clona 3M en el sitio BamH1 de PTZ 18R en las 2 direcciones y se secuencié por extensién

con oligonuclétidos sintéticos.

PREPARACION DEL TEMPLADO pTZ
El DNA usado para secuenciacién fue de cadena sencilla, y se preparé tranformando la
cepa de E. coli TG-1 con los pldsmidos PTZ 18R+BamH1. Las transformantes que llevaban
vector e inserto se seleccionaron en LB+ampicilina 60 pg/ml, adicionado con §0 nl de X-gal
y 10 pl de TPTG para comprobar la presencia del inserto.
El templado se preparé cultivando una colonia de cada transformante en 2 ml de medio
2X YT, con 150 pg/ml de ampicilina, a 37°C, hasta alcanzar una densidad éptica de 0.5 U
klett. Después del tiempo de incubacién se afiadié 20 pl del fago ayudador M13KO07 a cada
tubo y se incubé con agitacién rotatoria de 300 rpm por 1 hr, a 37° C. Posteriormente, del
cultivo infectado se tomaron 400 ul y se inocularon 10 ml de medio 2X YT, con 70 pg/ml de
kanamicina, Se mantuvo toda la noche, con una agitacién de 300 rpm a 37 °C. El cultivo
saturado fue agitado en vortex y se centrifugé a 6900 X g. El sebrenadante se transfiri6é a
un tubo Corex y se aifiadieron, por cada 10 ml de cultive, 2 ml de una solucién de
polietilenglicol al 20%, NaCl 2.5 M; la mezcla se colocé en hielo por 1 h y se centrifugé a 12
100 x g durante 20 min. El sobrenadante se eliminé y el fago fue resuspendido en 300 pl de
TE e incubado en hielo por 1 h en tubos Eppendorff. Posteriormente se centrifugé 5 min

para eliminar el material insoluble, y al sobrenadante se le hicieron extracciones con fenol-
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cloroformo hasta eliminar toda la protefna. La fase que contenfa el DNA se precipité con 3
volimenes de etanol abscluto y un décime de acetato de sodio 3 M, pH 5.2 a -20 °C por un
tiempo de incubacion de 1h, a toda la noche. Posteriormente se centrifugé durante 20 min,
en una microfuga en frfo; se lavé, secé y resuspendi6 en 20 pl de agua.

Las reacciones de secuencia fueron realizadas como se describe en el Manual de
Sequenase Ver 2.0 (United States Biochemical) usando 2 ng de de un oligonucleétido, 1 pg

de ssDNA y el isétopo usado fue (*S-ATP) obtenido de NEN Research Products. Los

oligonucleétidos dos para sect iacién, se sintetizaron en un sintetizador de DNA
(Applied Biosystem).

Las muestras fueron sometidas a electroforesis en dos geles: una corrida corta y una
corrida larga, para leer inmediatamente después del oligonuclétido y de 150-200 bases

después del olig leétido, respectivamente. El gel de corrida corta contenfa TBE 1X,

acrilamida 6%, bisacrilamida 0.3% y urea 48%; el gel de corrida larga contenfa acrilamida

6%, bisacrilamida 0.2%, urea 48% en TBE 1X. La corrida corta fue por 2 h, a 1900 velts,

hasta que el colorante azul de br fenol idoenla lader i6n llegara al final
del gel. El gel de corrida larga fue corrido durante 5 h a 1950 volts. Al término de la corrida,
los geles fueron secados a 80° C al vacfo durante 1 h y expuestos a pelfcula de rayos X XAR
& de 35x43 cm durante 14 a 48 h. .

14oosd

Una vez la i leta, se analizé con el programa de anélisis de

secuencias de DNA Eugene, y se determinaron los posibles marcos de lectura abierta y

demaés fueron parados contra todo el banco de genes, Genebank (Burks y cols; 1992).
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IILM HIBRIDACIONES CON EL BANCO DE GENES DE K lactis.
Se prepararon hibridaciones in vitro del banco de genes para clonar el gen completo
de la H*-ATPasa de K. lactis, usando como sonda un fragmento Xbal de 627 pb del extremo

carboxilo terminal de la H*-ATPasa.

Marcaje del fragmento por “Corte y reparo”

El fragmento se marcé de acuerdo con el protocolo de "Nick Translation”, de BRL. Se
usé 1 pg de DNA, 156 pmolas de (o-32PXICTP con una actividad espectfica de 800 Ci/mmol,
dGTP, dATP y dTTP a 3.12 uM. DNA polimerasa I 0.4 U, DNAsal 40 pg; en un volumen
final de 50 pl. La mezcla ge incub6 a 15°C, por 60 min y luego se afiadieron 5 ul de EDTA

disodico 300 mM, pH 8.0 para detener la reaccién. Los nucleétidos no incorporados fueron

d

separados la la de r i6n por una columna de Sephadex G50 equilibrada

previamente-con Tris HCI 10 mM, pH 8.0, NaCl 50 mM, EDTA 0.1 mM, pH 8.0

Preparacién de los filtros para hibridacién

Se hicieron tftulos de! banco de genes por diluciones seriadas, sembrando en placas

de 15 cm de didmetro con LB+amp 60. Se calculé la cantidad apr de una suspensié:

de bacterias para sembrar, de modo que se tuvieran de 1000 a 2000 colonias de bacterias
por placa y se represento el genoma de la levadura, al menos una vez. Se seprraron doce
placas, incubandose a 37°C toda la noche.

Cuando las colonias crecieron y alcanzaron el tamafio adecuado, se colocé una
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membrana de nitrocelulosa de 156 cm HATF de Millipore sobre las colonias, permitiendo que
se humedeciera, y después de 10 min se retiraron de las cajas con las colonias unidas a la
membrana. Posteriormente se colocaron con las bacterias hacia arriba sobre una hoja de
papel 3MM humedecido con NaOH 0.5 M por 15 min. Después se transfirieron a papel 3SMM
humedecido con Tris HCl 1 M, pH 7.5 por 15 min, para permitir la neutralizacién, y se
transfirieron a otra hoja de papel con Tris HCl 0.5 M pH 7.5, NaCl 1.25 M y se
neutralizaron durante 15 min. Finalmente, los filtros fueron transferidos a una hoja de
papel 3MM seca y el DNA se fij6 inmediatamente por irradiacién con luz ultravioleta por
1 minuto.

heidacd

1br en Forn id

con el Fragmento Radioactivo

Los filtros se incubaron con 30 m) de 1a solucién de hibridacién y se colocaron en una
bolsa sellada a 42° C para pre-hibridizar.
Para llevar a cabo la desnaturalizacién de la sonda radioactiva, esta fue hervida por
10 min con 2 pg de DNA de esperma de salmén y luego se colocd directamente en hielo para
desnaturalizacién y se afiadieron 2 ml de la solucién de hibridacién. La bolsa conteniendo
los filtros se retiré de la incubadora y se mezcl6 con la sonda radioactiva. La bolsa con los
filtros se colocé en la incubadora a 42° C y se permitié hibridizar toda la noche.
Lios filtros se retiraron de 1a solucién de hibridizacién y se lavaron tres veces con 500
ml de solucién de baja astringencia durante 15 min para eliminar la radioactividad no unida
a los filtros. Deaspués se lavaron tres veces en 500 ml de solucién de alta astringencia a 65°

C por 16 min para eliminar la uni6n inespecifica del DNA. Posteriormente los filtros se
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secaron a temperatura ambiente y se expusieron para autoradiograffa usando pelfculas de

rayos X XAR 5.

