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DOCTORAL DISSERTATION 

A Kluyveromyces lactis strain resistant to Ethidium Bromide and 

deficient in potassium uptake was isolated. Studies on the proton- 

pumping activity of the mutant strain showed that a decreased H- 

ATPase specific activity was responsible for the observed 

phenotypes. The putative K. lactis PMA1 gene encoding the plasma 

membrane H+-ATPase was cloned by its ability te relieve the 

potassium tratisport defect on this mutant and by reversing its 

resistance te Ethidium Bromide. Its deduced amino acid sequence, 

predicts a protein 899 residues long that is structurally co-linear 

in its full length to H+-ATPases cloned from different yeasts, 

except for the presence of a variable N-terminal domain. By 

polymerase chain reaction mediated-amplification we identified a 

transition from G to A that rendered the substitution of the fully 

conserved methionine at position 699 by isoleucine. We attribute te 

this amino acid change the low capacity of the mutant Ir-ATPase to 

pump out protons. 

Potassium uptake was meassured in the mutante and wild type showing 

differences in Vmax but not in Km. 

Cross-resistance to hygromycine was found in the mutant . Compared 

to S. cerevisiae, K. lactis mutant cells resulted to be more 

sensitive to hygromycine. The membrane potential in the mutant 

cells is reduced and this causes deficiency in potassium uptake, in 

addition to resistance to drugs. 



RESUMEN 

Se purificó una mutante de Kluyveromyces lactis resistente a bromuro de etidio 

y deficiente en el transporte de potasio. Los estudios sobre la actividad de bombeo de 

protones de la mutante mostró una actividad específica de ATPasa de membrana 

plasmática disminuida que era la responsable de los fenotipos observados. El gene 

PMA1 de K. lactis que codifica para la ATPasa de protones de la membrana 

plasmática se donó por su capacidad para complementar un defecto en el transporte 

de potasio de esta mutante y revertir su resistencia al bromuro de etidio. La 

secuencia de aminoácidos predice una proteína de 899 residuos que estructuralmente 

alinea en su totalidad con las ATPasa de H+ donadas de levaduras, excepto por la 

presencia de un dominio amino terminal variable. Por amplificación en cadena de la 

polimerasa, se identificó un cambio de G por A que originó un cambio de una 

metionina altamente conservada a isoleucina en la posición 669. Se atribuye la baja 

capacidad de la ATPasa para bombear protones a este cambio. 

El transporte de potasio se midió en las cepas mutante y silvestre y mostraron 

diferencias en la Vmax, pero no en la Km. 

Resistencia cruzada a higromicina se encontró en la mutante. Comparado con 

S. cerevisiae, células mutantes de K. lactis resultaron ser mas sensibles a 

higromicina. La cepa mutante mostró un potencial de membrana reducido y esta fue 

la causa de la deficiencia en el transporte de potasio, además de la resistencia a 

drogas. 



I. INTRODUCC ION 

Las levaduras son hongos microscópicos; su nombre en inglés Yeast, así como el holandés gist 

o el griego zestos, deriva probablemente de la espuma formada durante la fermentación. En otros 

lenguajes el nombre deriva de la palabra "levantar" (latín: levare; francés: lever; español: levantar). 

La fermentación de soluciones azucaradas se conoce desde tiempos antiguos; en la antigua Babilonia, 

de 6000 a 4000 años antes de Cristo, preparaban una clase de sopa de cereal germinado; con el clima 

cálido y húmedo, la sopa se llegaba a fermentar en un día y adquiría un sabor placentero y una 

calidad embriagadora. Este mismo procedimiento se usó para preparar el predecesor de la cerveza 

(Kokova, 1990). 

1.1 LAS LEVADURAS Y EL HOMBRE 

Las contribuciones de las levaduras que el hombre ha adquirido para su progreso, se deben 

principalmente a la capacidad para realizar una rápida y eficiente conversión de distintos azúcares 

en alcohol y bióxido de carbono, estas características han generado las grandes industrias productoras 

de la cerveza, el vino, y pan. Es sorprendente que mucho trabajo sobre la bioquímica de las células 

vivas se realizó en el organismo Saccharomyces cerevisiae, los hermanos Buchner en 1897 

descubrieron qu'e la fermentación de la sacarosa se podía realizar por un extracto de levaduras libre 

de células, marcando el nacimiento de la Bioquímica (Rose y Harrison, 1987). 

Las levaduras pueden reconocerse como un grupo bien separado y distinto del de los otros 

hongos, debido a las ventajas de ser unicelulares, una velocidad metabólica mayor que los hongos 

miceliales, un crecimiento más rápido y, una distribución ecológica más amplia. 

I. 1. A. Origen de los hongos. 

El origen de los hongos se explica por dos hipótesis. Se acepta que el ancestro de los hongos 

es un alga fotosintética que perdió su capacidad para sintetizar clorofila y realizar la fotosíntesis. Por 

ejemplo, se toma algunas veces a Prototheca cano una mutante nutricional de Chlorella. Prototheca 
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se parece a las levaduras de gemación por su nutrición heterotrófica. La segunda hipótesis sugiere 

que las algas púrpuras son los ancestros de los hongos. 

Las levaduras parecen haber aparecido muy temprano en la evolución, corno lo indican dos 

descubrimientos de microfósiles en Groelandia y Suiza; estos microfósiles están embebidos en 

calcedonia y su edad se estima entre 3400 y 3800 millones de años (Rase y Harrison, 1969). 

Los hongos presentan cuatro estados evolutivos: 1)Phycomycetes, 2)Ascornycetes, 3) 

Basidionzycetes y 4) Deuteromycetes que agrupa a especies en las cuales no se ha encontrado ninguna 

manifestación de sexualidad (hasta que se determina su factor sexual), los cuales puede considerarse 

como formas imperfectas (anamórficas) de Ascomycetes o Basidiomycetes. Se encuentran levaduras 

únicamente en las clases 2,3 y 4.  

Las levaduras se pueden definir como hongos unicelulares que se reproducen por gemación o 

por fisión. Esta definición cubre una amplia variedad de organismos; entre ellos los Ascomycetes y 

los Basidiomycetes (Kreger Van Rij, 1984). Al tomar como base este concepto morfológico, las 

levaduras pueden ser un estado en el ciclo de vida de los hongos hifales (Rose y Harrison, 1987). 

Arnold (1991) menciona que no es fácil definir a los organismos que colectivamente se conocen como 

levaduras y las define como organismos unicelulares eucariontes que típicamente se reproducen por 

gemación o por fisión; esto puede ser correcto para la mayoría de las levaduras pero siempre hay 

excepciones. Hay especies con una propensión a la formación de micelio y aún otros géneros que 

forman conidias o esterigmas. Las levaduras, de acuerdo con Van Der Walt, se definen como estados 

ontogenéticos unicelulares de los Ascomycetes y de los Basidiomycetes (Van Der Walt, 1987). 

Entre los criterios que pueden utilizarse en la clasificación y la descripción estándar, están la 

reproducción vegetativa y la reproducción sexual entre otros. 

1. 1. B. Reproducción Vegetativa. 

Hay 3 formas de reproducción vegetativa en las levaduras (Rose y Harrison, 1987): 
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I. 1. B. i.) Gemación: puede ser de diferentes tipos, monopolar, bipolar, multipolar y esterigmatelar. 

La forma monopolar se presenta en el género Pityrosporum; se presentan gemas superpuestas 

exclusivamente en un polo, donde queda una cicatriz después de la liberación de la gema; y conforme 

las gemas se producen en secuencia, la cicatriz se hace más amplia. La gemación bipolar consiste en 

la producción de gemas en dos polos, ocurre en células ovoidales; esta forma de reproducción sugiere 

un mecanismo intermedio entre la gemación y la fisión. En la pared celular, la gemación bipolar 

conduce a la formación de cicatrices características y collares de gemas en ambos polos; esta forma 

de gemación es característica de la subfamilia Nadsonioideae y las especies representativas son 

Hanseniospora osmophila y Kloechera. En la gemación multipolar, también llamada multilateral, las 

gemas se forman en sitios diferentes sobre la superficie de la célula parental, esta forma de 

reproducción vegetativa es común entre las levaduras y la especie mejor estudiada es S. cerevisiae, 

el número de cicatrices en la célula madura corresponde al número de células hijas producidas. La 

reproducción por esterigmas (gemas envueltas en un saco, la gema se separa de la célula madre por 

la formación de un septo) está retringida al género Sterigmatomyces, el género incluye 6 especies 

marinas (Rose y Harrison, 1987). 

1. 1. B. II.) Fisión: Esta forma de división se caracteriza por la formación de un septo sin 

constricción celular; después de que se completa el septo, las células se separan por rompimiento a 

lo largo del septo, Schizosaccharomyces y Endomyces se reproducen únicamente por fisión. 

I. 1. B. iii.) Balistosporas:. Se producen balistosporas en forma de riñón o de hoz sobre estructuras 

cortas parecidas a esterigmas, las balistosporas se liberan al madurar por un método de descarga 

conocido corno mecanismo de excreción por gota de agua. Esta forma de reproducción se encuentra 

en las levaduras de la familia Sporobolomycetaceae que comprende 3 géneros, Sporobolomyces, 

Bullera, y Sporodiobolus (Rose y Harrison, 1987). 
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1. C. Reproducción sexual 

Las principales características de la reproducción sexual en las levaduras ascosporógenas son: 

el modo de formación de las aseas y la forma de las ascosporas. La forma del asea, el número de 

esporas por asea, la forma de las ascosporas (redonda, oval, reniforme, cilíndrica o esporas en forma 

de aguja), el color de las esporas, su posible liberación del asea y su modo de germinación. 

Si las esporas se forman en un cultivo a partir de una espora única o de una célula haploide, 

la levadura es homotálica; si se requiere una mezcla de células de factor sexual opuesto para la 

esporulación, la levadura es heterotálica. Varias especies son homotálicas y heterotálicas; en estas 

levaduras el cultivo de una célula haploide forma diploides y esporula. La mayoría de las levaduras 

basidiosporógenas son heterotálicas, y la forma de levadura es el estado haploide (Roce y Harrison, 

1987). 

I. 1. D. Variaciones en la forma celular 

Las células vegetativas exhiben una variedad de formas; aunque éstas son frecuentemente una 

característica de las especies, se pueden presentar formas inusuales o aberrantes que son 

consecuencia de la edad, el estado del medio de cultivo o de ambos. Se puede hacer una distinción 

primaria entre especies con respecto a su tendencia a formar pseudomicelio o un micelio verdadero. 

Algunas especies de levadura forman pseudomicelio, en el cual se originan grupos de células en 

cadena por gemación apical, cuando estas células son elongadas, colectivamente parecen micelio; se 

presenta pseudomicelio en Pichia y Candida, En algunos géneros, se forma un micelio verdadero; 

por ejemplo, se forman septos sin constricción en Endomycopsis y Endomyces. En general, la 

proporción de formas de levadura y micelio están influenciadas por el medio ambiente (Arnold, 1984). 

I. 1. E. Clasificación general de las levaduras 

Se han reconocido 3 grupos en las levaduras de acuerdo a la reproducción sexual i) las 

levaduras ascosporógenas; ii) las basidiosporógenas; y iii) las levaduras imperfectas (Kreger Van Rij, 
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1984). 

i) Levaduras Ascosporógenas. 

Las levaduras ascosporógenas pertenecen a la clase Hemiascomycetes, los cuales son 

Ascomycotina que carecen de ascocarpos e hifas ascógenas. En la clase de los Hemiascomycetes, las 

: levaduras se clasifican en 2 familias, ambas del orden Endomycetates: la Saccharomycetaceae y la 

. Spermopthoraceae, que se diferencian por la forma de las esporas; la Spermopthoraceae presenta 

esporas en forma de aguja y la Saccharomycetaceae tiene formas ovoides. La Saccharomycetaceae 

comprende 4 subfamilias (1) Schizosaccharomycetoideae, en donde la reproducción vegetativa es 

exclusivamente por fisión (2) Saccharomycetoideae, que incluye 26 géneros con gemación multilateral 

(3)Lipomycetoideae, que se caracteriza por un proceso típico de formación de ascas. Una gema activa 

I producida por una célula parental puede convertirse en un asea; una gema activa y una célula 

parental que lleva una protuberancia pueden conjugar y originar un asea; finalmente la célula madre 

después de haber producido un asea a través de una gema activa, puede ella misma convertirse en 

un asta. Las ascosporas son ovales de color ámbar y las aseas presentan de 2 a 16 esporas. (4) 

Nadsonioideae, se caracteriza porque la gemación es bipolar (Hose y Harrison, 1987). 

ii) Levaduras Basidiosporógenas 

Estas levaduras se forman durante la fase haploide del ciclo de vida de la mayoría de los 

basidiomycetes heterotálicos. Estas levaduras cuentan con 2 órdenes: (1) Los Ustilaginales, que 

comprende a la familia Fillobasidiaceae y levaduras formadoras de teliosporas. (2) Los Tremellales 

que comprende 2 familias, la Sirobasidiaceae y Tremellaceae (Kreger van Rij, 1984). 

Las levaduras basidiosporógenas incluyen 3 grupos: 1) las que forman teliosporas, 2) las 

levaduras de los Fillobasidaceae y 3) las fases de levadura de los Tremellales. 

El primer grupo produce teliosporas, las cuales son células de pared gruesa donde se realiza 

p la cariogamia. La germinación de las teliosporas resulta en meiosis y la formación de metabasidios 
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con basidiosporas (Kreger van Rij, 1984). El ciclo (le vida heterotálico comienza con la fusión de 

células de levadura de factor sexual opuesto y la formación de un micelio dicariótico septado; sobre 

la hifas se desarrollan esporas de pared gruesa terminales, laterales o intercalares, las teliosporas, 

donde se realiza la fusión nuclear; al germinar, forman un metabasidio en el cual se realiza la 

meiosis para originar las basidiosporas. Las basidiosporas se reproducen por gemación y se 

restablece la fase de levadura haploide. Este grupo incluye 3 géneros, Sporidiobolus, Rhodosporidiutil 

y Leucosporidium (Rose y Harrison, 1984). 