Las colonias positivas se sel ron parauna da hibridacién y posteriormente

se preparé pldsmido para comprobar que llevaran e! gen de la H*-ATPasa completo.
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IV, RESULTADOS

IV.A MUTANTES RESISTENES AL BROMURO DE ETIDIO

Partiendo del trabajo del grupo de Brunner y cols (1982), se decidié obtener mutantes
resistentes al bromuro de etidio e incapaces de transportar potasgio. Cultivando a las cepas
WM27 y WM37 en el medio de YPG con bromuro de etidio (EB) 20 uM, de la primera cepa
se aislaron 200 mutantes resistentes 8 EB 20 uM; de éstas se seleccionaron sélo 44 para
medirles transporte de potasio y crecimiento en medios con 1 mM de K'. Las mutantes
mostraron un crecimiento normal, tanto en medio rico de YPD como de YPG, y mostraron
un buen crecimiento en YPG con 10, 15 y 20 pM de EB, asf como un requerimiento de més
de 10 mM de K’ en el medio para crecer. A las mutantes selecciondas se les midié
transporte de potasio y 5 de ellas mostraron diferencia en el transporte. Las cepas
selecciondas fueron: CS48-6, M-5, 70, 139 y 146. Las tres 1iltimas mostraron un fenotipo
mutante Kdm" (mutante deficiente en el transporte de potasio), sin embargo, revirtieron
fdcilmente al fenotipo silvestre y eran capaces de transportar el catién. Se tomé \inicamente

a la mutante CS48-5 para andlisis posterior.
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A la mutante CS48-5 se le ensay6 varias veces el transporte de potasio, sin que
mostrara cambios, indicando que la mutacién era estable y que exhibfa un fenotipo Kdm’

en medios de bajo potasio y en registro de transporte de potasio (Fig 3, Fig 4).

De la cepa WM37 se seleccionaron 126 mutantes resistentes a EB, de las cuales, al
ser cultivadas en medios con bajo potasio, se seleccionaron 23 mutantes que no crecieron en
LSK1 para medirles el transporte de potasio y la resistencia al EB. De las 23 mutantes
seleccionadas, las cepas M21, M25 y M27 no transportaron potasio y fueron resistentes a
EB 15 y 20 pM. Estas mutantes mostraron ser estables; continuaron siendo resistentes a
EB y no transportaron potasio. El estudio del transporte de potasio se hizo con el electrodo
cati6nico en 2 condiciones: en ausencia de catién afiadido al medio, o en presencia de 300
pM del catién. Como puede verse en la Figura 3, en ambas condiciones, las mutantes son
incapaces de transportar potasio. Si acaso, en el medio con 300 uM de potasio aiiadido, la
M21 y la C548-5 fueron capaces de transportar un poco, pero claramente con una velocidad
mucho menor que la cepa silvestre, WM27. A estas mutantes se les verificaron los
marcadores de auxotrofia y crecimiento en EB 15 y 20 puM, para confirmar los fenotipos

esperados de resistencia a EB y falta de crecimiento en LSK1.
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Fig 3. Transporte de potasio en mutantes resistentes a 20 pM de bromuro de etidio. La cepa

silvestre WM27 muestra un transporte normal comparado con las mutantes CS48-5 y

M21,M25.Los trazos de la izquierda fueron hechos con cero potasio en el medio de

incubacién y los de la derecha con 300 pM de potasio adicionado al medio de incubacién. El
medio de incubacién fué MES-TEA 6 mM, y Glucosa 50 mM. -
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Fig 4. Transporte de potasio en la cepa silvestre WM37 y las recombinantes MD3.3-1b,
MMA(2) y MMA(3) medidas con glucosa y etanol como sustrato. Condiciones de incubacién:
MES-TEA 5mM, glucosa 50mM o etanol 0.1%.

Las mutantes CS48-5, M21 y M25, fueron analizadas genéticamente para comprobar

que la mutacién era cr émica y énica. Para el anlisis de 1a mutante CS48-5 se

realizé una cruza con las cepas MD2/1 Matox X WM37 Mat a. De esta cruza se realizé la
diseccién de las tétradas y se aislé una segregante MD33, con la cual se realiz6 la siguiente
cruza: [MD33 Mat a ura A] X [CS48-5 Mata lis A Kdm’], [M21 Mat a, hisA] X [MD2/1
Matae, lis A, arg A, y Ura Al y [M25 Mat a, hisA) X [MD2/1]. Los diploides heterécigos (Kdm™
EB'/Kdm* EB®) fueron sembrados en medio de bajo potasio LSK1 y en medios con 15 y 20

pM de EB; mostrando un crecimiento similar a los diploides homéciges (Kdm* EBYKdm*
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EB"). Ademas se midi6 el transporte de potasio de los diploides homécigos y & 6eigos; los

diploides hetorécigos mostraron un curso temporal de transporte de potasio similar a los

diploides homécigos, indicando que se trata de una mutacién recesiva (Fig 5).
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Fig 5. Medida de transporte de potasio en los haploides y diploides homécigos y heteréeigi
No se observan cambios en la medida del transporte: Los trazos a la izquierda se realizaron
sin potasio y los de 1a derecha se adicion6 300 pM de potasio al medio de incubacién.
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Los diploides heterécigos MD33 X CS48-5 se sometieron a esporulacién y diseccién
de tétradas. Un andlisis de auxotrofia y prototroffa, crecimiento en EB 20 y LSK1 de 35
tétradas reveld una segregacién tipica mendeliana 2:2 para los fenotipos de resistencia a EB
y deficiencia en el transporte, indicando que la mutacién es nuclear, y ademds, que la
resistencia al EB y la deficiencia en el transporte de potasio estdn dadas por el mismo gen,
aunque existe la posibilidad de que sean dos genes que se segregan ligados con alguna
] relacién fisica y funcional, El andlisis de 15 tétradas de la cruza M21 X MD2/1 dio
resultados iguales, confirmando una ligacién estrecha.

Se hizo también un registro de transporte de potasio a las segregantes y cepas
parentales, comprobando el patrén de segregacién 2:2 obtenido en crecimiento en placas,
puesto que tuvimos dos segregantes que mostraron transporte de potasio parecido al
silvestre y dos segregantes que mostraron dificultad para transportar este catién (parecido
a la mutante). En las segregantes que mostraron un fenotipo parecido al silvestre, se
observé una salida y posterior incorporacién de potasio al interior celular, mientras que en
las segregantes, que mostraron dificultad para transportar al potasio, se observé una
deficiencia en la reincorporacién de este catién (Fig 6). Se seleccioné entonces una
recombinante resistente a EB y deficiente en el transporte, MD3.3-1b uraA, lisA para llevar
a cabo el anélisis cinético y para la transformacién. Trazos de transporte de potasio de la
recombinante seleccionada indicaron que muestra deficiencia en el transporte de potasio (Fig

n.
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Fig 6. Transporte de potasio en los productos de una tétrada de la cruza [MD2/1] X [CS48-
5], dando un patrén de segregacién 2:2, Las di de incubacién fueron MES-TEA
5mM, pH 6, glucosa 50mM,
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Fxg 7. Transporte de potasio en la cepa silvestre WM27 en la mutante CS48-5 y la

inante da para transformacién MD3.3-1b la cual es resistente al bromuro
de etidio y es Kdm". Las condiciones de incubacién son identicas a los de la Fig 6 pero se
afiadié potasio 300 nM en loa trazos de la izquierda.
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IV.B ANALISIS CINETICO DE LAS MUTANTES
Se realiz6 el andlisis cinético de la cepa silvestre WM27, y de la recombinante aislada
MD3.31b. Los resultados del transporte con **Rb de estas cepas mostraron grandes cambios
en las constantes cinéticas en la cepa silvestre comparada con la mutante. La mutante

précticamente no transporta rubidio.

Se determinaron las constantes cinéticas de las cepas para el transporte de Rb*. Como
se encontré, hubo cambios significativos en los valores de Km y Vmax. En la mutante, la
Km para el transporte de rubidio fué 20 veces més alta que en la cepa silvestre (de 0.5 mM
a 10.4 mM). La V max fue 8.3 y 1.46 nmol para el ¥Rb (min.mg.) para la silvestre y la
mutante, respectivamente, Estos resultados y los de resistencia a EB, dan evidencia de que

el sistema de transporte ests alterado,

IV.C TRANSFORMACION DE LA MUTANTE MD3.3-1b
La transformacién de la mutante se realizé6 por electroporacién. Se encontraron
adecuados los siguientes pardmetros: una capacitancia de 25 pF, 1 pg de DNA ykun pulse
de 1200 volts. Se obtuvo una eficiencia de 300 a 400 colonias de transformantes por caja,
las cuales fueron seleccionadas en medios sin uracilo y posteriormente fueron replicadas en
medios con bajo contenido de potasio (1 mM) para ver el crecimiento y 1a complementacién.
Se transformé la cepa MD3.3-1b uraA, lisA Kdm', con el vector de expresién KEp6. Este

vector de expresién se caracteriza por tener la capacidad de replicarse en levaduras y
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bacterias. El marcador de seleccién para mantenerlo en las levaduras es el marcador de

auxotrofia URA 3 de S. cerevisiae, que compl a el uraA de K. lactis.

Se obtuvieron de 200 a 300 transformantes de la mutante por 1 pg de DNA de vector
KEp6, las cuales fueron posteriormente cultivadas en medios selectivos de bajo potasio LSK,
en donde no mostraron crecimiento, porque el vector dnicamente complementa el marcador
de auxotrofia y no la mutacién del transporte. Esto indicé que contabdmos con un buen
sistemna de transformaci6n para identificar al gen que complementa la mutacién en la cepa
MD3.3-1b.

También se transformé a la mutante con el gen TRK1 de S. cerevisiae, generosamente
donado por el Dr. R. Gaber, y no se observé complementacién de la mutacién en K. lactis.
Asf también, un fragmento genémico de K. lactis que complementa la mutacién trkl de S.
cerevisiae, no complementa la mutacién en K. lactis; indicando que la mutacién no
corresponde al locus TRK-1.

Transformando por electroporacién a la mutante de K lactis con el banco de genes, se
aislaron 9 clonas independientes que crecieron en los medios de seleccién para el transporte
(LSK1) a partir de 12,000 transformantes aproximadamente. Se aislé el pldsmido de las 9
clonas y se transfirié a bacterias. Se volvi6 a transformar a la mutante con el DNA de cada

clona, y observamos que sélo en 8 se recuperaba el fenotipo de erecimi en bajo pot:

(1 mM) y que ademss, estas transformantes recuperaban su sensibilidad al EB (Fig 9) y

eran capaces de transportar potasio comparado con la silvestre (Fig 8).
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Fig 8. Transporte de potasio de 4 transfi ntes compl tadas con el banco de genes.
Las transft ntes tran un fenotipo de transporte similar al de 1a gilvestre WM27, con

excepcién de la transformante 8M que llevar un inserto més grande que la clona 3M y con
el mismo patrén de restriccién. Los medios de incubacién fueron idénticos a los de las
figuras anteriores,
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Fig 9. Crecimiento en LSK1 , LSK10 y bromuro de ctidic EB15 y EB20.La primera hilera
horizontal representa la cepa silvestre WM27, las mutantes CS48-5, MD3.3-1b y la cepa
silvestre WM37. Las dos hileras horizontales inferiores representan las transformantes de
1a MD3.3-1b complementadas con los pldsmidos 1M, 2M...8M y se observa que muestran un
fenotipo igual que el silvestre de sensibilidad al EB y crecimiento en LSK1.

Un andligis con endonucleasas de restriccién de las 8 clonas indic6 que eran parecidas
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en patrén de restriccién, y por medio de una digestién sencilla con Cla I, se observé que 3
de ellas habfan sufrido rearreglos porque perdfan sitios de restriccién del vector y daban
patrones de restriccién diferentes entre ellas, al digerir con Cla I y otras enzimas. Las §
clonas restantes dieron patrones similares con todas las enzimas probadas, y s6lo variaron
en el tamafio del inserto. De las 6 clonas, se seleccioné la que llevaba el inserto de menor
tamafio, 3M, para hacer un mapa fisico y subclonar el gen de interés. La clona 3M muostré
un inserto de 6.6 Kb aprox, y es el responsable de revertir el fenotipo mutante a un fenotipo

silvestre. En la Fig. 10 se muestra el mapa fisico del inserto.

IV.D ANALISIS DE LA SECUENCIA DE DNA DE LA CLONA 3M
La secuencia de nucledtidos del inserto se determiné por el anélisis de la secuencia del
fragmento de 6.6 Kb contenido en KEp6. La estrategia para subclonar y secuenciar fue la
siguiente: 1a clona 3M fue digerida con BamH1 y los dos fragmentos obtenidos de 3.6 y 3.1
Kb fueron subclonados en ambas direcciones en el sitio de BamH1 del vector PTZ 18R. La
secuencia se realizé6 por el método de Sanger usande extensién con oligonucleétidos

sinteticos. El andlisis de la ia de ambas cad result$ en la identificacién de un

inserto de 6613 pb con tres marcos de lectura abierta. En una de las cadenas se encontré
un marco de lectura abierta (ORF-2) de 1200 pb que codifica para una protefna de 398
aminoacidos que corresponde al gen de la "Old Yellow Enzyme" de Warburg, OYE-K.lactis
(Fig 11A). En la cadena opuesta se encontraron dos marcos de lectura abierta: ORF-1 do
1500 pb y que se desconoce para que codifica, y ORF-3, un fragmento de 778 pb que codifica
para PMAL, el gene de la H-ATPasa.
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gene que codifica para OYE1, la Old Yellow Enzyme
El marco de lectura abierta consta de 1200 pb y presenta un

Se encontrs que ORF-2 tiene el 72.4% de identidad con la "Old Yellow Enzyme”, que

es una NADPH oxidasa de S. carlsbergensis (Fig 11B) descrita originalmente por Otto