El segundo grupo de levaduras basidiosporógenas son los Fillobasidiaceae, se caracterizan por 

la formación de basidios delgados no septados con basidiosporas terminales sésiles. En su ciclo de 

vida, las células de factor sexual opuesto se fusionan, desarrollan un micelio dicariótico septado y 

producen un basidio delgado donde realizan la cariogamia y la meiosis. Fillobasidium forma de 4 

a 10 basidiosporas sésiles en el ápice del basidio y Fillobasidiella forma 4 cadenas largas de 

basidiosporas por gemación de 4 sitios en el ápice del basidio (Rose y Harrison, 1987). 

El tercer grupo son los Tremellales, estos carecen de telliosporas y se distingue por tener 

cuerpos fructíferos con un himenio en el cual se forman los basidios (Kreger Van Rij, 1984). 

iii) Levaduras imperfectas. 

Este grupo de hongos se denomina imperfectos porque no se conoce su forma de reproducción. 

Las levaduras pueden ser haploides heterotálicos para las cuales no se ha encontrado ningún factor 

sexual, o pueden ser levaduras haploides o diploides en donde se desconocen las condiciones para la 

esporulación (Kreger Van Rij, 1984). Esta división cuenta con levaduras en 2 familias, 

Cryptococcaceae y Sporobolomycetaceae: la primera se caracteriza por tener células hialinas, de color 

rojo, anaranjado o amarillo debido a la presencia de pigmentos carotenoides, rara vez son de color 

café o negras. La segunda se caracteriza por formar micelio o psudomicelio y una forma de gemación 

por fisión o gemación. (Kreger Van Rij, 1984). 
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1.2 LA ATPasa de W DE LA MEMBRANA PLASN1ATICA DE LOS HONGOS 

Los hongos cuentan con una ATP-sintasa-ATPasa mitocondrial (tipo FA), la cual también se 

presenta en cloroplastos y eubacterias; además presentan otras dos ATPasas conocidas corno Fosfo- 

ATPasa, o de membrana plasmática (tipo P) y una ATPasa vacuolar (tipo V). Las ATPasas se 

distinguen por su composición de subunidades, la presencia o ausencia de un intermediario 

fosforilado, por la sensibilidad a inhibidores específicos, por la estequiometría ión/ATP y la función 

fisiológica de sintetizar (FoFJ) o hidrolizar (P y V) ATP. Las ATPasas FoF1 y V transportan 

solamente protones, en tanto que las P pueden transportar H+, Na+, 1-(4-  o Ca" (Figura 1)(Nelson, 

1992). 

La membrana plasmática de los hongos contiene una ATPasa tipo P que genera un gradiente 

electroquímico de H. Este gradiente es necesario para el transporte de moléculas hacia dentro y 

hacia afuera de la célula (Serrano, 1991). La ATPasa de IP se parece a las ATPasas animales 

implicadas en el transporte de iones corno el Na+,IC y Ca", es sensible a concentraciones 

micromolares de vanadato, tiene una subunidad catalítica de alrrededor de 100 KDa, y forma un 

intermediario fosfatado durante el ciclo catalítico. El gradiente generado por la ATPasa de W se 

utiliza para transportar nutrientes por mecanismos de cotransporte con el protón y para los 

movimientos de sodio y calcio por un antitransporte con el protón. En células altamente activas en 

transporte, tales corno la levadura y las raíces de las plantas hay alrededor de 106  moléculas de 

enzima por célula (alrededor de 109pm2). El número de recambio está entre 20 y 100 s-1, esto resulta 

en un flujo de protones de 105  a 106 H+s•i(pm  2 Y1(10-100 pmols-1(cm2  

Se ha caracterizado el mecanismo de acción y papel fisiológico de la ATPasa de H+ con dos 

enfoques: (1) La modificación química de aminoácidos que sugiere la participación de algunos residuos 

en el ciclo catalítico, pero la evidencia nunca es definitiva por la falta de especificidad de los reactivos 

y posibles impedimentos estéricos (Serrano, 1993). (2) El análisis mutacional del gene de la ATPasa 
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ha sugerido el papel de algunos residuos de aminoácidos en el bombeo de protones y en la hidrólisis 

del ATP (Portillo y Serrano, 1988). 

L 2. A. Antecedentes sobre la ATPasa (le membrana plasmática 

Los primeros estudios encaminados a entender la acidificación extracelular por levaduras se 

realizaron por Conway y O'Malley (1946) y por Rothstein y Enns (1946). Ellos reportaron que durante 

la fermentación de la glucosa por S. cerevisiae, se acidifica el medio extracelular por mas de 3 

unidades de pH, También reportaron que la salida de 11+ estaba acompañada por una entrada de K+ 

(Conway y Brady, 1950). Diferentes hipótesis se postularon para explicar esta acidificación. (1) 

Conway y Downey (1950) propusieron que la membrana de la levadura contenía un sistema redox 

que transportaba H+ al medio al donar electrones a algún aceptor orgánico, y que dependiendo de las 

condiciones experimentales, el mismo sistema podía meter IC o sacar aniones a través de la 

membrana plasmática. Esta hipótesis se descartó porque no explicó el acople de energía al transporte, 

pero después fue de interés por su relación con la teoría quimiosmótica de Mitchell (1961). (2) Entre 

1960 y 1970, se propuso la existencia de un acarreador catiónico electroneutro que intercambiaba K+ 

extracelular por H+ y Na+ intracelular (Slayman y Slayman, 1970); esta propuesta no respondió la 

pregunta de cómo la energía está acoplada al movimiento de iones, ni a la salida de 11+ que se 

presenta en ausencia de K+ extracelular. (3) Se detectó una salida electrogénica de 11+ mediante 

estudios electrofisiológicos en Neurospora (Slayman, 1965); se encontró que los potenciales de 

membrana en Neurospora eran de mas de -200 mV y el potencial era sensible a inhibidores 

metabólicos (CN", CO, NaN3  o al desacoplante DNF), la inhibición con estos compuestos resultó en 

una despolarización (-30 mV). Esto sugirió la existencia de una bomba electrogénica en la membrana 

acoplada al metabolismo. Slayman y cols (1973) demostraron posteriormente que los inhibidores 

metabólicos mencionados también depletaron el ATP celular y concluyeron que la bomba de 

Neurospora requería ATP para funcionar. 
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Por otro lado, Peña y cols (1972) demostraron en levadura que el ATP disminuyó fuertemente 

cuando el pH externo se cambió de 4.0 a 7.5, o al añadir I<C1 0.1 M al medio a p1-1 bajo. Estos 

resultados los llevaron a postular que la levadura presenta una bomba de H+ energizada por ATP e 

inhibida por altas concentraciones de 11+ en el medio, y que este evento se podía activar por un 

incremento en el pH externo o por la adición de potasio. 

Posteriormente se demostró que en la levadura el transporte de IC podía estar ligado 

indirectamente a la salida de IP y que ambos transportes eran sensibles a los desacoplantes (Peña, 

1975). En S. pombe, Foury y Goffeau (1975) observaron que el Dio-9, un inhibid« conocido de 

ATPasa, inhibió la salida de W y el transporte de uridina y aminoácidos, aunque la concentración 

de ATP en la célula permanecía alta. También se demostró que la entrada de 3-0- metilglucosa por 

el sistema de transporte de alta afinidad presentaba una estequiometría de 1:1 y causaba una 

despolarización sustancial de la membrana. Estos resultados se interpretaron en términos de 

cotransportadores dependientes de H+, energizados por una bomba electrogénica de H+ primaria que 

era inhibida por Dio-9 y DCCD. 

Los primeros reportes sobre la detección de actividad de ATPasa de la membrana plasmática 

en las levaduras fueron en 1962 por Bolton y Eddy, quienes postularon que una ATPasa puede estar 

involucrada en el transporte de glicina y llevaron a cabo estudios de fraccionamiento celular (Goffeau 

y Slayman, 1981). Así' también Schatz (1965) observó actividad de ATPasa insensible a oligomicina 

en una fracción con una densidad mayor que la de la mitocondria. 

I. 2. B. Secuencias disponibles de genes de la ATPasa 

La donación de genes ha requerido de diferentes estrategias que ofrece la biología molecular, 

entre las cuales están: (1) La hibridación con un gene homólogo previamente donado (Sambrook y 

cols., 1989). (2) Hibridación con oligonucleótidos correspondientes a la región codificadora de 
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secuencias de aminoácidos conocidos. (3) Complementación de mutantes (Rose y Broach, 1992) (4) 

reacción de anticuerpos contra bibliotecas de expresión (Young y Rose, 1992), (5) amplificación con 

oligonucleótidos usando la reacción en cadena de la polimerasa (Sharf, 1990). 

Hasta el momento se han donado y secuenciado 8 genes que codifican para ATPasa de W de 

hongos (Wach y cols, 1992). El primer gene se reportó por el grupo de Serrano y cols (1986) en S. 

cerevisiae, se clonó por medio de una biblioteca de expresión en Xgt11, Con anticuerpos policlonales 

contra la enzima, se identificaron placas líticas positivas que contenían el gene de la ATPasa de FP 

de S. cerevisiae PMA1. El marco de lectura abierta de 918 residuos codifica para una proteína de PM. 

99,532 Da, semejante al determinado en SDS-PAGE. Posteriormente se determinaron las secuencias 

de N. crassa usando la misma estrategia de anticuerpos contra la ATPasa de N. crassa (Hager y 

cols.,1986; Addison, 1986), la secuencia mostró alto grado de similitud con la de S. cerevisiae. 

Después, se tomó como sonda el gene de S. cerevisiae y se hibridó con bibliotecas genómicas, se 

identificaron los genes de S. pornbe, Z. rouxii y C. albicans (Ghislain y cols.,1987; Watanabe y 

cols.,1991; Monk y cols.,1991 respectivamente) los cuales codifican para polipéptidos de -,100 KDa. Por 

otro lado, se ha donado y secuenciado el gene de un proteolípido pequeño que está asociado con la 

ATPasa en S. cerevisiae y la eliminación del gene no es esencial para el funcionamiento de la 

ATPasa, pero se ha propuesto que puede ser una subunidad de esta (Navarre y cols.,1992). 

Tomando 17 secuencias de aminoácidos de ATPasas descritas entre 1986 y 1992 provenientes 

de plantas, hongos y un ciliado, se realizó un alineamiento que dió información importante para 

decidir cuáles residuos deberían ser mutados. Para alinear las secuencias de plantas con las de 

hongos, se eliminaron los primeros 31 a 172 residuos amino terminales de algunas especies y los 

últimos 43 a 104 residuos en el extremo carboxilo terminal en algunas especies; estas regiones NH3 

y COOH terminal representan secuencias no conservadas entre plantas y levaduras (Wach y 

cois.,1992). 
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L 2, C. Segmentos transmembranales (le la ATIlasa cle IP de los hongos 

Para entender el mecanismo del transporte y tranducción de energía por las ATPasas tipo P, 

es necesario desarrollar un modelo claro de la estructura. Hasta la fecha sólo existen cristales 

bidimensionales de baja resolución para las P-ATPasa (Toyoshima y cols,1993; Stokes y cols, 1995), 

los cuales no son suficientemente buenos para determinar el número exacto y posición de los 

segmentos transmembranales y el arreglo de las regiónes hidrofilicas. 

Las ATPasas tipo P son proteínas integrales de membrana que a partir de diferentes análisis 

de hidropatía, parecen estar embebidas en la bicapa lipídica por 4 segmentos hidrofóbicos hacia la 

región NH3-terminal (Serrano, 1988; Nakamoto y cols.,1989). Posteriormente presentan porción 

hidrofilica central que contiene los sitios de unión del ATP y la formación del intermediario 

fosforilado; esta región está bien conservada a lo largo de la escala filogenética. 

En el estudio del extremo carboxilo terminal de la proteína, los análisis de hidropatía son 

ambiguos y se han predicho de 4 a 6 hélices transmembranales (Serrano, 1988; Nakamoto y cols., 

1989; Brandi y cols, 1986). Una aproximación para resolver el problema consistió en la digestión 

tríptica de moléculas de ATPasa reconstituidas en proteoliposomas y los péptidos que permanecieron 

asociados con los liposomas se purificaron y secuenciaron, resultando en un modelo de 12 segmentos 

transmembranales, 6 hacia el amino y 6 hacia el carboxilo (Subrahmanyeswara y cals., 1991). Un 

análisis similar con el uso de diferentes proteasas resultó en un modelo de 5 segmentos 

transmembranales (Davis y Hammes, 1989). Los modelos propuestos hasta el momento de 5, 7 y 9 

segmentos transmembranales se descartaron, ya que se identificó que los extremos amino y carboxilo 

están localizados del lado citoplásmico (Mandala y Slayznan, 1989; Hennessey y Scarborough, 1990). 

Hasta el momento se cuenta con 3 modelos de 8, 10 y 12 segmentos transmembranales. Un reporte 

sobre la topología de una ATPasa tipo P de Salmonella typhimurium apoya el modelo de 10 

segmentos transmembranales; en este estudio se fusionó una secuencia que codifica para 10 
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amoinoácidos para la cual exiten anticuerpos, en las regiones donde existe confusión y se llegó a 

predecir un modelo con 10 segmentos transmembranales (Smith y cols.,1993). Otro estudio que apoya 

el modelo de 10 segmentos es la obtención de cristales biclimensionales de la ATPasa de CaNStokes 

y cols; 1995). 

1. 2. 13. Disección de la estructura-función 

i) Sistemas de expresión descritos para la ATPasa de IP 

Se han desarrollado diferentes métodos para el estudio de la relación entre la estructura y la 

función de la ATPasa de H. Se pretende identificar residuos de aminoácidos que juegan un papel 

esencial en la unión e hidrólisis de ATP, el acoplamiento de energía y el transporte. 