Warburg (Warburg y Christian, 1933), . Esta enzima ha sido descrita por el grupo de
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Massey (Kazuyo y cols; 1991) y es codificada por un gene de 1.2 kb cuyo producto es un
polipéptido de 400 amino4cidos con un Mr = 45,021 Da, Se ha identificado que el producto
del gene OYE tiene actividad de NADPH oxidasa, pero el papel fisiolégico de 1a proteina en
la célula se desconoce. El ORF-2 en el fragmento genémico clonado de K. lactis fue
identificado como OYE dnicamente por comparacién de la secuencia de aminodcidos en el
banco de datos. Ambos genes OYE de Saccharomyces y Kluyveromyces son parecidos en
tamafio y secuencia, y ambas proteinas presentan un sitio de unién a nucleétidos. Ambos
genes cedifican para protefnas hidrofflicas, como se muestra en el perfil de hidropatfa hecho
de acuerdo con Kyte y Doolitle (1982) Fig. 11 C. En este caso no se ha evaluado la actividad
de la enzima, pero se ha hecho la interrupcién del gen, subclonando el gen URA 3 en el sitio
de BamH 1 en la region que codifica para OYE. Se transformé por electroporacién a la cepa
silvestre MD2/1 con el fragmento Hinell y otro HindIII de OYE con el gen URA 3 internc
y no se obtuvieron transformantes viables, lo que indica que una interrupcién del gene
puede ser letal y por tanto que OYE es esencial para la célula, se sabe que ORF-2 codifica

para la Old Yellow Enzyme s6lo por la comparacién de secuencias.
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Fig 11B. Alineamiento con el banco de datos de la secuencia de aminodcidos de la Old
Yellow Enzyme. La secuencia muestra parecido en tamaiio y 86% de identidad con la Old
Yellow Enzyme de S. carlsbergensis.Las letras de enmedio de las 2 secuencias representan
aminodcidos idénticos

Un fragmento de HinclI-HinclI con el gene OYE se subclono en el sitio BamH1,
llenado con nucle6tidos para hacer extremos romos, de KEp6 y en el sitio de Smal de
YEpKD 352, Otro fragmento de Pstl-Dral con el gene OYE de K. lactis también se subcloné
en el sitio Pstl-Smal de YEpKD 352 (Fig. 12). Con ambas subclonas se ha transformado a
la mutante MD 3.3-1b y no se observé complementaci6én, indicando que OYE no estd

relacionado con €l sistema de transporte de potasio.

56



oye -sc =->» KD Hydrophobicirty «<1/11>

Protein sequence 399 a.a. wstvkdfkpgal ... yeealklgwdks
100 200 00 400
LANLINN JL I I S B A L S A AL O R B LI
2 = - 2
1 - 1
o = - 0
-1 - - -1
-2 -4 _—
-3 - -3
Lo et real ra e b a1yl O |
100 200 300 400

oye-kl ~> KD Hydrophobicity <1/11>

Proteln sequence 401 a.a. msfmnfepkpla ... tyeeavakgykk
100 200 300 400
LIt LN I I 0 N I D A L L A L Y N L L

3 | 3
2 - o
1 - b1
o -] - o
-1 - -1
-2 - ~ -2
-3 ‘ﬂ'n paatoaaa by paa v e Vgt raa gty -

100 200 300 400

Fig 11.C El perfil de hidropatfa de la parte de arriba corresponde al gene OYE de S.
cerevisine y el de la parte inferior a K. lactis. Ambas protefnas son similares en secuencia
de aminoécidos y también tienen un perfil de hidropatfa similar,
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El marco de lectura abierta OIiF-l en la cadena complementaria fue identificado
hasta el momento en 1470 pb, considerando que el gen comi;mza en metionina, o 1500 pb
si comienza con cualquier otro aminoéacido; en la secuencia obtenida hasta el momento no
se tiene codén de término, por lo que muy seguraniente el gene es mds grande (Fig 13).

El marco de lectura obtenido se comparé con un primer banco de datos y no se
encontraron secuencias con similitud o dominios conservados. En otra biisqueda en el banco
de genes mds actualizade, se encontré 57.9% de identidad en 107 pb sobrelapadas con el
gene DRBP-JK, que codifica para una protefna de unién al DNA implicada en la sefial de
recombinacién en D. melanogaster; 58.5% de identidad en 117 pb sobrelapadas con el gene

bib, que es un gene neur

génico de D. mela ter. Otros alineamientos mostraron 50%
de identidad con 70-110 pb sobrelapadas con protefnas de unién a DNA, como factores de

transcripcién o protefnas reguladoras. La funcién de este posible producto genético no es

claro, pero no es un gene resp ble de pl ién en nuestra mutante MD3.3-1b

porque no le confiere capacidad de transportar potasio.

68



A _= £ - _ = E4 = - x
33 EE: & P oz
U—M———— 3IM
YEpKD
————— e,  [OYE-1
YEpKD pOYE-2
—_———eeesaalll———————
KEp6 pOYE-3
KEp6 pOAF1-4
—
pORF1-S
YEpKD pORF1-6
|
pORF1-7
YEpKD  pPMA-8
A |
KEpb pPMA-S
KEpB pPMA-10
.-

PFIG. 12 A Mape ds Restriccion y Subclonas con el Gene de lx 01d Yellow Enzyme
B)> Construcciones de ORF-1 en XEpb y YEpKD
C)> Diferentes Subclonas con el Fragmento de la H-ATPasza.



1480
ACGEATA CTTTAACC ATG AAT

440
ATT AAT Geo

e

aaa
1ys

CGA
ay

GAT
asp

TIC
phe

ATG
mat

as0
mar

AGC
ser

ATG
met

ATG

mat
o0

pro

GAC
asp

ccc
arg

an ala

CCA MAC
pro asn

AAC GAT
asn asp

asn arq

ACT ATT
the 1le

1T€C TIA
sar lay

GCT CCe
ala pro

1120
CAC ATG
nis eat

TTT CCA
ehe pro

TTC Tea
leu ez

ACC GCA
e gly
910
ATG CAT
mst hix

ATG TTC
ast phe

ACC ACT
thr thr

GGT GCA
gly als

cescsa.s At asn

CCT TTA CoC
ala lew Qly

1300
TCA AT TCT
nr
1340
©UC LG CCA
als ala pro

86T MG GST
Qly asn qly

CCA CAA CAG
po gin gla

1200
GTA CCA GGT
val pto qly

1160
CAC ATG ATG
his met met

€CT CAT TCT
pro his ez

CCA CCT GAT
pro pro awp

1910
CCA AGT GGA
pro sar gly

o
GGT GTT AT
qly val amm

TAT €CT CAA
tyz pro gln

TCG ATG MAT
trp met asn

L]
GTA GGC GAA
ala gly glu
(L1

TCA TIC ACT TTA

ser phe thr

ATt Gac

1e 2ep
1420

CAA TTG

41n leu

AT ACT
atn the

ATA GEA
ile ala

AC AT
asn azn

1240
TIG CAG
isu gln

€CA TCA
pro ser

AAT CCA
asn pro

GGA TTC
qly phe

1060
TCC AGC
T near

GGT ACT
g1y sar

GAT TCT
P ser

cas TAT
Qln tyr

»0
cca GAtT
Pro asp

GAT €6
asp pro

1460
CCA GTT TCT GTT CCA
Pro val ser val pro

CAT TG GAT GAT GIT
his 1eu asp asp val
1360
CAA GAA €CA CAT CAG
9in glu pro asp gin
1310

GEC GCA ACT GAM ACA
ala ala thr glu thr

GCT ACA
2la thr sec ala thr

CAG CAA CAG TTT TTC
91n gln glu phe pha

1180
GEC CCC GGA CCA GCA
g1y pro 91y pro ala

1140
TTC ATC €CG TAC CAT
phe mat pro tyr his

1100
TTT CCC GGT GCA CAG
pha pro gly ala gln

GCT GCT GTT GAT TIC
ala ala val asp phe

1000
GCT GIT COC GOT GCA
als val pro qly ala

960
GCC ATC CCA GGT TCT
ala tla pro gly ser

910

ATG AAC CAT AAT GCO
®mat aun bis asn gly

TTC AAT TCT AGT GCT
isu ssn ser ser ala

220
CAG ANT CAG GAT TCC
qQln asn gln asp ser

780

GAA TCT TCT GAA CAG GGG

1
CAA ACC
Qlu thr gy

1400
CTT CAA
val glu

GAG ACT .'
Glu the

ATT AGT
ile ser

LT
MC GGT
asn qly

1220
ATG GG
eet gly

1

1

<CT ATG
pro mat

€CT ATG
Pro mat

1
GAT CAA
a1p gln

1840
AAC CTA
asa leu

GCA MAC
Qly amn

GAC CTG.
ap lsu

CAA AGG
gin azg

860
ATC GAC
t1e avp

Tt ot6
pha val

AAT GAT

1eu glu ser ser glu Gin gly asn asp

760

GCC AAG GTG CCA GOT GCT AAC ACT
als dye val pro 9ly ala asn the

ccA

act
thr

[
pro

™6
It

ATG
rat

cer
pro
0

ccA
pro

 AnT
asn

ARA
tys

™0
lau

GTG TCA GCT

GAR ACG ACG
qlu thr ohr

520
GAM CCT 7T
qlu ala sar

CAM GeT get
qln ala ala

CCT GTA CTA
pro val leu

GGT TCE CEA
g1y sar pro

GTC €CG GGC
val pro giy

100
TCC GCA GAT
£ als asp

CAA TCT AAC
oin ser asn

AGT €A cCT
sar gin pro

260
TTT 6CT CCT
phe ala ala

TAT CAT CCG
his bz pro

CAG AGC ART
gin ser amn

GGT TCT AGT
qly ser sar

0
CCT CAA CGC
vto 9in azg
10
GAA €M TTC
glu gin phe

700
ACT GAC TG TTC

GAT GCC ACT GOT
asp ala thr gly

GCC TCG AMA AAA
ala aer lys lys

GCT TAG €CT TAC
ala tye pro tyc

520
TCT GGC CAT CeA
ser gly bis pro

T1C CCY GGT TAC
phe pro gly tyr

CET ACT AAC ACG
pre thr asn thr

GGG AR GAA LA
o1y lys glu ala

3
CGT CAT GTA CAC
arg his val his

300
GGT AGT CTG CCA
qly ser leu pro

CCT CAC GGT AGT
pro his gly ser

GGT CAC GCA GGC
Qly his ala qly

160
AAC €CT CAA AT
asn pro gin his

120
€GT AGC AAT TTC
atg ser amn pha

TTT GAA GAT GGT
phe glu asp gly

GIT GGG TCA ATC
val gly ser ila

140
h1=4
ser

ANC

Acc
thr

GAG
glu
360
Acc
thr

c16
leu

6ot
sly

76
lay

380
AAC
asn

TCT
sar

ATG
met,

€CT ARG

pro

200
cer
pro

A
arg

caa
ety

1T
sep
20

TAC
tyr

AGA AGA
arg arg

AT TCT

AAT GCA
am ala

600
MG CAG
mat gln

€GT GEA
qly ala

6CT CAT
gly his

TTIT AAT
phe amn

420
ANT GCA
an als

AGC AGC
ser aer

GGA ACT
gly thr

TCA GGA
sar gly

140
e
axn phe

CCA oCT
pro ala

A GT
lys a1g

AT ATG
asn mat

0
CGT TAT
arg tyr

TCT TG
sar ley

CAR ACT TTC CAT
gin thr phe his

"o
ACT TCC AGT €CC

40
TCA CCA ACA TCA
ser ala thr ser

GAT CGT GIT TAT
asp atg wal tyr

5
17G CTG €A CCA
leu lay qin pro

CAT CCC CAT GCT
his pro his pro

ACA GCT 1TC TCT
the ala phe ser

6GT TCT CCA GCC
qly ser pro als

3
GGG GAT CCA AGT
Gly asp pro ser

AAT TCC CCA GGA
asn ser pro Qly

280
CCT ARC €CG TGO
pro asn pro trp

CIC GTT CEA CAC
1eu val pro his

1
GEC GAT CAA AGA
91y his gin arg

140,
CAT TIC AAT MAC
his phe asn asn

100
AM CCT CAT 66T
1ys pro bls qly

€AA GAT GCT GTA
9in asp ala val

1
TGT AMG GAT CC
cys dys aep ..

Fig 13. Marco de lectura abierta ORF'1 identificado en la cadena complementaria, de 1.6 kb,
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Un fragmento BamH1 de 3.5 Kb con el ORF-1 subclonado en el sitio BamH1 de KEp6
y YEpKD en ambas direcciones se us6 para transformar a la mutante deficiente en el
transporte de potasio MD3.3-1b, y tampoco se observé complementacién, indicando que ORF-

1 tampoco participa en el sistema de transporte de potasio (Fig 12).

El tercer marco de lectura abierto encontrado en ORF-3 de 778 pb se comparé con
el banco de datos y se encontré alta similitud con el gene de la H*-ATPasa descrita (Serrano
y cols; 1986). El ORF-3 de 778 pb s6lo codifica para 256 aminodcidos del extremo carboxilo
terminal de 1a H*-ATPasa de K. lactis, y este fragmento tuvo similitud de 64.7% en 1325
pb sobrelapadas con el gene PMA1 de la H*-ATPasa de la membrana plasmética de S.
cerevigiae, y una similitud de 63% en 1352 pb sobrelapadas con el gene PMAL de S. pombe
(Fig 14 A). En cuanto a la secuencia de amino4cidos de ORF-3, presenta 85.8% de identidad
en 254 amino4cidos sobrelapados, indicativo de un alineamiento casi perfecto, y que se trata

del gene de la H*-ATPasa de K, lactis (Fig 14 B).
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Fig 14 A, Alineamiento de la secuencia de nucleétidos del tercer marco de lectura abierta
ORF-3 con el banco de datos. Los porcientos de similitud mds altos fueron obtenidos para
el gen PMA1 de 1a H-ATPasa de S. cerevisiae, S. pombe y N. crassa, y con altos porcentajes
de identidad con el extremo carboxilo terminal de dichos genes,
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Fig.14B Alineamiento de 1a secuencia de aminodcidos de ORF-3 con la H-ATPasa de S.
cerevisiae, mostrando un alto grado de similitud. Las lineas de en medio de las 2 secuencias,
representan un alineamiento idéntico, los asteriscos aminodcidos diferentes.