La mutagénesis dirigida ha sido una herramienta poderosa para realizar el estudio de la 

relación entre la estructura y la función; en especial en la levadura, donde las técnicas de 

manipulación genética están bien desarrolladas. El estudio por obtención de mutantes es muy difícil, 

ya que la ATPasa es esencial para el crecimiento (Serrano y cols., 1986) y en muchos casos las 

mutaciones son letales y es difícil estudiarlas; es por ello que se han desarrollado diferentes 

estrategias de expresión de genes para el estudio de la relación estructura y función de la ATPasa. 

El primer método de expresión desarrollado en levaduras comprende el reemplazo del promotor 

constitutivo PMA1 por un promotor inducible por galactosa GALl; las células resultantes detienen 

su crecimiento en medio con glucosa (Cid y cols., 1987). El gene mutante a ser estudiado se introduce 

en un plásmido controlado por su promotor original; en un medio que contiene galactosa, ambos genes 

se expresan y el crecimiento es soportado por la ATPasa silvestre aún cuando la enzima mutante sea 

defectuosa, luego la expresión de la enzima silvestre se apaga en un medio que contiene glucosa y se 

expresa la forma mutante, la proteína es procesada e insertada en la membrana plasmática 

normalmente. Un gran número de mutantes se han estudiado de esta forma (Portillo y Serrano, 1988; 

Portillo y Serrano, 1989). Con el uso de este sistema, también se ha expresado la ATPasa de plantas, 
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pero se encontró que no llega a la membrana plasmática y se acumula en el retículo endoplásmico 

de la levadura (Villalba y cols.,1992). Así también, se han podido expresar isoformas de ATPasa de 

Arabidopsis thaliana en la levadura, y ésto ha permitido hacer comparaciones de las propiedades 

funcionales de distintas ATPasas de membrana plasmática (Palmgren y cols.,1994). 

El sistema descrito presenta varios inconvenientes: una mezcla de ATPasa mutante y silvestre 

está presente en la membrana plasmática, sólo se obtiene crecimiento cuando la ATPasa mutante 

es funcional, y no se pueden obtener vesículas de membrana plasmática selladas para estudios de 

transporte de protones energizado por ATP. 

Otro sistema de expresión, utiliza una cepa SY-4, en la cual el gene PMA1 cromosómico se 

encuentra bajo inducción del promotor de galactosa y el gene a estudiar se encuentra bajo inducción 

de dos promotores de choque por calor. A una temperatura de 23 °C en un medio con galactosa, el 

crecimiento se basa en el gen cromosómico; en un medio con glucosa a 37 °C se apaga el gene 

cromosomal, se expresa la ATPasa codificada por el plásmido y se inhibe la fusión de las vesículas 

con la membrana plasmática. La ATPasa a ser estudiada se encuentra en vesículas de secreción 

acumuladas que se dirigen a la membrana plasmática que permiten medir el bombeo de protones con 

compuestos florescentes (Nakamoto y cols.,1991; Rao y Slayman,1992). 

I. 2. E. Dominios funcionales de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática 

Los dominios funcionales propuestos para la ATPasa de 1-1+ de levadura se muestran en la Fig.2 

Se han combinado la modificación química, las digestiones proteolíticas, las similitudes entre 

secuencias y predicciones de estructura para seguir un modelo de trabajo para la estructura y 

función de la ATPasa de W. Básicamente se considera que la enzima contiene 5 dominios funcionales: 

(1) los segmentos transmembranales y sus extensiones citoplásmicas representan el dominio de 

transporte de los cationes. (2) las regiones conservadas g,h„i representan el dominio de unión al ATP 
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Figura 2. Modelo de la estructura de dominios de la Ll!--ATPasa de membrana plasmática 
de levadura. Las partes claras de la barra corresponden a las regiones más conservadas 
(A-E) de las P-ATPasas. Se señalan los dominios conservados 1 a VI. Los probables 
segmentos transrnembranales corresponden a 10 picos de bidrofobicidad. Se propone 
que las primeras 6 hélices constituyen el canal de protones. La función del dominio 
N-terminal no se conoce (Tomado de Serrano y Portillo, 1990). 
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con actividad de proteína cinasa, (3) la región que contiene el D378, que forma el intermediario 

forforilado, junto con el cuarto segmento transmembranal conservado en diferentes ATPasas de la 

familia, constituyen un dominio de transducción que acopla la hidrólisis del ATP con el transporte 

de cationes. (4) las regiones conservadas b,c y d pudieran formar parte de un dominio de fosfatasa 

que cataliza la hidrólisis del intermediario fosforilado. Los dominios catalíticos y de transducción 

deben contener residuos de aminoácidos esenciales para la actividad y muy conservados dentro de 

la familia de las ATPasas; pero los residuos en el dominio de transporte difieren en las diferentes 

bombas catiónicas. (5) El quinto dominio es inhibitorio y consta de la parte carboxilo terminal y 

funciona como regulador de la actividad de la ATPasa, 

i) Dominio de Fosfatasa. Las mutantes E233-G y T231-G acumulan el intermediario fosforilado 

durante la hidrólisis de ATP en estado estacionario y presentan un recambio más lento del 

intermediario, estos aminoácidos conservados E233 (Portillo y Serrano, 1988) y 7231 (Portillo y 

Serrano, 1989) son un componente de la maquinaria de fosfatasa (Figura 3A). La obtención de una 

mutante resistente al vanadato apoya estos resultados que proponen un dominio de fosfatasa; en 8. 

pombe, la mutación que confiere la resistencia a vanadato es una mutación única de G268-D, y este 

residuo está altamente conservado. Se sabe que el vanadato se une preferencialmente al estado E2  

de la enzima, que corresponde a la forma que cataliza la hidrólisis del intermediario aspartil-fosfato. 

La participación de la G268 en la sensibilidad al vanadato es bastante específica, ya que la 

sensibilidad mostrada por esta mutante no se modifica por otros inhibiclores de la ATPasa (Ghislain 

y cols.,1987). 
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Figura 3B. Regiones que delimitan el dominio de 
unión a ATP 
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ii) Dominio de unión a ATP. El sitio de unión al ATP parece estar definido por las mutaciones 

0534-N, D560-N y D638-N, que resultan en especificidad alterada por el nucleótido. Los residuos 

D560 y D638 participan en la unión porque cambian la afinidad por ATP y están conservados en el 

sitio de unión de ATP en la fosfofructocinasa. 

Este sitio también se ha identificado por la modificación química con análogos del ATP y 

mutagénesis de los residuos más conservados (GDGXNDXPXLK633-643), que sugieren que este 

r. 	

dominio es el sitio de unión al ATP. Este dominio puede incluir 3 secuencias bien conservadas KGAP 

474-477, DPPR 534-537 y MXTGD 556-560; las mutaciones D534-R, D560-R y D638-R inhiben la 

fosforilación y alteran la especificidad por nucleótido de la enzima (Figura 3B). La mutación de A547 

localizada entre DPPR y MXTGD afecta la afinidad por ATP (Portillo y Serrano, 1989). 

Los resultados que concuerdan con estas conclusiones son la expresión de un péptido de la 

,4 	región hidrofilica central en E. coli V341-S660 que tiene la capacidad de unir al TNP-ATP, un análogo 

de ATP y además ATP compite por el sitio de unión, pero no hay hidrólisis (Capieaux y cols.,1993) 
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iii)Dominio del transporte. Algunas mutaciones en este dominio no apoyan ningún papel crítico 

para el aminoácido conservado correspondiente. El E129 y la P335 no son importantes porque las 

mutaciones no tienen efecto en la actividad de la enzima. El E129 ofrece un resultado muy 

contradictorio, ya que la modificación con DCCD de este residuo sugiere su participación en el 

transporte de protones (Figura 3C) (Sussman y cols., 1987). 

iv) Dominio de fosforilación y transducción La región que comprende el dominio de fosforilación 

y transducción es crucial para acoplar la energía a través de cambios conformacionales disparados 

por la fosforilación. La P335 en el cuarto segmento puede ser importante para esos cambios 

conformacionales (Figura 3C)(Serrano y Portillo, 1990), 

Se reportó que el reemplazo del residuo que forma el intermediario fosforilado D378-N, D378-N 

resultaba en una enzima con actividad normal, pero el bombeo de protones era anormal, llevando a 

un desacoplamiento entre la hidrólisis de ATP y transporte de protones (Portillo y Serrano, 1988); 

sin embargo, las mutaciones en el D378 estudiadas con el sistema de expresión descrito por 

Nakamoto y cols (1991) resultaron ser mutantes no viables. En las mutantes D378N, D378S y D378E, 

no se detectó ATPasa en las vesículas de secreción; sin embargo se encontró que la proteína se 

sintetizaba y se acumulaba en el retículo endoplásmico en la ruta a las vesículas de secreción. 

También se encontró que esas mutaciones se comportaron corno letales dominantes, y cuando alguno 

de los 2 alelos se colocaba sobre control de su propio promotor constitutivo PMA1 y se introducía en 

una cepa silvestre, no se recuperó ninguna transformante en el período de tiempo usual, pero unas 

pocas colonias se desarrollaron muy lentamente y se identificaron como reversas o rearreglos del 

plásmido. Esta propiedad de reversión puede explicar porqué las mutaciones D378 descritas en un 

principio mostraron características normales (Rao y cols,1992; Rao y Slayman, 1992). Estas 

observaciones se han confirmado por transformación de diploides heterocigóticos PMA1 I pina 1::URA3 

con el plásmido que lleva la mutación D378-N, que resultó ser letal dominante y se perdía muy 
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(reoentemente por conversión génica a la secuencia silvestre, aunque esto no &luxe 4u:dor a. 

de mutaciones letales recesivas. La expresión de la proteína letal dominante 

acumulación en el retículo endoplásmico (Harris y cols., 1994) 

y) Dominio inhibitorio; la ATPasa de levadura se activa in vivo por algunas señales mediadas por 

el metabolismo de la glucosa, La eliminación de los últimos 11 amino ácidos produce una enzima con 

propiedades cinéticas similares a una ATPasa activada por glucosa (Portillo y cols, 1989); las 

mutaciones R909 y T912 en esta región son importantes para la regulación, evidenciando un 

mecanismo de fosforilación. Una doble mutación 8911-A, T912-A reducen la actividad de ATPasa por 

glucosa (Portillo y coas, 1991), debido a estos resultados se propone que los últimos 11 aminoácidos 

forman parte de un dominio autoinhibitorio que interactúa con el sitio activo y que la fosforilación 

de este dominio disminuye esta interacción (Figura 3C)(Serrano, 1993). 
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1. 2. F. Mutantes resistentes a inhibidores de la ATPasa de la membrana plasmática 

Roon y cols (1978) obtuvieron mutantes pleiotrópicas que confieren resistencia a drogas; estas 

mutantes fueron también obtenidas por Ulaszewski y cols (1983,1986) y por McCusker y cols (1987). 

El crecimiento de estas mutantes es resistente al Dio-9, protainina, bromuro de etidio, higromicina 

B y geneticina (G418), en estas mutantes pleiotrópicas se ha encontrado que la mutación mapea en 

el locus PMA1. Todas estas mutaciones causan crecimiento lento y una disminución en el transporte 

activo de nutrientes; por tanto, se ha sugerido que el transporte de drogas disminuye en las mutantes 

con actividad disminuída de la ATPasa de la membrana y se ha encontrado que presentan una 

reducción en el potencial de membrana (Perlin y cols.,1988). Muchas de estas mutantes deficientes 

en ATPasa también muestran alteraciones en las propiedades cinéticas de la enzima (Ulaszewski y 

cols.,1983) o en su actividad de transporte (Perlin y cols.,1988). 

El incremento de la sensibilidad de las mutantes deficientes en ATPasa a la acidificación del 

medio, sugiere que la ATPasa es el principal sistema celular para regulación del pl-I, y que el 

aumento en la difusión de protones al interior de la célula en medios ácidos puede limitar el 

crecimiento. La inhibición del transporte activo en esas mutantes también demuestra que la ATPasa 

es la generadora de la fuerza impulsora para el transporte de nutrientes (Serrano y cols.,1986; Vallejo 

y Serrano, 1989). 

Las mutantes de S. cerevisiae resistentes a 10 pg/ml de Dio-9 obtenidas por Ulaszewski y cols 

(1983) mostraron resistencia a otros dos inhibidores de ATPasa, miconazol y vanadato, pero la 

actividad se inhibió hasta 70-75% por Dietilestilbestrol. Se obtuvo el mismo tipo de mutantes en S. 

pombe con un fenotipo idéntico a las de S. cerevisiae, pero las mutantes de S. pombe resistentes a 

Dio-9, también fueron resistentes a decametilén diguanidina y bromuro de etidio (Ulaszewski y cols., 

1986). Al secuenciar cuatro mutantes independientes de S. cerevisiae se encontró una sustitución de 

A608-T (Van Dick y cols.,1990). En este tipo de mutantes se ha demostrado que la resistencia a las 
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drogas se confiere por una reducción en su transporte (Ulaszewski y cols.,1987) 

Otro esquema de selección para aislar mutantes PMA1 se basó en la resistencia al antibiótico 

aminoglicósido higromicina B (higB); las mutantes obtenidas mostraron incapacidad de crecer a pH 

bajo o en presencia de ácidos débiles y mostraron sensibilidad a presión osmótica; este fenotipo se 

eliminó por la adición de KC1 50 mM (Mckusker y cols.,1987). Las mutantes resistentes a hig B 

presentaron una disminución en el potencial de membrana (Perlin y cols., 1988). Las mutantes se 

secuenciaron y se encontraron cambios de S368-F (pmal-105) y P640-L (penal-147), la cinética de 

hidrólisis del ATP mostró cambios en la Km y la Vmax, una fuerte dependencia del pH, además de 

que la hidrólisis fue resistente a inhibición por vanadato (Perlin y cols.,1989). Estos resultados 

predicen que 5368 y P640 influencian la afinidad del sitio de unión de fosfato por su sustrato. En 

mutantes reversas de pral-105, se identificó un cambio: V289-F, en el probable dominio de fosfatasa; 

ésto resultó en una enzima sensible a vanadato. Los resultados sugieren que los aminoácidos 5368 

y V289 están implicados en la unión del Pi. Otras mutantes reversas permitieron indentificar cambios 

en los segmentos transmembranales 1,3 y 7 dando evidencia de una interacción con la porción 

hidrofilica que contiene al sitio del ATP de la enzima (Harris y cols.,1991; Monk y cols,1994). 