El tercer marco de lectura abierta, ORF-3, que contiene un extremo carboxilo terminal

de la H*-ATPasa de brana pl ética, 8o subcloné y con esta clona se transformé a Ia

mutante, observando complementacién génica lo cual indica que la H*-ATPasa, puede ser
parcialmente responsable del fenotipo mostrado por la mutante (Fig 12). Es importante

sefialar que un fragmento de 800 pb estd complementando a la mutante; ésto probablemente

se debe a que hay r binacién de este fr to con el g de la levadura, a pesar

de que se ha reportado que KEp6 y YEpKD son pldsmidos episomales; y esto se puede llevar
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a cabo por recombinacién del fragmento de ATPasa con el genoma, resultando en reparacién
de una probable mutacién en la regién que comprende el fragmento clonado. No se puede

asegurar que la H*-ATPasa sea el tnico respe ble de 1a )l 1tacién, ya que solo es

el extremo 3’ del gene de la ATPasa, y adema4s se han obtenido otras mutantes M21, M25,
MMA(2) y MMAC(3), resistentes a EB y deficientes en el transporte de potasio, que no
muestran dificultad en el bombeo de protones (Fig 16). Sin embargo, este fragmento
genémico 3M, también complementa a estas mutantes (Fig. 15),

A las transformantes complementadas se les midié transporte de potasio y bombeo
de protones, encontrando que acidifican el medio y que transportan potasio, comprobando
que la H*-ATPasa es responsable de la complementacién en la mutante MD3.3-1b y
posiblemente en las mutantes MMA(2) y MMA(3), que muestran curso de bombeo normal
pero que no transportan potasio (Fig 16 y 16). Las transformantes fueron probadas en LSK1
y EB15, EB20 encontrando que crecen en medio bajo en potasio y que eran sensibles a
bromuro de etidio.

A las mutantes, se les midi6 transporte de potagio en presencia de bromuro de etidio
y 8e encontré que eran resistentes a EB y por tanto el EB no tenfa efecto sobre la salida de
potasio. Por otro lado, se encontré que las transformantes eran sensibles a EB al igual que

las cepas silvestre y por tanto, este agente causé una salida de potasio ( Fig. 15).



160 GLUCOSA GLUCOSA + EB20pM

MO3.3Ib + PMAL

MMA(2) + KEp6

MMA (2) KEpS
MD3.31b + KEpS

MD3.31b + KEpS

MMA{2) +PMA MMA (2} PMA

w
HD3.3-1b + PMA1

8 min

Fig.15 Transporte de potasio en la cepa silvestre WM27 y en las mutantes y transformantes
complementadas. El transporte se ensayo en presencia y ausencia de bromuro de etidio. A
la izquierda se muestra que las transformantes con vector muestran un fenotipo mutante
y las transformantes con PMA1 muestran un fenotipo silvestre. En la derecha se muestra
que las mutantes transformadas con KEp6 son resistentes a bromuro de etidio y con PMA1
muestran sensibilidad al colorante, como sucede con la silvestre.
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Fxg 16. Medida del bombeo de protones en la cepa snlvestre WM27 R4 mutantes resistentes

a Bromuro de etidio. La cepa MD3.3-1b tra deficiencia en el bombeo, comparado con

la silvestre, pero las mutantes MMA(2) y (3) parecen tener un bombeo de promnea normal.

dAl%eerecha, los trazos con glucosa no muestran diferencias significativas en el transporte "+
e H*.




Enlosh se han iado tres genes que codifican para la H*-ATPasa: en S.

cerevisine por el grupo de Serrano (Serrano y cols; 1986); la ATPasa de
Schizosaccharomyuces pombe por el grupo de Goffeau (Ghislain y cols; 1987), y la de
Neurospora crassa, por el grupo de Slayman (Hugor y cols; 1986). Ahora se reporta la
secuencia parcial de Kluyveromyces lactis, y estamos localizando en el banco de genes una
clona que contenga al gene PMA-1 completo. Para ello se siguieron dos estrategias: la
primera consistié en transformar a la mutante con el banco de genes e identificar a las
transformantes complementadas que lleven al gene completo. Con este enfoque se aislaron
8 clonas que complementaron y su pldsmido se transfirié a bacterias. Las clonas fueron
analizadas por mapas de restriccién y no se encontraron clonas que fueran mds grandes en
el gen de la ATPasa. Las clonas compartfan el patrén de restriccién de la clona 3M o eran
més grandes hacia el extremo 3.

La segunda estrategia consistié en buscar la clona en el banco de genes de bacterias
por hibridacién, usando una sonda homéloga Xbal-Xbal de 600 pb del gene de la ATPasa
de K. lactis lamado PMA1. Se identificaron 12 colonias independientes que dieron seiial de
hibridacién, las cuales fueron aisladas y en 10 de ellas se encontré que contenfan los mismos
fragmentos previamente identificados y secuenciados, por lo que fueron descartados.

Otra clona 2.2 contenfa un fragmento de ATPasa de mayor tamaiio que la clona 3M.
El ingerto encontrado fue sublconado y secuenciado, y resulto ser 394 pb mas grande hacia

¢l extremo 6’ de la ATPasa. Otra clona 4.2 resulté ser aun mids grande, y estd siendo

aubel d ()

¥ Un fragmento de esta clona serd usada como sonda para
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hibridacién con el banco de genes y localizacién del gene PMA-1 de K. lactis completo.
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V. DISCUSION

El bromuro de etidio (EB) es una droga que se intercala en el DNA y muestra
propiedades interesantes. Su estructura bésica, el fenantridio, consta de tres anillos con un
nitr6geno cuaternario. Es bien conocido que induce mutaciones mitocondriales y en algunos
casos mutaciones nucleares (Celis y cols; 1975). El EB interactia con el sistema de
transporte de cationes e inhibe competitivamente el transporte de potasio a bajas
concentraciones (Pefia y cols; 1975, Peifia y cols; 1979). Hace ya tiempo se demostré que

algunas mutantes r tes a EB eran deficientes en el transporte de cationes, pero no de

protones, en comparacién con la cepa silvestre, las mutantes mostraron un bombeo de
protones normal (Brunner y cols; 1982). En este estudio encontramos también otro tipo de

mutantes resi tes al EB, deficientes en el transporte de cationes, pero también

+

deficientes en el b de prot ‘La d i6n del gene en esta mutante por
complementacién con el banco de genes, resulté ser un fragmento genémico de la H*-
ATPasa, demostrando que la resistencia a EB y la deficiencia en el transporte de potasio se
deben, a una funcién anormal de ATPasa, y que probablemente la resistencia se debe, ya
sea, & que el sistema de transporte por el que entra la droga a la célula requiere del
potencial, o porque el EB actia directamente sobre la H*-ATPasa.

Las cepas transformantes complementadas con este fragmento genémico recuperan

el fenotipo silvestre, en el que se recupera la sensibilidad al EB y el transporte de potasio
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normal. Estos resultados no contradicen a los obtenidos por Pefia y cols (1975); ni a los de
Brunner y cols (1982); ya que ellos obtuvieron mutantes con un bombeo de protones normal,
igual a2 un segundo tipo de mutantes aisladas en este trabajo. Esto puede indicar que la
mutacién en estas cepas se localiza en un gene diferente.

El segundo tipo de mutantes, obtenidas bajo 1as mismas condiciones que las mutantes
anteriores ge caracterizan, por mostrar una deficiencia en el transporte de potasio pero con
un bombeo de protones normal, sugiriendo que la resistencia al EB est4 dada en un gene
diferente al de la ATPasa y que son dos tipos de mutantes.