1.3 EL TRANSPORTE DE POTASIO EN LA LEVADURA 

El transporte de potasio a través de la membrana plasmática de la levadura de 8. cerevisiae 

está mediado por dos acarreadores identificados cinéticamente (Rodríguez Navarro y Ramos, 1984); 

uno de alta afinidad con una Km de 24 pM y uno de baja afinidad con una Km de 2 mM para el 42K. 

Los genes que codifican para ambos sistemas, TRK-1 y TRK2, se donaron y secuenciaron (Gaber y 

cols., 1988; Ko y Gaber, 1991); el fenotipo mostrado por eliminación del gen TRK-1 es un 

requerimiento de más de 2 mM de potasio en el medio para crecer, y para ATRK1, ¿TRK2 un 

requerimiento de más de 50 mM. Aunque se postula la existencia de un tercer sistema para el 
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transporte de potasio, no se ha identificado, Otro sistema de transporte de potasio en la levadura es 

el canal de potasio activado por voltaje, la existencia de ese canal se ha demostrado 

electrofisiológicamente (Gustin y cals., 1986) y recientemente se donó el gene y se secuenció por 

Ketchum y cols (1995), este sistema saca potasio de la levadura. 

El bromuro de etidio, una molécula con carga positiva, es un mutágeno extracromosornal 

(Slonimski y cals., 1968); mutantes resistentes a este colorante con resistencia cruzada a 

octilguanidina y decametilen diguanidina se describieron por Celis y cols. (1975), Peña y Ramírez 

(1972) describieron que el bromuro de etidio es un inhibido!' competitivo del transporte de potasio a 

bajas concentraciones, y posteriormente se obtuvo una mutante resistente a este colorante que 

presentó cambios en el transporte de potasio, y resistencia a acriflavina (Brunner y cols., 1982), 

También se realizó un estudio sobre el efecto de varios colorantes catiónicos sobre el transporte de 

potasio en la levadura y se encontró que funcionan como inhibidores del transporte y producen una 

salida de potasio (Peña y cols., 1979). Por otro lado, se ha demostrado que las mutantes ATRK1 y 

ATRK1, ATRK2 son hipersensibles a bromuro de etidio y acriflavina (Vidal y cals., 1990; Gaber y cols., 

1990). 
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II. OBJETIVOS 

Tomando como base los estudios del efecto del bromuro de etidio sobre el transporte 

de potasio (Peña y cols.,1973, 1975), y sobre la resistencia a bromuro de etidio y cambios en el 

transporte de potasio (Brunner y cols.,1982); en este trabajo partimos de la hipótesis de que si 

existe una relación entre el transporte y la resistencia al bromuro de etidio, entonces mutantes 

resistentes a bromuro de etidio tendrán alterado el transporte de potasio. Partiendo de esta 

premisa, en este trabajo se pretende alcanzar los siguientes objetivos: 

■ Hacer una caracterización de una mutante espontanea resistente a bromuro de etidio de 

Kluyveromyces lactis con cambios en el transporte de potasio. 

■ La donación del gene responsable de complementación y su análisis genético (Secuenciación, 

comparación) 

■ Hacer un análisis fisiológico de la mutante complementada con el presunto marco de lectura 
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III. MATERIALES Y METODOS 

III.A Cepas 

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

III.A CEPAS 

Cepa 
	

Genotipo 

E, coli 

TG-1 
	

supE, hsd 5, thi (lac-proAB), F'(traD36, pro AB+, laclq, lacZ M15) 

NM522 
	

supE, supF, hsdR, trpR, lacY , recA13, metB, pral 

K lactis 

WM27 	 Mata, lisA, EBs  

WM37 	 Mata, hisA, EBS  

MD2/1 	 Mata, uraA, lisA, argA [pKD1,1{1K2]K R.  EBs  

3.31b 	 Mat a, lisA, uraA, Kdm*, EBR  

La cepa MD2/1 lleva el plásmido pkDl y fue donada generosamente por el Dr. H. Fukuhara. 
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III.B Medios de cultivo 

Los medios de cultivo YPD, YPG, medio mimino SD y SG, medio de esporulación y técnicas 
genéticas estandar para las levaduras se describen en Sherinan y cols (1986). El medio con bajo 
contenido de potasio (LSK 1mM) se preparó corno se describe por Ko y Gaber (1990) y los 
diferentes amortiguadores y medios de cultivo para bacterias se prepararon como se describe por 
Sambrook y cals. (1989). 

III.0 Plasmidos. 

PLASMIDOS 	 FUENTE 	 MARCADORES  

KEp6 	 II. Fukuhara 	 tira A, Tetraciclina, Ampicilina 

pBS (KS)+ 	 Stratagene 	 Ampicilina, 3-galactosidasa 

pTZ18R 	 Pharmacia 	 Ampicina, 0-galactosidasa 

KEp6-3M 	 Este trabajo 	 tira A, Teraciclina, Ampicilina y PMA1 

URD 	 Este trabajo 	 Ampicilina y PMA1 

III.D Transporte de potasio. 

Se inoculó la mutante (3.3-1b), y las cepas progenitoras (WM27 y WM37) en 200 ml de YPD 

líquido, y se cultivó durante 24 hrs, a 30 °C, en un agitador rotatorio a 250 rpm. Después del 

cultivo, las células se colectaron por centrifugación a 4300 g por 10 min, y se lavaron 2 veces con 

agua desionizada. Las células se resuspendieron en 20 ml de agua desionizada y se ayunaron con 

agitación 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 a 0.5 g (peso húmedo)/ml. 

El transporte de potasio se midió con un electrodo catiónico conectado a un potenciómetro, 

un amplificador y un graficador. En la celda del electrodo, mantenida a temperatura constante 
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(30'C), se colocaron 9.8 ml de amortiguador (MES-TEA 5 mM, pH 6, glucosa 50 mM) y 200 pl de 

la suspensión de células (100 mg peso húmedo), 

III.E Cinética de transporte de " Rb. 

El estudio de la cinética del transporte se realizó con 86Rb, ya que el potasio y el rubidio se 

transportan por el mismo sistema (Armstrong y Rothstein, 1964). El transporte de 86Rb se ensayó 

en células resuspendidas a 50 mg (peso húmedo)/m1 y mantenidas en hielo hasta el experimento. 

El transporte se midió incubando 5 mg de levadura en 1 ml de amortiguador MES-TEA 5 mM, 

glucosa 50 mM durante 2 minutos a 30° C. En seguida se añadió "Rb/Rb frío para obtener 

concentraciones de 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1.0, 2.5 y 5.0 mM, y se incubaron por otros 2 min a 30° 

C. De la mezcla de incubación se tomaron 100 pl y se filtró a través de una membrana de 

nitrocelulosa con un poro de 0.45 pm para eliminar la radioactividad no incorporada, las 

membranas se lavaron filtrando 10 ml de KC1 100 mM para eliminar el "Rb unido al exterior de 

las levaduras. La radioactividad tomada por las células se midió por medio de un contador de 

centelleo, colocando los filtros con las células lavadas en líquido de centelleo. 

Clonación y caracterización del gene que complementa a la mutante 3.3-1b. 

Se transformó a la mutante 3.3-1b con un banco de genes de K. lactis hecho en el vector KEpG, 

para identificar al gene que complementa esta mutación. La transformación de la mutante con el 

banco de genes se realizó por electroporación, para lo cual se prepararon las células de la siguiente 

manera: 

Cien mililitros del medio de cultivo YPD líquido fueron inoculados con 1 ml de un cultivo de 

la mutante en fase estacionaria, y se incubó con agitación vigorosa a 30°C hasta obtener lecturas 

de 80 unidades Klett; posteriormente, las células se centrifugaron a 4300 g por 10 min y se lavaron 
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2 veces con PBS (Sacarosa 272 mM, MgC12  1 mM, KH2P0,1  5 mM a pH 7.4) a temperatura 

ambiente. Luego las células se resuspendieron en 10 ml de PBS. 

La transformación se hizo por electroporación, de la manera siguiente: se colocaron 0.8 ml de 

volumen final de la suspensión de células y 1 pg de DNA del banco en celdas de 0.4 cm de un 

Genepulser de Bio-Rad. Las condiciones de electroporación fueron: Capacitancia de 25 

microfaradios y 1.5 Kvolts. 

Después del pulso de voltaje, las células se sembraron en medio sin uracilo para seleccionar las 

transformantes que incorporaron el plásmido. Las colonias que crecieron después de 4 días se 

replicaron en medios de bajo potasio (LSK 1mM). Las colonias que mostraron crecimiento en LSK 

1mM fueron seleccionadas para medirles transporte de potasio y para cultivarlas en presencia de 

EB 20 pM, y para recuperar el plásmido. 

III.G Secuenciación del DNA de la clona 3M 

De una de las transformantes complementadas se determinó la secuencia de ambas cadenas del 

DNA de un fragmento BamHI-BamHI de 6.6 Kb utilizando el método de Sanger (Sanger y cols., 

1977). Para facilitar la secuenciación, se subclonaron 2 fragmentos BanzHI de 3.5 y 3.1 Kb de la 

clona 3M en el sitio BamH1 de PTZ18R en las 2 direcciones y se secuenció por extensión con 

oligonucleótidos sintéticos. Las reacciones de secuencia fueron realizadas como se describe en el 

Manual de Sequenase Ver 2.0 (United States Biochemical) 

Una vez obtenida la secuencia completa, se analizó con el programa de análisis de 

secuencias de DNA "GCG", y se determinaron los posibles marcos de lectura abierta y además 

fueron comparados contra todo el banco de genes, Genebank (Burks y cols., 1992). 
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III,H Hibridación con el banco de genes (le K. lactis. 

Se prepararon hibridaciones in vitro del banco de genes para donar el gene completo de la 

ATPasa de H+ de K. lactis, usando como sonda un fragmento XbaI de 627 pb del extremo carboxilo 

terminal de la ATPasa. El marcaje del fragmento con a2P se realizó de acuerdo con el protocolo de 

"Nick Translation" de BRL y los filtros se procesaron e hibridaron corno se describe en Sambrook 

y cols (1989). 

III.I Identificación de la mutación 

El gene mutante se clonó usando el DNA cromosomal total de la cepa mutante 3.3-lb 

digerido con BamHI y se amplificó un fragmento de 700 pl. de la región 3', usando los siguientes 

oligonucleótidos 5`aattgtggateccagaactgaa3‘ y 5`gttaccggatecccatctttgaag3`. Se donaron y se 

secuenciaron dos productos independientes de PCR para localizar la mutación 

HM Actividad de ATPasa de membrana plasmática 

Se midió actividad de ATPasa en la mutante y silvestre; la mezcla de reacción contenía 

Na2ATP 5mM, PIPES 10 mM, azida de potasio 5mM para inhibir la ATPasa mitocondrial, 

fosfoenolpiruvato 5 mM y piruvato cinasa 5 pl/ml de mezcla de reacción. Se colocaron 0.25 ml de 

la mezcla de reacción en un tubo de 12.5 ml y se preincubó a 30 °C por 5 min. La reacción se inició 

con la adición de la ATPasa y se incubó a 30°C durante 10 min, luego se paró la reacción con 100 

pl de TCA al 50% y los tubos se colocaron en hielo. El fosfato liberado al medio se midió por el 

método de Fiske y Subarrow (1925). 
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W RESULTADOS 

Se seleccionaron 44 mutantes espontanear resistentes a 25 pM de bromuro de etidio de la 

cepa WM27 que no crecieron sobre el medio de selección LSK 1mM, cinco mutantes resultaron 

tener cambios en el transporte de potasio, las cuales se caracterizaron genéticamente (Miranda, 

1993). De las mutantes obtenidas se eligió una mutante recombinante 3.31b uraA, /isA, ktr, EBR  

para los experimentos de transporte de potasio, bombeo de protones y complementación. 

1V.A Cinética de transporte de rubidio en la mutante 3.3-1B 

El análisis cinético del transporte de 86Rb para las cepas silvestre y mutante mostró grandes 

diferencias. La Km para el transporte de rubidio fue 3 veces mayor en la mutante (0.243 mM) que 

en la cepa silvestre (0.091 mM), mientras que la mutante transportó muy lentamente, con una 

Vmax (3.3 nmol min-1mg-1) cercana a 1/10 de la velocidad correspondiente a la cepa silvestre 

WM37 (34 nmol min'mg-1). Estos resultados indican que se presentó una alteración mayor en la 

velocidad de transporte que en la afinidad para el rubidio, lo que sugirió la presencia de un 

defecto del sistema de transporte de potasio o que podría deberse a un mal funcionamiento en la 

ATPasa de 1-14- (Figura 4). De acuerdo con estos resultados; en medio YPD conteniendo KCl 10 mM, 

la cepa mutante mostró un tiempo de generación más grande que la cepa silvestre (2.3 y 1.5 

horas respectivamente). Como la fuerza impulsora para el transporte de potasio es el gradiente 

electroquimico generado por la ATPasa de H+, se midió el transporte de protones. 

MB Bombeo de protones 

El bombeo de protones se midió con un electrodo de pH. Los trazos de las Figura 5 

muestran la salida de protones en la cepa mutante y silvestre con glucosa como sustrato. Como 

se puede apreciar, la cepa mutante 3.31b presentó un defecto en la salida de protones en 
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comparación con la cepa silvestre, lo que sugirió que el defecto en el transporte de potasio 

deber a un defecto en la función de la ATPasa y por tanto en la generación.- delliiii'F. 

electroquímico necesario para el transporte. La adición de potasio en el medio de incubación no 

produjo la estimulación esperada en la acidificación exterior en la mutante, pero si en la cepa 

silvestre, de acuerdo con los resultados anteriores (Fig 5). 