En el presente estudio aislamos algunas de estas mutantes deficientes en el bombeo
de protones y otras con un bombeo normal pero con deficiencia en el transporte de potasio.
Una tercera clase de mutantes mostré resistencia al EB, pero sin cambios en el sistema de
transporte de potasio y de protones; en estas iiltimas mutantes se ha reportado que
transportan a la droga igual que la cepa silvestre (Brunner y cols; 1982), indicande que la
resistencia en estas mutantes no estd dada por cambios en la permeabilidad de la
membrana. Por tanto, estas mutantes pertenecen a un grupo de complementacién diferente
a las descritas en este trabajo.

Del grupo de mutantes que mostraron cambios en el sistema de transporte de potasio
y protones, se obtuvieron cinco, tres de las cuales fueron inestables, porque revirtieron a un
fenotipo silvestre de sensibilidad a EB, transporte normal de potasio y de protones. Sin
embargo, el andlisis de una mutante que mostr6 cambios estables en el transporte de
protones y de potasio, indicé que se trata de una mutacién monogéniéa ¥ con un patrén de

segregacién tipico mendeliano para los fenotipos de resistencia a EB y de deficiencia en el
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transporte de cationes, indicando que ambos fenotipos estaban dados por un solo gene 0 2

genes ligados. El anélisis genético de las mutantes M21 y M25, que muestra un fenotipo

de resi ia a EB, deficiencia en el transporte de potasio pero con un bombeo de protones
normal, dio el mismo patrén de segregacién que el de la mutante CS48-5 que muestra
deficiencia en ¢l bombeo, indicando que puede haber una mutacién silenciosa en el gene
PMAL1, o que sge trata de otro gene que al igual que PMA1, participa en la resistencia al EB.
En ambas mutantes se verificaron otras caracterfsticas de sus fenotipos, midiendo
transporte de potasio y bombeo de protones. Se demostr6 que CS48-5 era deficiente en el
bombeo de protones, mientras que no lo eran M21 y M25.

El trabajo siguiente se concentr6 en la mutante que sf tiene un defecto en el bombeo

de prot .Aunar binante MD3.3-1b que se derivé de CS48-5, se le hizo un anélisiz
cinético, y se encontraron cambios en las constantes cinéticas: una Km 20 veces mayor que
la de la silvestre, y 1a Vmax disminufda a 1a quinta parte. En estas mutantes con cambios

en las constantes cinéticas se encontrd que tienen alterade el bombeo de protones, y

probablemente el potencial tra branal; esto indicarfa que el potencial de la membrana
puede modificar no u6lo la velocidad real del transporte a una concentracién dada de potasio,
sino también las propiedades cinéticas de los acarreadores. Ello abre un camino diferente
y muy interesante en el estudio del movimiento de iones a través de la membrana y de su
regulacién. Aunque se podrfa esperar que un potencial transmembranal disminuyera la °
velocidad real del transporte, habrfa que estudiar otras caracterfsticas del fenémeno, y esto
ofrece posibilidades de interés.

Una de las posibilidades que se contempl$, fue que la mutacién estuviera en el gen
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TRK1, corr diente al de Saccharomyces. Sin embargo, por transformacién con el gene
24

P

TRK1deS. cerevisiae se comprobé que la mutacién no era complementada por el gen TRK1.

Transformando a la mutante con el banco de genes de K. lactis, se identificaron clonas
que complementaron y que confirieron sensibilidad al EB y transporte de potasio y protones.
El anélisis de la secuencia de ambas cadenas de una clona mostré tres marcos de lectura
abierta. En una cadena, se identific6 un marco de lectura ORF2, con una enorme semejanza
al de la "Old Yellow Enzyme" de Warburg, y que no participa en la complementacién de ]A
mutante. Este gene codifica para una NADPH oxidasa cuyo papel biolégico en la célula es
todavia desconocido (Kazuyo y cols; 1991). Se trata de una protefna de 400 aminodcidos y
altamente hidrofilica. El gene presenta 72.4% de identidad con su contraparte homéloga en
S. carlsbergensis y una interrupcién del gene en K. lactis sugiere que se trata de un gene
esencial para la célula, pues no se pudieron obtener mutantes viables mediante la
interrupcién del gene.

En la cadena complementaria se encontraron otros dos marcos de lectura, uno de
ellos, ORF1, presenta 1.5 Kb del extremo amino terminal y que tiene similitud con las

protefnas de unién a DNA del tipo de los factores de transcripcién, Este marco de lectura

his

no ser r ble de la 1 tacién en la mutante, aunque ésto no

mostré t
descarta que pueda participar envla regulacién de la expresién de genes contiguos, pues
pudiera codificar para una protefna de uni6n al DNA, como sucede en S. cerevisiae con los
genes PDR contiguos a PMA1 (Balzi y cols; 199}).

Nosotros hicimos uso de un fenotipo Kdm' para donar el PMA1 en K. lactis; el
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fragmento clonado codifica para la H*-ATPasa de la membrana plasmdtica, y muestra alta
similitud con los genes descritos en otras levaduras, 64.7% de similitud con el gene de S.

cerevisiae y 63% de identidad con PMA1 de S. pombe en la ia de leétidos. La

secuencia de aminoécidos presenta hasta un 86.8% de identidad en 254 aminodcidos
sobrelapados del extremo carboxilo. Mds recientemente se ha estado secuenciando el gene
PMA1 completo y sigue mostrando alto grado de similitud con el gene PMA1lde S. cerevisiae
(datos no mostrados).

Eg interesante que un fragmento de un gene pueda complementar a una mutante,

siendo que el banco de genes usados estd hecho en un vector episomal; la probable

h

explicacién es que a pesar de ser un vector ep 1, hay r inacién del inserto clonado
con el DNA cromosomal, A este respecto hay trabajos que han reportado que hay
recombinacién, y que ésta se estimula por electroporacion en las levaduras (Higgins y cols;
1991). Estos trabajos apoyan nuestra explicacién sobre la complementacién de la mutante
por el fragmento 3’ del gene PMAL,

Sabemos que el gene que complementa & la mutante MD3.3-1b es PMA1, pero no
sabemos si este gene también es el responsable del defecto en las mutantes con bombeo
normal. Aunque estas ultimas mutantes han sido complementadas parcialmente con el
fragmento de PMAL de K. lactis, no se puede asegurar que sea éste el gen que restituye el
transporte en estas mutantes, ya que pudiera haber un efecto de recombinacién y

sobreexpresién de PMA1, capaz de producir un fenotipo silvestre, y que esta sobreexpresién

obligara al potasio a entrar por otros si de transporte, como de en mutantes

supresoras del transporte, en las que el potasio entra en forma inespectfica por acarreadores
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de azucares (Gaber y cols; 1992 comunicacién peracnal).

En un trabajo reciente también hemos podfdo complementar a la mutante que bombea
protones y no transporta potasio, pero el pldsmido todavfa no ha podido ser transferido a
bacterias para comprobar si es 0 no otro gene distinto al PMA1 o TRK1.