LEVADURA 
• 

KCI 

KCI 

3.31b 

MD2/1 

 

Figura 5. Cambios en el bombeo de protones en la cepa silvestre MD2/1 y de la cepa mutante 3.3-1b 
medido con un electrodo de pH. Las condiciones de incubación fueron MES-TEA 1 mM (pH 6.0), 
glucosa 50 mM, 10 111 de H202  3% y levadura 100 mg (peso húmedo) en un volúmen final de 10 ml. La 
reacción se inició con la adición de levadura. 

IV.0 El potencial transmembranal y la resistencia a la hidromicina 

Se midió el potencial transmembranal con el indicador 	fluorescente N,N3- 

dipropiltiocarbocianina (Peña y cols., 1984). Cono se indica en la figura 6, la cepa mutante mostró 

una disminución en la señal florescente, lo que indica la generación del potencial 
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transmembrnanal, en comparación con la cepa silvestre en donde se observó' un lÜniei 

señal. En la cepa silvestre, la adición de potasio abatió el potencial generado; 
..1tV  

r 	 ' 

cepa mutante, la adición de potasio tuvo menor efecto. 

Estos resultados obtenidos en la mutante de una disminución del potencial y un menor 

efecto del potasio, concuerdan con el hecho de que la mutante creció en medios que contienen 5 pg 

higromicina A/ml, concentración a la cual la cepa silvestre fue incapaz de crecer. En S. cerevisiae 

se reportaron mutantes con una disminución en el potencial transmembranal y una resistencia de 

200 pg de higromicina A/ml. Esta resistencia es más alta que la encontrada en K lactis, pero los 

resultados fueron cualitativamente similares, un potencial de membrana disminuido y resistencia 

al antibiótico. LA diferencia en la sensibilidad a antibióticos de una levadura a otra se ha 

documentado por Brunner y cols (1982). 
4  

KC1 
MD2/1 

341b so as 	elle Ola~ 

5"01"1"11**C 

Clanina 

Figura 6. Cambios de fluorescencia del Disc3 de las cepas silvestre MD2/1 y mutante 3.3-lb. 
Las condiciones de incubación fueron MES-TEA 20 mM (pH 6.0), glucosa 100 mM, CaCI 250 
pM; en donde se indica, se adicionó KCI para colapsar el potencial. La reacción se inció con 
la adición del la cianina (Disc3) 
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13/.113 Complementación de la mutante con un banco de genes 

La transformación de la mutante 3.31b con un banco de genes de K. tacas hecho en el vector 

KEp6, se hizo por electroporación, con 1 pg de DNA, y las transformantes se seleccionaron en 

medio mínimo sin uracilo, y posteriormente se replicaron a un medio con un bajo contenido de 

potasio (LSK 1mM). Se identificaron seis colonias que mostraron crecimiento en bajo potasio y que 

además mostraron ser sensibles al bromuro de etidio. 

Un análisis mitótico de las 6 donas independientes mostró una mezcla heterogénea de células; 

algunas colonias que mostraron un fenotipo mutante y otras se transformaron establemente; se 

aisló el plásmido de estas donas y se tranfirió a bacterias. Se volvió a transformar a la mutante 

con el DNA de cada clona y se observó que en sólo 3 de ellas se recuperó el fenotipo de crecimiento 

en medios bajos en potasio, así como la sensibilidad a bromuro de etidio 20 pM, y se encontró que 

eran capaces de transportar potasio. La retransforinación de la mutante con los plásmidos resultó 

de nuevo en una mezcla de transformantes complementadas y no complementadas (Datos no 

mostrados). Un análisis de restricción de los 6 plásmidos aislados indicó que eran parecidos en el 

patrón de restricción, pero también se observó que tres de ellos habían sufrido rearreglos y que 

habían perdido sitios de restricción del vector. Las 3 donas restantes dieron patrones de restricción 

similares con las enzimas probadas, y sólo variaron en el tamaño del inserto; de estas donas se 

seleccionó la que llevaba el inserto de menor tamaño para hacer un mapa físico y subclonar el gene 

de interés. La clona seleccionada 3M mostró un inserto de 6.6 kb, que era el responsable de 

revertir el fenotipo mutante a un fenotipo silvestre. La figura 7 muestra un mapa físico de la clona. 

Para determinar la secuencia del inserto completo, el fragmento se digirió con Ban-11, para 

generar 2 fragmentos de tamaño similar (3.5 y 3.1, respectivamente) que fueron subclonados en 

ambas direcciones en el vectorpTZ1811 digerido con Bamill. La secuencia de ambas donas mostró 
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un inserto de 6613 pb con 2 marcos de lectura incompletos en una cadena y un mareo de lectura 

completo en la cadena opuesta (ORF1), El primer marco de lectura completo (ORF1) se comparó 

contra el banco de datos y se encontró que codifica para la enzima amarilla de Warburg (NADPH 

oxidasa (Figura 7A), mientras que ORF3 correspondió a un producto no identificado. El marco 

ORF2 corresponde a un fragmento de 778 pb, que codifica para el extremo carboxilo terminal de 

PMA1, el gene de la ATPasa de H. Este ORF2 mostró alta homología con el extremo carboxilo 

terminal de la ATPasa de membrana plasmática de S. cerevisiae (Serrano y cols, 1986) y de S. 

pombe (Ghislain y cols, 1987). 

Una digestión con HindTH de la clona 3M permitió la construcción de una clona de 778 pb. 

que contiene el extremo carboxilo de la ATPasa, con ella se transformó a la mutante y se observó 

complementación del fenotipo mutante. Un estudio de segregación rnitótica de las transformantes 

después de cultivarlas varias generaciones en medio no selectivo (YPD) resultó en 30% de 

transformantes complementadas establemente. Es importante señalar que un fragmento de 778 

pb complementó a la mutante (Dato no mostrado), probablemente por recombinación de este 

fragmento con el genoma de la levadura; de hecho, se ha demostrado que por alguna razón, la 

electroporación puede incrementar varias veces la recombinación homóloga en la levadura 

(Higgins y cols, 1991). 

A las transformantes complementadas se les midió transporte de potasio y bombeo de 

protones, y se encontró un transporte normal para ambos, sugiriendo que el gene de la ATPasa es 

el responsable de complementación en la mutante, 
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Figura 7. Construcción del plásmido KpE-3M con el marco de lectura completo PMAI. (A)Mapa físico 
de la clona de 6.6 kb que muestra los tres presuntos marcos de lectura encontrados. Se indica la 
longitud de cada marco de lectura y la distancia intergénica, asi como el número de nucleótidos. Las 
flechas indica la dirección de la transcripción. (B y C) Mapas de las subclonas encontradas por 
hibridación con la biblioteca genómica. (D) Fragmento mostrado en el panel B y ligado con el 
fragmento del panel C para originar el plásmido KpE-3M. (E) Plásmido KEp-3M con el gene PMA1 
completo, se indica el codón de inicio y de término. La línea inferior derecha indica el extremo 3' que 
complementa a la mutante 3.3-1b. Nc, nucleótido; los principales sitios de restricción son: S, Sau 3A; 
Hd, HindIII; Ap, ApaI; Hc, Hindii; B, BamHI; E, EcoRI; X, Xba L 
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IVE Deducción de la estructura primeria de la proteína 

Utilizando como sonda un fragmento Xbar-Xbal de 700 pb del extremo 3' del gene de la 

ATPasa de Klactis, se buscó el marco de lectura completo por hibridación con un banco de genes. 

Mediante esta estrategia, no se identificó ninguna clona con el ORF completo. Una segunda 

estrategia consistió en identificar un fragmento de DNA cromosomal que tuviera el promotor y el 

extremo que codifica para la región amino terminal. Se purificaron fragmentos de DNA 

cromosómico de 6 kb que hibridaron con la sonda y se donaron en pril8R. Se hibridaron y se 

seleccionó una colonia positiva, el DNA de purificado de esta contenía el extremo 5', extendiéndose 

hasta el sitio interno de BamH1 (Figura 7C)). La digestión de esta última clona con EcoR1 

permitió la separación de un fragmento de 1.5 kpb que fue ligado con una clona EcoR1-HindIll que 

contenía un fragmento de 1.7 kpb en el extremo 3'. El plásmido resultante, KEp-3M, contiene el 

ORF completo, 244 nucleótidos antes del codón de inicio y 341 nucleótidos después del codón de 

terminación (Figura 7E). La secuencia completa de nucleótidos y de aminoácidos, deducida a partir 

de esta clona, se muestra en la Figura 8. El presunto marco de lectura abierta de PMAI de K. 

lactis comprende 2,700 pb incluyendo el codón de terminación y codifica para una proteína de 899 

aminoácidos. 
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911 aga att Ita aqa Lar act ttg ger_ ate acre att gle agt gte. red ate (Jai. Uta cera gct gle git acc al/e 
✓ EILEYTLAITIVGVEVGLEAVVTT 
ace aLq gel ate 991 gel gel. tac LLq gel aag asad can 	U 	a ¿ida gre al 	ale ca 	tta ter. are all gaa Lel Llg 
TMA .VG'AAYLAKKOAIVOKLSAIESL350 

gct ugl ate qaa ale Itg tql tet qac aaq ace qgt. act Ita alece ada saetee aag Ita Lee LLa cal gaa Gel, Lar 
AGVEILCSDKTGTLTKNKLSLHEEY 

act gil gaa ggl 	qac oca ojal yac 11q ata Lt.g ael gel tal Lig (Jet gcl tet aga aag aag aag gat 
TVEGVDPDDLMLTACLAASEKKKG1,400 

gal ger all qae aag gct ttc ttg aaa lel tia ale lel tic cca aga are aag (jet (jet ttg act aag tac aaq 
D AIDKAFLESLISYPEAKAALTKYK 
ttg tIg gaa tic cae cca Ite gae col git Lee aaa aag att dee (jet 	ate gaa lel cca qaa qqt_ gaa aga 

L LEFHPFDEVSKEVTAIVESPEGER450 
ale att tqt 911 aag gut. (jet cca Ltq tte ale Ilg aag acr. gtt gaa gaa gaa eat cacas all cca quia ojal cite 

ICVKGAPLFVLKTVEEEHEIPED V 
cut gaa aac tac gaa aar aag gil_ gel gaa lLq gel lee aga gat tte aga qec ttg (Jai gil acc aqa aag aga 
RENYENKVAELASEGFEALGVARKR500 

gqt gaa ggl cac lag gaa all ttg qqt gil: ata era tat ata gin_ eet. rea aga 	gae acr. act rad net ale 
áEGHWEI L'GVM'ECMDEPEDDTAQTV 

aac gaa gel aga cae 11-.9 gut Ita aga gil aag ata Uta act gqL yac get ate ggt all qcL aag gaa act tett. 
N EARELGLEVEMLTGDAVGIAKETú550 

aga caa ttg 991 Ila gqt act aac all tac a3aacr gcl gaa aqa Ita qqt_ eta gal qqL ggt gql: gac ata era qqt:
ROLGLGTNIYNAERLGLGGGG . D 	MPG 

lee gaa Lt_g cace gal. Lte gil gua aat gel gal gat tle 	gaa 911 Llc era caz' cae aag tac aac ale utt 
5ELADFVENADGFAEVFEQHKYNVV600 

quia ate Ita caa caa aga gut tac Llg gil: gel ata ael gut, gae gqt. aac ojal: rice era 	Ltg aag aag 
E ILIDORGYLVAM'TGDGVNDAPSLKK 

gel gal ace ggt all gel ate gaa qqt_ gel acc gat ger gel aga ler. (jet gut gat all 	lle Ita qcr era 
A D T G 1 A V E á A TDA A E S A A D IV F I, A P 650 

gqt ttg Ice gel ¿AL att: gac gel iUj aag are tet aga can all Ite cae liga ala tac Let. lar ate un Lime 
G L S A1 ID AL K T S E Q I FUE 14Y S Y V V Y 

Cul ate gel Lbj Ice eta eat ltg quia ale Ite Uta ggt eta Lga att gel ale ltg aac aqa Lel ttg aac all 
AL S L HL E 1F L G L W I Ali, Nit S L N I 700 

gac ttg glt gte tic alt get att tle gel: gal gLI gel acc l.Lq gel att gel. tac ojal dar gel era lar Lel. 
D LVVFIAIFADVATLAIAYDNAPYS 
coa aag cel ale aag tga aac Itg aga aga eta tyq qqt ata Lee gle ale Uta qat ata all. Ilg gel ate qqt 
EKEVKWNLR R L W G M5 V Ir, G I 1L A 1C 750 
act tgg ale acc ttg acc act: ala ttl aLL era aag ggt agt int ate caa atare Ite qql Ice ate gat ggl gil. 
TWITLTTMFVEKGGI IQUFGSIDd 'V 
tica ttc Itg caa ate tic Ita act: quia aac tqg tLq int tle ale acc aqa gel gel. qqt red lIc Lgcl Ice tel. 

L F L Q I 5 L T EN W L 1F I T R A A G P F W S S 800 
ate cca lel Igg caa lla Let. gql gee att ola ale att gal ate ate caca ¿lec ala tIc tat Ita tt.c gqt tqq 
IPSWQLSGAVLIVAI IATM. FCLFGW 
tgg lel caa (aac, lag aac que ale gil ace 	gte aaa ate tgg all Lt:e tel Lte qqt ate Lte. tal gle ata 

W SONWNDIVTVVEVWIFSFGVFeVM850 
991 ggl 	tac tase a t: q alca tel qaa 	gaa caceett.t. gac aga tte a Uy ¿arar ((t t. saca tiC aria aqa yac aag 

G GAYYM- MSESEAF . DEFMNGKSEEDK 
cca teL gge aga lec ate qaa gal tte ttg ala gel ate caí] aqa cate Lee aeL eaa cae qaa aaq gaa 	tan 

E G R S 	E A EL 14- AMQ11 V S TQUEK E N * 899 

acIttateaaaalgItactataaaattallecanetaealanauncalletaLgILIgelaaatglItetticagltetactllecacaaltacadat 
tlettetg IttteletecalcItlealcallettlaalegaagtgateLettlUtcltagaaleattatelZaalecadelagelltgalllagalell 
ttlatteelgattlItttgaatgadtgaaaalgqtaagaageglItaaatgaglaatglaltgteateLgadallalLtItageteaalgaetgatalt 
tletetgLagLIglIttIttlacctraltltaactalaaagett 3041 

Figura 8. Secuencia de nucleótidos del gene PMA1 de K lactis, Se muestra la secuencia de 
aminoácidos en el codigo de una letra, el número y posición se muestra del lado derecho. La región 
que muestrá las líneas inferiores corresponde a los oligonucleótidos usados para amplificación por 
PCR. 
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IV.F Comparación con otras ATPasas tipoP 

La alineación de la secuencia de aminoácidos del gene de K. lactis con las secuencias de 

cuatro ATPasas de levadura se muestra en la Figura 9; se observó alta conservación de la 

secuencia de K. lactis, con las de esas ATPasas, con una similitud de aproximadamente 93% y una 

identidad del 85% con las de C. albicans S. cerevisiae, y Z. rouxii. La identidad promedio entre las 

cinco ATPasas fue de alrreddor del 64%. La mayoría de las diferencias están presentes en las 

porciones amino y carboxilo terminal de las secuencias; ésto sugirió que el procesamiento e 

integración a la membrana de cada una de estas especies debe ser diferente. 

Al alinear la secuencia de aminoácidos de la ATPasa de K. lactis con los de otras ATPasas 

tipo P como la ATPasa de Ca++ de la membrana plasmática, la de Na+-K+, la de a+-K+ y la ATPasa 

de Ir se encontró una alta conservación en la secuencia que va del presunto cuarto segmento 

transmembranal hasta el sitio de fosforilación CSDKTGTLT en la porción hidrofilica central (Fig 

10). La mayoría de las diferencias se presentan en los segmentos transmembranales, lo que 

sugiere que en esta región reside la selectividad diferencial para el catión que transporta cada 

ATPasa (datos no mostrados). 
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Schlzosaccharomycos pombc (Spo) 	MADNAGFYHDAEKHAPEWAE_P00PAHAAAPAi,JDDEP_D___A___E_F_. EDV0E_IJED 60 
Zygosaccharomycos rouxii (2 ro) 	MSDEW I TEK PPHQUPESEG VP_EV_EEETEEEVP_FQ_S__D 	G DF __OEA . O E_A E_ 64 
Saccharomyces cerevisiae (Sce) 	MTDTSSSSSSSSASSvS___Ify____Q_AKTy_DA. ..ASESsoi)__...A_,. _.E____N_V .D D 62 
Candida albicans (Cal) 	 MS_____N__.VDKIVSD_ 	 .__ ____VA____NP_AG__EE,_ 42 
Kluyveromycos lactis (KIa) 	 MSAATEPTKEKPVNNQI/s00 	E1)ED11)QLIF1)L0SHHGL1)DE.SE 43 

* **á-  * 	* á 	* 

Spo 	N_DAP_____E_KA____________MNT___MS___EE.,_ . _ 	. KLPL1V 	 A 	 150 
Zro 	GPA E KI__ 	 V S 	VN____________R__S_ L_____ __ _________ .__ .V _________ __ _____ 154 
Sce 	N_OP 	E 	Y 	 1, 	 A K S V 	V 	V 	 S _____ ____.___M 	152 
Cal 	E EN . . . OS_FK A_______________R___ __D___________ R. _ . __ _A__ Q 	VU V 	V 	 A_- ..L 	129 
Kla DDEHVAAGSARPVPEFLLQTDPSYGLTSDEVIKRRKKYGLNQMSEETENUEVKFLMFFIGP19FVMEAAAWAAGLE0WVOEGV1CGLLF 133 

*** **** 	** 	** 	*** ****** *k 	1* *** * ********** *é*** ********* ** 

Spo 	____V_V___ . _._ _ _S__ !Y__ 	,E .(:mt_LEA 	 K DE TI C 	V P VHL V 	 _ HY 	240 
Zro 	G 	F 	E_________ T_T___ SVQ_A_A__I__________K____T___ _ _ ,_ E ** V 	S 	 HY 	244 
Sce 	_G 	V _F 	 T 	0 	1 A 	 T 	T 	1 	1, 	 HY__ 	242 
Cal 	F 	 L V N Q 	IA  	TT 	ISLL V 	 S 	219 
Kla LNAAVGFWENAGSIVDELKKTLANSAVV1ROGNLVEVPSNEVVPGD1L0LEDGVV1PADGRLVTEOCFIQIDQSAITGESLAVDKREG 223 

*** *** ** ****** **** ** * * * * 	* 	*e* ***Ir** ti * * *** * 	* *** ********** ir 

Spo 	P A G 	GL V 	 S 	A G T 	V LL FC1YT A 	SVRUA L E 	I 	330 
Zro 	_E V„___ -••____-. G_._ _ . _ N__ . _ _S_ _A G_ Q__ 	 V_ V_ VI 	1 T C 	VR P 	G 	334 
soc, 	Q 	 O V N .- 	- 	 G 0,_ 	 I_ V 	A 	 e 	G 	 G 	I 	332 
Cal 	CY 	T 	 S T 	 T VE 	 V 	C 	VU 1' 	I 	309 
Kla OSTESSSTVKRGEAFM1VTATGOSTFVGRAAALVNKAAAGSGHFTEVLNG1GT1LUILV1VTLLINWVASEYRTNK1VRiLRYTLAITIV 313 

* 	** ** ** 	* * ***** * ***** * *** 4 	* *** *i*** 	á* 	* 	o* 	* *** 	* *** **O 

Spo 	 E 	 V 	 a F S SG___V_ ______ _R 	__ 	420 
Zro 	 O 	 SS 	 424 
Sce 	 S 	 422 
Cal 	 E 	 399 
Kla GVPVGLPAVVTTTMAVGAAYLAKKQAIWKLSAIFSLAGVFILCSOKTGTLTKNKLsLHITYTVEGVOPOUMLTACLAASRKKKGLDA1 403 

** ***** á ***** ** * ***** ******** ***** ***** ********** ***A** t& *á ** 	4** *** ****** * * ***** 

Spo 	A KN_ GPRSM_ ___NIT 0___ 	._ 	Y 0A D_T T 	W 	O 	LSA KD GD 	Y S 	510 
Zro 	 AQ K G 	V 	 V   O 	II 	 514 
Sce 	 KO K D 	V 	 V 	 V 	 O 	H 	 512 
Cal   N 	 P V Q 	 DO 	_H Q,T F 	S 48,1 
Kla 	DKAFLKSLISYPRAKAAL'I'KYK[J 	493 

****** * 	** 	* *** 	** *** ***** *** * 	* * ** *A***** ****** 	******* 	* 	* 	**** 4, 

Spo 	______I EGQ 	M 1 	S _ II 	.,H 1S KR 	 1) 	A 	M 	 T 	N 	VY 	600 
7. ro 	 1) 	 S 	MY 	604 
Se(' 	 S 	 602 
cal 	 1 	 A 	R    0 1) 	e .) 	A 	1  	579 
Kla WVARKRGEGHWEILGVMPCMDPPRDOTA0PVNEARHLGLRVKMLTGDAVGIAKETCRQWW1N1YNAFNLGUGGGGOMPGSELADFVE 583 

****** 	**** * *** **** *** * 	** 	*4* **** ***** ***** **** ****4 * **I* **O, * 1** 	**** 

Spo A G 	A O 	 690 
Zro 	 FA D 	 A 	694 
Sce 	 R N _ 692 
Cal 	G TN A 	S 	 669 
Kla NADGFAEVEPQHKYNVVEILQQRGYLVAMTGOGVNDAPSLKKADTGIAVEGATOAARSAA01VELAPGLSAIIDALKTSR0IFHUMYSYV 673 

**** * ** 	* 	* *** ** ***** ************************** ********* ****** ********* ******** 4* 

Spo 	 L1 R_QL LE 	 M 	P 	L TV! V 	N 	1AQGQ 	780 
Zro 	 8 D 1 	 1' S 	P 	IMM 	A 	 L.._ 702 
Sce 	 780 
ca) 	 L 	 D N I 	 1) 	 P 	 757 
Kla VYRIALSLHLEIFLGLWIAILNRSLNIOLVVFIATEADVATWAYDNAPySPKpVKWNLRRLWGMSVIUGEILAIGTWITIATMFV..P 761 

*********** ***** 	* 	* 	* **ir* ********* ***II*** 	****** **k* * 	** ** * *A* *** 

Spo 	NR V 	VQ E 	E 	 V Chi 	 _.__..__A _____._ I..___.._._  .1_ _ F KGGIVIS__A_L_ I _MY____ I __I_ 	870 
Zro 	 1 E 	 V 	 A FV VV T 	. T 	IY_W_I_I OL 671 
Sce  	AMN 1M 	 A 	FA 	 rr 	. E T 	W 1 I 	L 	669 
Cal 	 L 1 	 846 
Kla KGGIIQNFGSIDGUFLQISLTENWLIFTTRAAGPFWSSIPSWQLSGAVLIVDI1ATMECUPGWW.SQNWNOIVTVVRVWIESEGVECVM 850 

** **** 	** ********** ** 	**A*** ***** á *á* 	** 	4* * 	*1* 	 ** A A 	Oh * ** 

Spo 	A_T__ I L 	AG____M_____P . K ES RNO____ I ____L VV_L___T__S____GDA 919 
Zro 	_ L 	T 	b______PLKENK_T , __AS R 	 GN 	920 
Sce F E T 	L 	PMK E K 1 	MA 	 T 	918 
Cal 	 L T 	 N O RKPQQHTDK L 	VS 	 ST 	895 
Kla GGAYYMMSESEAFORFMNGKSRROKPSGRSVEDFLMAMQRVSTOMEKEN 899 

* ** * * ** 	** 	 ** ** 	* ** *** 

Figura 9. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la TPasa de 	K. lactis con PMA1 de C. 
albicans, S. cerevisiae, Z. moca, y Schizossacharomyces pombe. La secuencia completa de PMA1 de 
K lactis se presentó usando el codigo de una letra. Las líneas y puntos representan identidades y 
ausencia de aminoácido, respectivamente. Los asteriscos representan residuos conservados en todas 
las secuencias. Los posibles segmentos transmembranales tomando el modelo de 8 segmentos 
transmembranales se muestran con lineas. La metionina 669 remplazada por isoleucina en la mutante, 
se muestra en negrita. 
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KlactisH 
ScerevH 

SchpombeH 
CalbicH 
NcrassaH 
ArathH 
TomateH 
TabacoH 
PigHK 

HumanHK 
RatNaK 

HumanNaK 
DromeNak 
HumanMCa 
HumanCa 

RabbitCa 
RatCa 

VRILRYTLAI 
VRILRYTLGI 
ARLLEYTLAI 
VPILRYTLAI 
VQILEFTLAI 
RDGIDNLLVL 
RPGIDNLLVL 
RPGIDNLLVL 
VFF....MAI 
VFF..,.MAI 
IFL....IGI 
IFL....IGI 
IFL....IGI 
VKFFIIGVTV 
IYYFKIAVAL 
IYYFKIAVAL 
IYYFKIAVAL 

TIVGVPV.,. 
TIIGVPV.,. 
TIIGVPV... 
TIIGVPV,.. 
TIIGVPV... 
LIGGIPI... 
LIGGIPI... 
LIGGIPI,., 
VVAYVPE... 
VVAYVPE... 

IVANVPE... 
IVANVPE... 
LVVAVPE... 
AVAAIPE... 
AVAAIPE... 
AVAAIPE... 

.GLPAVVTTT 
,GLPAVVTTT 
.GLPAVVTTT 
.GLPAVVTTT 
.GLPAVVTTT 
. AMPTVLSVT 
. AMPTVLSVT 
▪ AMPTVLSVT 
. GLLATVTVC 
.GLLATVTVC 
,GLLATVTVC 
.GLLATVTVC 
.GLLATVTVC 
.GLPLAVTIS 
.GLPAVITTC 
.GLPAVITTC 
.GLPAVITTC  

MAVGAAYLAK 
MAVGAAYLAK 
MAVGAAYLAE 
MAVGAAYLAK 
MAVGAAYLAK 
MAIGSHRLSQ 
MAIGSHRLAQ 
MAIGSHRLAQ 
LSLTAKRLAS 
LSLTAKRLAS 
LTLTAKRMAR 
LTLTAKRMAR 
LTLTAKRMAS 
LAYSVKKMMK 
LALGTRRMAK 
LALGTRRMAK 
LALGTRRMAK 

KQAIVQKLSA 
KQAIVQKLSA 
KQAIVQKLSA 
KQAIVQKLSA 
KKAIVQKLSA 
QGAITKRMTA 
QGAITKRMTA 
QGAITKRMTA 
KNCVVKNLEA 
KNCVVKNLEA 
KNCLVKNLEA 
KNCLVKNLEA 
KNCLVKNLEA 
DNNLVRHLDA 
KNAIVRSLPS 
KNAIVRSLPS 
KNAIVRSLPS 

KlactisH 
ScerevH 

SchpombeH 
CalbicH 
NcrassaH 
ArathH 

TomateH 
TabacoH 
PigHK 

HumanHK 
RatNaK 

HumanNaK 
DromeNak 
HumanMCa 
HumanCa 

RabbitCa 
RatCa 

IESLAGVEIL 
IESLAGVEIL 
IESLAGVEVL 
IESLAGVEIL 
IESLAGVEIL 
IEEMAGMDVL 
IEEMAGMDVL 
IEEMAGMDVL 
VETLGSTSVI 
VETLGSTSVI 
VETLGSTSTI 
VETLGSTSTI 
VETLGSTSTI 
CETMGNATAI 
VETLGCTSVI 
VETLGCTSVI 
VETLGCTSVI 

CSDKTGTLTK 
CSDKTGTLTK 
CSDKTGTLTK 
CSDKTGTLTK 
CSDKTGTLTK 
CSDKTGTLTL 
CSDKTGTLTL 
CSDKTGTLTL 
CSDKTGTLTQ 
CSDKTGTLTQ 
CSDKTGTLTQ 
CSDKTGTLTQ 
CSDKTGTLTQ 
CSDKTGTLTM 
CSDKTGTLTT 
CSDKTGTLTT 
CSDKTGTLTT  

NKLSLHEPY.  
NKLSLHEPY. 
NKLSLGEPF. 
NKLSLHEPY. 
NKLSLHDPY . 
NKLSVDKNL. 
NKLTVDKAL. 
NKLTVDKNL. 
NRMTVSHLW. 
NRMTVSHLW. 
NRMTVAHMW. 
NRMTVAHMW. 
NRMTVAHMW.  
NRMTVVQAY.  
NQMSVCRMF. 
NQMSVCKMF. 
NQMSVCRMF. 