Trabajos previos por el grupo de Geoffeau y cols. han reportado que ciertas mutaciones
que confieren resistencia pleiotrépica o miiltiple a drogas presentan modificaciones en la
permeabilidad de la membrana (Balzi y cols; 1991; Meyas y cols; 1992). Se han encontrado
alpunas modificaciones fisiolégicas en la actividad de la ATPasa que también se asaciaron
a mutaciones en PDR-2, que es un gen de resistencia pleiotrépico a drogas (Goffeau y cols;
1991). También se ha repertado una actividad de ATPasa reducida acompanada de una
disminucién del transporte de aminoécidos y drogas en mutantes resistentes a drogas en S.
pombe (Johstone y cols; 1983). Estos autores sugieren que el defecto primario en algunas

mutantes puede estar en la ATPasa de protones r ble de la formacién de la diferencia

de potencial que, a 1a vez mantiene el transporte de diferentes 1tes. Hay evid

de que algunas mutantes afectadas en el gene PMAL en S. cerevisiae y S. pombe mostraron
resistencia a un amplio espectro de drogas, principalmente guanidinas y otros componentes
con carga positiva. En este trabajo reportamos una actividad reducida de 1la H*-ATPasa en
K lactis que confiere resiatencia a una droga cargada positivamente, el bromuro de etidio,

sugiriendo una posible razén de porqué no entra a la célula,

El grupo de Rank aislé otra- mutante, selecciondndola como resistente a oligomicina

y cloranfenicol, que confiere resistencia a diez drogas adicionales, pero con ibilidad a EB

y acriflavina; se comprob6 que esta mutaste tiene una barrera de permeabilidad a nivel de
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1a membrana plasmitica, que altera la acumulaci6n intracelular de las drogas (Rank y cols;
1975). Un mecanismo similar puede explicar porqué nuestras mutantes presentan

resistencia al EB, ne por un cambio en la permeabilidad de la membrana, sino por una

disminucién del p ial tra branal dado en gran parte por una actividad baja de la
H*-ATPasa, necesario para que la droga pase al interior celular. A diferencia de las
mutantes de Rank, estas mutantes son resistentes al EB y muestran resistencia cruzada a
acriflavina, sugiriendo una mutacién diferente, pero ambas con cambios en la permeabilidad
de la membrana.

Recientemente se ha aislado otro gene pleiotrépico de resistencia a drogas (Balzi y
cols; 1987) y se pudo comprobar que su presencia en la mutante restaura la sensibilidad
normal a las drogas. Este gen PDR1 codifica para una protefna de unién a DNA de 121 Kd
implicada en la regulacién de la transeripcién de genes cuyos productos pueden ser
componentes de la membrana celular; estos componentes podrfan estar involucrados en el
transporte de drogas y sustratos fisiolégicos.

Como se mencioné en los resultados, ORF1 puede codificar para una protefna de
unién a DNA, ya que presenta una similitud del §7.9% con el gen DRBP-JK, que codifica
una protefna ;ie unién a DNA, y 60% de identidad con otras protefnas de unién a DNA,
entre las cuales se encuentran los factores de transcripcién. Aunque ORF1 no es el

resp ble de la lé tecién en esta mutante, podrfa jugar un papel importante como

un posible gene que controle la transcripcién de PMA1 y otros genes implicados en la
resistencia a drogas.

Un dato interesante es que en S. cerevisiae los genes de resistencia a drogas que son

74



factores de transcripcién mapean en una regién en el cromosoma VII, y entre ellas se
encuentra PMA1l, En K lactis, PMAl1 y ORF1 se encuentran en la misma cadena y
adyacentes, pudiendo tal vez formar una regién de resistencia a drogas junto con otros
genes, como sucede en S. cerevisiae (Balzi y cols; 1990).

En las levaduras se ha encontrado una redundancia, ya que hay dos genes PMAl y
PMAZ2 que codifican para bombas de protones de la membrana plasmética en S. cerevisiae
y S. pombe (Goffeau y cols; 1990). También el descubrimiento de que TRK1 y TRK2 codifican
para transportadores homélogos, es otro ejemplo de redundancia en las levaduras (Ko y cols;
1991). La comparacién de las secuencias de DNA en ambos genes es del 70%. Al contrario
de lo que sucede en S. cerevisiae, en K. lactis se ha identificado un solo gene TRK1, y parece
no existir TRK2 (Gaber, 1992), Con respecto al gen de la ATPasa, nosotros hemos
identificado un gen PMA1 funcional y lo estamos secuenciando; sin embargo, mediante
hibridizaciones con el banco de genes, se han podido identificar clonas que dan sedal
positiva con un mapa de restriccién diferente, sugiriendo la existencia de un gen PMAL
adicional en K. lactis. Estas clonas no han sido analizadas con detalle, pero abren la
posibilidad de estudios posteriores, sobre la posible implicacién de 2 genes de A’i‘Pasa tal
como sucede en S. cerevisiae, N. crassa, y S. pombe.

Otro aspecto importante de las mutantes, se refiere a la resistencia al EB. Se ve
claramente que el EB no tuvoe efecto sobre el transporte de cationes comparado con 1a cepa
silvestre, en la cual el EB inhibe la entrada de cationes y a bajas concentraciones (20 uM)
se observa un eflujo de K. En las mutantes MD3.3-1b y MMAZ2 no se observé este

fen6meno, que se suma a la resi; in. Al ser 1 das con el fragmento de PMA1,

P
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se recuper6 un fenotipo silvestre en la mutante que tiene dificultad en el bombeo de
protones; un fenotipo silvestre en la mutante MMA2 pero siguen siendo resistentes a EB
indicando que probablemente presentan una mutacién adicional a la involucrada en la
resistencia al EB. Estas wltimas mutantes son ahora un tema de estudio que estd siendo

tratado.

VI CONCLUSIONES

-En este trabajo se demostrd una relacién entre la resistencia a EB y cambios en el
transporte de potasio y de protones en mutantes de X. lactis.

-Hemos clonado y secuenciado un fragmento genémico que complementé a una mutante y
hemos demostrado que es el gen de PMAL. -

-El gene completo de la ATPasa estd siendo secuenciado para corroborar los resultados pero
trabajando con un gene completo.

-Al parecer, la resistencia a EB es el resultado de una deficiencia del bombeo de protones,

tal como sucede en las mutantes de S. cerevisiae que son resistentes a diferentes drogas

y muestran una actividad de ATPasa baja.
-El gene PMA de K. lactis muestra alta similitud con el gene PMA1 de S. cerevisiae y estd
altamente conservado, con un 85% de similitud con PMA1 de S. cerevisine; a diferencia de

S. pombre, que muestra solo 70% con su homélogo en S. cerevisit

B
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VII PERSPECTIVAS

-Desde 1982 Brunner y cols. describieron otras mutantes resistentes a EB, en las cuales hay
una disminucién del transporte de potasio, pero un bombeo de protones normal, como
sucede en algunas de 1as mutantes obtenidas en este estudio. Con estas \iltimas mutantes
se abren posibilidades interesantes de estudio que estdn siendo abordadas.

-La secuencia de este gene serd de gran importancia para otros estudios realizados por
J. Pardo y cols (comunicacién personal), quien ha purificado la ATPasa de K. Iﬁctis y
encontrado actividades hasta de 50 pmolas/min/mg de protefna. Esto no es posible con S.
cerevisiae, y por lo tanto, K. lactis ofrece preparaciones mas activas y més puras.

-Conociendo 1a secuencia y teniendo pura la enzima, se puede trabajar con modificadores
quimicos, marcadores fluorescentes, mutagénesis dirigida, etc.

-Como un trabajo colateral, se tiene localizado el gene 'ITRKI en K lactis, el cual serd
secuenciado y se podrd estudiar su papel en la resistencia a EB. También se podrd saber
si el gene TRK1 estd alterado en las mutantes que no muestran cambios en el transporte

de protones y definir su papel, y de ser posible hacer la eliminacion del gene en K. lactis.
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