Figura 10. Alineamiento de diferentes secuencias de P-ATPasas. Las ATPasas de H+ de levaduras: K. 
lactis, S. cerevisiae, S.pombe, C. albicans, del hongo filamentoso N. erassa; de plantas: A. thaliana, 
tomate y tabaco; FP-K* ATPasas de cerdo y humano; Na+-K+ ATPasas de rata, humano y D. 
melanoga.ster; Ca2+-ATPasa de membrana plasmática de humano, de retículo sarcoplásmico de humano, 
conejo y rata. La letra en negrita indica el sitio de fosforilación. 
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IV. G Complementación con PMA1 de K. lactis y actividad de ATPasa  

La transformación de la mutante 3.31b con el plásmido KEp6 3M produjo la recuperación 

total del fenotipo silvestre: crecimiento en medios con bajo contenido de potasio (LSK1mM), 

sensibilidad a 20 pM de EB (Fig 11), transporte de potasio y bombeo de protones (Figura 12). 

La actividad específica de ATPasa sensible al vanadato ensayada en membrana plasmática 

purificada de la mutante fue de 0.72 t 0,21 pmol mi& mg'', mientras que eri la cepa silvestre fue 

de 1.72 10.56 pmol min4  mg"; por otro lado, la cepa mutante transformada con la clona KEp 3M 

aumentó la actividad a niveles comparables con la cepa silvestre 1.42±0.3 pmol min-1  mg'. Estos 

resultados sugieren unaiJcomplementación total de la mutante con el gen PMA1 de K. lactis. 

EB Low 
wt 

3.3 

3.3+PMA1 

Figura 11. Resistencia a bromuro de etidio 20 pM y crecimiento en medio selectivo LSK1mM. La 
columna de la izquierda representa el crecimiento sobre medios con bromuro de etidio y la columna 
de la izquierda el crecimiento en medio con 1 mM de potasio. In cepa silvestre MD2/1; 3.3, mutante 
transformada con el vector KEp6 y 3.3+PMA1, mutante transformada con PMA1. 
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Figura 12. Bombeo de protones en la cepa silvestre , mutante y complementada. Las condiciones de 
incubación fueron: MES-TEA 1mM pH 6.0, Glucosa 10 mM y 1 pi de H202  3%, púrpura de bromocresol 
8 pg, y 10 mg de levadura (peso húmedo) en un volúmen final de 2 ml. La reacción se inició con la 
adición de células, y se registró a una A487.586. (A) Cambios de pH producidos por las cepas silvestre 
WM37 y mutante 3.3-lb, (B) Cambios de pH producidos por la cepa silvestre MD2/1 y mutante 3.3-1b 
transformadas con el vector KEp6 y la mutante complementada con la clona KEp6-3M. 

IV.H Identificación de la mutación en la cepa 3.318 

Se diseñaron 2 oligonucleótidos para amplificar un fragmento de 700 pb que comprendiera 

el extremo carboxilo de la clona que complementa a la mutante. Este fragmento se amplificó 

usando DNA genómico de la mutante 3.31b, digerido con BamHI, y usado como molde. La 

secuencia de dos productos de PCR independientes mostraron un cambio, que es el responsable 

de la disminución en la actividad de la ATPasa; se encontró un cambio de G por A en la posición 

2007, este cambio produjo la sustitución de la metionina 669 por isoleucina; esta metionina se 

localizada en la segunda porción hidrofilica citoplásmica, cerca del quinto segmento 

transmembranal, si se toma como base el modelo de 8 o de 10 segmentos transmembranales 

(Figura 8). 

1 
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V. DISC USION 

Se ha demostrado que el bromuro de etidio es un inhibidor competitivo del transporte de 

potasio en la levadura (Peña y Ramírez, 1975), y se han obtenido diferentes mutantes en K. lactis 

que son resistentes al EB (Brunner y cols., 1982). Algunas mutantes que se han reportado y que 

se analizaron durante este trabajo mostraron una resistencia al bromuro de etidio sin cambios en 

el transporte de potasio; estas mutantes transportaron al EB al igual que la cepa silvestre, Un 

segundo tipo de mutantes mostró cambios en el transporte de potasio y resistencia al bromuro de 

etidio; en estas mutantes se ha demostrado que ambos fenotipos de resistencia al EB y deficiencia 

en el transporte, segregan juntos y por lo que se supone que se trata del mismo gen. Los resultados 

obtenidos en este trabajo indican que las mutantes de K. lactis resistentes al bromuro de etidio 

presentaron defectos en el transporte de EB y IC; una de las mutantes obtenidas presentó defectos 

en el bombeo de protones (3.31b), un potencial transmembranal disminuido y deficiencia en el 

transporte de protones. En S. cerevisiae se han descrito mutantes de ATPasa con un fenotipo 

parecido al de la mutante 3.3-1b, en ellas se ha demostrado que el transporte de diferentes drogas 

requieren del potencial transmembranal (Perlin y cols., 1988) y reportaron que la resistencia a 

drogas es conferida por una disminución en el potencial, estos antecedentes apoyan los resultados 

obtenidos para la mutante 3.3-1b, un potencial disminuído, resistencia a EB y deficiencia en el 

transporte de protones. 

Otra mutante aislada en el laboratorio utilizando el mismo esquema de selección mostró 

una capacidad normal en el bombeo de protones pero una deficiencia en el transporte de potasio 

(Cádiz, manuscrito en preparación). En ambos casos, la mutante 3.3-lb (este trabajo) y la mutante 
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obtendia por Cádiz, se seleccionaron por la resistencia al EB y la ausencia de crecimiento en el 

medio LSK 1mM, en el cual la cepa silvestre crece normalmente. La obtención de estas mutantes 

apoyan los resultados de Peña y Ramírez (1972) de una posible interacción del bromuro de etidio 

con el sistema de transporte de cationes monovalentes. 

La actividad de ATPasa de la cepa mutante 3.3 lb demostró que el defecto en el transporte 

de IC de la mutante se debió a una deficiencia en el bombeo de protones y no en el sistema de 

transporte de W. Los resultados de la cinética de transporte, muestran que la afinidad para el 

"Rb+ no cambió significativamente, pero si la velocidad; éste resultado junto con los del bombeo 

de protones y complementación con PMA1 de K. lactis indicó que el fenotipo mutante se debía a 

un defecto en la función de la ATPasa, por lo que no se genera el potencial de membrana necesario 

para el transporte normal de 

Por otra parte, el potencial transmembranal disminuyó en la mutante, y además la adición 

de potasio colapsó este pequeño potencial a un grado menor que lo hace la cepa silvestre. Esto 

concuerda con los resultados obtenidos para el bombeo de protones; en la cepa mutante se estimula 

el bombeo por la adición de potasio a un menor grado que como ocurre en la cepa silvestre. 

También se encontró que la mutante presentó una resistencia mayor al antibiótico higromicina, 

que requiere del potencial transmembranal para ser transportados (Perlin y cols.,1988). Aunque 

la resistencia a hidromicina no fue cuantitativamente similar a S. cerevisiae, los resultados son 

congruentes con un potencial disminuído, que da como resultado la resistencia al antibiótico 

(McCusker y cols., 1987). 

Las membranas preparadas de la mutante mostraron un nivel reducido de hidrólisis de ATP 

con respecto al control silvestre. Otros trabajos han demostrado que las mutantes resistentes a un 
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inhibidor de la ATPasa, el Dio-9 tienen alterada su actividad de ATPasa, y este fenotipo de 

resistencia se debe a una reducción en la entrada del Dio-9 (Ulaszewski y cals., 1983). Aunque no 

se probó la resistencia a Dio-9, se han reportado mutantes resistentes a Dio-9 que confieren 

resistencia cruzada al bromuro de etidio y a la decametilén diguanidina (Ulaszewski y cols,, 1986). 

Aunque no se encontró ningún fenotipo visible diferente al de la cepa silvestre, la mutante 

3.3-lb mostró hipersensibilidad al pH bajo, la cual se pudo enmascarar por la adición de K+, 

además de un crecimiento lento con un tiempo de generación mayor con respecto a la cepa 

silvestre (2.3 y 1.5 respectivamente). 

La mutante 3.31b se utilizó para transformar con un banco de genes y las transformantes 

complementadas se seleccionaron en LSK y por su sensibilidad a EB, La complementación produjo 

donas que mostraron diferentes tamaños y la caracterización de una de ellas permitió la donación 

de 2 genes, un marco de lectura completo que codifica para la enzima amarilla de Warburg y un 

marco incompleto que codifica para el extremo COOH-terminal de la ATPasa de H+ de K. lactis. 

La complementación de la mutante se realizó por electroporación con el extremo 3' de PMA1 y se 

encontró una mezcla de fenotipos como son: (i) de las células transformadas, una alta proporción 

se complementó de forma estable, y (fi) las transformantes resultantes siempre eran una mezcla 

de células con fenotipos mutante y silvestre, y (iii) no se observó complementación cuando se 

transformaba con el método de acetato de litio (Ito y cols., 1983) o por el método de placa (Elbie 

y cols., 1992). Estos resultados sugirieron que la complementación de la mutación con esta clona 

implica un evento de recombinación homóloga. Se ha reportado la estimulación de la recombinación 

por electroporación (Higgins y cols., 1991), este reporte apoya el resultado obtenido de 

complementación con un fragmento HindIII que lleva 778 pb del extremo 3', utilizando la 
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electroporación como método de transformación. 

El gene PMA1 de K. lactis contiene un marco de lectura abierta de 2700 pb incluyendo el 

codón de terminación, que codifica para una proteína de 899 residuos con un PM— 100 KDa 

aproximadamente. El marco de lectura abierta no contiene intrones, la medida del gene es cercana 

al peso predicho para la proteína (Guerra y cols., 1995); tampoco se han encontrado intrones en 

sus contrapartes homólogas de S. cerevisiae, C. albicans, S. pombe, Z. rouxii, pero sí en el hongo 

filamentoso N. crassa ((Hager y cols., 1986). 

Al igual que se ha demostrado para otros hongos incluyendo S. cerevisiae (Serrano y cols., 

1986), el gene PMA1 de K. lactis mostró ser esencial, la interrupción del gene no produjo esporas 

viables. 

La comparación de la ATPasa de K. lactis con otras ATPasas de levadura mostró una alta 

homología; como se ha demostrado, la alineación de las secuencias es mejor si se eliminan algunos 

residuos de las porciones N- y C-terminal de las secuencias (Wach y cols,1992). Al alinear el 

producto del gene de K. lactis con los de C. albicans, S. cerevisiae y Z. rouxii;, se encontró 93% de 

similitud y 85% de identidad; sin embargo, para S. pombe se encontró 85% de similitud y 73% de 

identidad. La identidad promedio de todas estas secuencias fue de 64%, encontrando las principales 

regiones de diversidad de aminoácidos en el extremo amino terminal, estas observaciones sugieren 

diferencias en el procesamiento e inserción en la membrana entre cada especie. Por el contrario, 

la alta similitud sugiere que ambas enzimas tienen estructuras secundarias muy comparables y 

que el arreglo tridimensional debe ser muy parecido. 

En el alineamiento de la Figura 9 se pueden encontrar diferencias interesantes entre las 

secuencias en la región N-terminal. En esta parte encontramos ausencia de los primeros 15 
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residuos de la ATPasa de K. lactis y C. albicans comparado con S. cerevisiae y Z. rouxii; esta 

ausencia comprende del aminoácido 2 al 17 y elimina una secuencia rica en seri na de S. cerevisiae, 

Un segundo fragmento se presenta después de la secuencia rica en serbia, y comprende los 

residuos 34 al 41 de S. cerevisiae, Z. rouxii y S. pombe. Esta parte está ausente también en K 

lactis y C. albicans. Ambas ausencias corresponden a secuencias que no están bien conservadas 

entre las ATPasas de FP, y esto sugiere diferente procesamiento de la proteína e inserción en la 

membrana, este hecho se puede explicar porqué la secuencia no predice un péptido lider para el 

procesamiento e inserción en la membrana, En el resto de la secuencia hasta el C-terminal es 

parecida a las otras ATPasas, con algunas excepciones que la hacen particularmente interesante 

para estudios de mutagénesis corno son: un residuo de Ser174 en lugar de Ala, la cual esta 

presente en todas las ATPasa descritas, este cambio es interesante ya que introduce un residuo 

polar en lugar de uno hidrofóbico. Se observaron otras diferencias, en particular la Arg734 es 

prolina en otros hongos, pero en las plantas es lisina, este cambio es interesante ya que la prolina 

generalmente se encuntra en regiones que desvían una u-hélice y no arginina como se presenta 

en K. lactis. 

En una hibridación utilizando el gen PMA1 de K. lactis contra todo el genoma de la levadura 

se encontró hibridación en una sola banda que corresponde a PMA1, lo que nos llevó a suponer la 

existencia de un solo gene para la ATPasa de membrana plasmática. La presencia de un gene para 

PMA1 se ha descrito en N. crassa, C. albicans y S. rouxii (Hager y cols., 1986; Watanabe y cols., 

1991; Monk y cols., 1991), 

La comparación de algunas de las secuencias de las ATPasas de W con algunas secuencias 

de Na+-K+ ATPasas, Ca"ATPasas, W-ICATPasas muestra gran homología, a pesar de que tienen 
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capacidades de transporte y especificidad por catión muy diferentes. La región más conservada 

corresponde al segmento comprendido desde el final del cuarto segmento transmembranal hasta 

el sitio de la fosforilación. Esto indica que todas estas ATPasas con intermediario fosforilado 

evolucionaron del mismo ancestro común, del cual evolucionó la capacidad para transportar 

diferentes iones como Na+, 	y Ca2+ (Serrano, 1993) 

Al donar por PCR y secuenciar el gene de la mutante; se encontró un cambio de una 

metionina a una isoleucina en la posición 669; esta metionina está altamente conservada en todas 

las ATPasas descritas y se localiza junto a una arginina conservada que es interesante para 

mutagénesis (Wach y cols,1992), esta metionina se localiza en el segundo dominio hidrofilico 

grande y es la responsable de la reducción de la actividad de ATPasa. Esta región de la mutación 

se localiza dentro de la región de unión a ATP y pudiera participar en la reacción de unión e 

hidrólisis, pero se necesitan realizar experimentos que apoyen esta suposición. 
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VI. CONCLUSIONES 

1.- En este trabajo se reportó una mutante resistente a bromuro de etidio con cambios en el 

bombeo de protones y en el transporte de potasio. Se encontró que la mutante presentó un defecto 

en la función de la ATPasa y por esto se encontró cambios en el transporte de potasio 

2.- La mutante estudiada 3.3-lb presentó un potencial transmembranal menor en comparación con 

la cepa silvestre WM37. La mutante colapsó el potecial por la adición de potasio, a un grado menor 

que la cepa silvestre. 

3,- La mutante mostró un tiempo de generación mayor que la cepa silvestre, que fue también 

causado por la mutación en la ATPasa. 

4.- Se clonó el gene que codifica para la ATPasa de 1I+ de la membrana plasmática y este gene es 

el reponsable de complementación en la mutante. 

5.- Se demostró la presencia de un marco de lectura que codifica para una proteína de 899 residuos 

de aminoácidos, no se encontró intrones a lo largo de la secuencia, y mostró alta similitud con otros 

genes de ATPasa de membrana plasmática descritos. 

6,- El alineamiento de la proteína mostró 93% de similtud y 85% de identidad con las secuencias 

de las levaduras C. albicans, s. cerevisiae, y Z. rouxii. 

7.- Se sugiere la presencia de un solo gene para PMA1 de K. lactis, lo mismo se ha encontrado en 

la levadura C. albicans 

8.- Se clonó el gene de la cepa mutante y se encontró un cambio de una base que lleva a la 

sustitución de M669A, que se localiza en la segunda porción hidrofílica, cercana al quinto segmento 

transmembranal. Este cambio es el reponsable de la resistencia al bromuro de etidio y a la 

higromicina 
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APENDICE 
A. Clonación de la enzima amarilla de K. facas 

La clona aislada con el fragmento de 6.6 kb que complementó a la mutante 3.31b mostró un 

ORF2 con 84% de similitud con la enzima amarilla de Warburg, dependiente de NADPH, de S. 

cerevisiae; la posición y el mapa de este gene se describen en la Figura 1. Este ORF2 comprende 

1197 pb. y codifica para una proteína de 398 aminoácidos (Figura 2). 

5 

 

a 

    

1197 nc 
398 aa  

Ac B Ac 	8 Ap 
	~MEM 	11  

ORF2 

  

1 3 

URF31 
 5 

-"4783 nc 
260 aa 

1 

3 

  

07,7 	 deb», 

      

            

             

  

ORIP1 

  

1460 nc 

    

1704 nc 

  

   

1472 nc 
490 aa 

          

             

               

"~trAzw-,251y-    <  	—111/1111/1~ 
•"--110 ~-41  

ilh••••• a""'" 	 ~ 11  

will1111111111111-- 	 11111111111111111111~ 
.••••••., 	

gie.mma.• *dom. 
••••••••• 

Ac 	B 	Ac 	 Ap 

uE1A  A  ._}.i 

Figura 1. (A) Mapa físico de la clona e 6.6 kb que muestra los 3 marcos de lectura encontrados. Las 
flechas indican la dirección de la transcripción, también se indican la longitud de cada marco de 
lectura y las distancias intergénicas, asi como el número de aminoácidos codificado. (B) Subclonas en 
el plásmido pTZ 18R y estrategia de secuenciación. Las flechas indican la dirección y posición de los 
oligonucleótidos. Ambas cadenas de DNA se secuenciaron completamente por extensión con 
oligonucleótidos. (C) Construcción de KYEI con el gen UraA para la interrupción del gene. El 
fragmento lineal Ndel-Apal se usó para transformar levaduras. Se indican los sitios de restricción más 
relevantes: B, BamHI; H, HindIll; N, NdeI; Ac, Ami; Ap, Apall, 
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GGATACTGTGTATTAATAATGGTAATGTCGGTAAAATTGGAAAGGGACTTCG 

GGTAAGGATATATAAAAGGAGGCCCCAATTTGTACCAGAGATGGATTTTGTCTCATGGGTAAAGCCATTGTCTCATTGT 
CTAATTGTCTAATTGTCCCTTATTTAGcTTAAGAAAAGTACGCACACTAACAAGTAAACCAAATCAAATCGCATAcGCA 
ATG TCG TTT ATG AAC TTT GAA CCA AAG CCA TTG GCT GAT ACT GAT ATC TTC AAA CCA ATC 
Met Ser Phe Met Asn Phe. Chi Pro Lys Pro Leu Ala Asp Thr Asp Ile Phe Lys Pro Ile 

AAG ATT CGT AAC ACT GAA TTG AAG CAC AGG GTT GTC ATG CCT GCA TTG ACA AGA ATG AGA 
Lys Ile Gly Asn Thr Glu Leu Lys Ilis Arg Val. Val Met Pro Ala Leu Thr Arg Met Arg 

GCG TTG CAT CCA GGC AAC GTT CCA AAC CCT GAC TGG GCT GT I' GAA TAT TAC AGA CAA CGT 
Ala Leu His Pro Cly Asn Val Pro Asn Pro Asp Trp Ala Val Glu Tyr Tyr Arg Gin Arg 

TCC CAA TAT CCA GGT ACT ATG ATT ATC ACT GAA CGT GCT TTC CCA TCA GCT CAG TCA GGT 
Ser Gin Tyr Pro Gly Thr. Met Ile Ile Thr. Glu Gly Ala Phe Pro Ser Ala Gln Ser Gly 

GGT TAC GAT AAC GCA CCA CGT GTT TGG AGC GAA GAA CAA CTG GCT CAA TGG AGA AAG ATC 
Gly Tyr Asp Asn Ala Pro Gly Val Trp Ser Glu Glu Gln Leu Ala Gln Trp Arg Lys ile 

TTC AAG GCA ATT CAC GAC AAC AAG TCT TTT GTT TGG GTA CAA TTG TGG GTT CTA GGT AGA 
Phe Lys Ala Ile His Asp Asn Lys Ser Phe Val Trp Val. Gln Leu Trp Val Leu Gly Arg 

CAA GCT TTT GCT GAT AAC TTG GCA AGA GAT GGA TTG CGT TAT GAP ACT GCT TCC GAT GAA 
Gln Ala Phe Ala Asp Asn Leu Ala Arg Asp Gly Leu Arg Tyr Asp Ser Ala Ser Asp Glu 

GTG TAC ATG GGT GAA GAT GAA AAG GAA CGT GCC ATC AGA TCT AAC AAC CCT CAG CAP GGT 
Val Tyr Met Gly Glu Asp Glu Lys Glu Arg Ala Ile Arg Ser Asn Asn Pro Gin His Gly 

ATC ACC AAG GAT GAA ATT AAG CAG TAT ATC ACG GAC TAT GTT GAT GCT GCT AAG AAG TGT 
Ile Thr Lys Asp Glu Ile Lys Gin Tyr Ile Arg Asp Tyr Val Asp Ala Ala Lys Lys Cys 

ATC GAT GCT CGT CCA GAT GGT GTT GAA ATC CAT TCC GCT AAC CGT TAT TTG TTG AAT CAA 
Ile Asp Ala Gly Ala Asp Gly Val Glu Ile Ilis Ser Ala Aso Gly Tyr Leu Leu Asn Gln 

TTC CTA GAC CCA ATC TCC AAC AAA AGA ACT GAT GAA TAC GGT GGA TCC ATT GAG AAC CGT 
Phe Leu Asp Pro Ile Ser Asn Lys Arg Thr Asp Glu Tyr Gly Gly Ser Ile Glu Asn Arg 

GCT AGA TTC GTC TTG GAA GTC GTC GAP GCC GTT GTC GAP GCC GTT GGT GCC GAA AGA ACC 
Ala Arg Phe Val Leu Glu Val Val Asp Ala Val Val Asp Ala Val Gly Ala Glu Arg Thr 

AGT ATC AGA TTC TCA CCA TAC GGT GTA TTT CGT ACC ATG TCA CGT CTT TCA GAC CCT GTC 
Ser Ile Arg Phe Ser Pro Tyr Gly Val Phe Gly Thr Met Ser Gly Gly Ser Asp Pro Val 

TTG GTG GCT CAA TTC GCC TAT GTA CTT GCT GAA TTG GAA AAG AGG GCA AAG GCT GGT AAG 
Leu Val Ala Gin Phe Ala Tyr Val Leo Ala Glu Leu Glu Lys Arg Ala Lys Ala Cly Lys 

AGA TTA GCA TAC GTC GAT TTA GTC GAA CCT CGT GTC ACA TCG CCA TTC CAA CCG GAA TTT 
Arg Leu Ala Tyr Val Asp Leu Val Glu Pro Arg Val Thr Ser Pro Phe Gln Pro Glu Phe 

GAA GGC TGG TAT AAA GGT GGT ACC AAT GAA TTC GTA TAC TCT GTT TGG AAG GGT AAC GTG 
Glu Gly Trp Tyr Lys Gly Gly Thr Asn Glu Phe Val Tyr Ser Val Trp Lys Gly Asn Val 

CTA AGA GTT GGT AAC TAC GCT TTG GAC CCA GAT GCT CCC ATT ACG GAC TCA AAG AAT CCA 
Leu Arg Val Gly Asn Tyr Ala Leu Asp Pro Asp Ala Ala Ile Thr. Asp Ser Lys Asn Pro 

AAC ACT TTG ATC GGT TAC GGT AGA GCC TTC ATT GCC AAC CCA GAP CTT GTT GAA CGT CTC 
Asn Thr Leu Ile Gly Tyr Gly Arg Ala Phe Ile Ala Asn Pro Asp Leo Val Glu Arg Leo 

GAA AAG CGT TTG CCA TTG AAT CAA TAC GAT AGA CCC TCT TTC TAC AAA ATG TCT GCG GAA 
Glu Lys Gly Leo Pro Leu Asn Gln Tyr Asp Arg Pro Ser Phe Tyr Lys Met Ser Ala Glu 

GGC TAT ATC GAC TAC CCA ACA TAC GAG GAA GCT GTT GCC AAG GGT 'MC AAG AAA 
Gly Tyr. Ile Asp Tyr Pro Thr. Tyr Glu Glu Ala Val Ala Lys Gly Tyr. Lys Lys 

TAG ACT 
*** 

GGGACATCTTCAAAGGGGAAGCTCGCAAATTTATGTTAACGACAATATCTATATACATGGAAATTTATGCACAGAAACA 
GTACTTATATATACTTACTGATACAAGCTTAAAAGATATAATGGTTTTTTTCAATGAAACAATATAGAGAAACGAATAA 
CAAACAGTTTAAGTGAGAGTGTGCAC 

Figura 2. Secuencia de nucleótidos y secuencia de aminoácidos deducida de la enzima amarilla de 
Kluyveromyces lactis. La secuencia que se muestra corresponde a el fragmento Ndel-Apal indicado en 
la figura anterior 
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En una comparación con el banco de datos de este ORF se identificaron secuencias con alta 

homología, entre ellas están OYE1 de S. carlsbergensis (Saito y cols, 1991) y OYE2 de S. cerevisiae 

(Stott y cols., 1993); se encontró 71% de identidad entre las secuencias de nucleótidos, además 71% 

y 85% de identidad y similitud entre las secuencias de aminoácidos respectivamente (Figura 3A). 

La secuencia deducida de aminoácidos mostró ser 2 aminoácidos más corta que OYE1 y 

OYE2, un aminoácido ausente en el lado amino terminal y otro en el carboxilo terminal; este gene 

fue designado KYE1 (Kluyveromyces yellow enzyme). Un alineamiento más detallado de las 3 

secuencias de aminoácidos reveló una región entre los residuos 156-235 con una similitud de hasta 

92%; una comparación de esta región con el banco de datos mostró 66% de similitud con la NADH 

oxidasa de Thermoanaerobium brockil, 67% de similitud con la deshidrogenasa de trimetilamina 

de Methylotrophus methylophilus y 77% con la proteína de unión a estrógenos de C. albicans 

(Madani y cols., 1994). Una comparación de KYE1 con la proteína completa de unión a estrógenos 

de C. albicans (EBP1) mostró 65% de similitud y 45% de identidad (Figura 3B). Se ha demostrado 

también que EBP1 exhibe actividad de oxidoreductasa además de su capacidad para unir 

estrógenos (Manadi y cols., 1994). Se ha sugerido que esta enzima OYE1 pudiera participar en el 

metabolismo de los esteroles (Stott y cols., 1993). 
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Figura 3. (A) Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de KYE1 de Kluyueromyces lactis con la 
enzima amarilla de S. carlsbergensis (OYE1) y 8. cerevisiae (OYE2). La secuencia de le lactis se enlista 
en su longitud total, y se representa en el codigo de una letra. Las lineas y puntos representan 
identidades y aminoácidos ausentes respectivamente. La región que muestra la similtud más alta se 
representa con una linea. (B) Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la región de KYE1 que 
muestra alta similitud con otras flavoproteinas. La región de KYE1 se comparó con la proteína de 
unión a estrógenos de C. albicans (EBP1), la deshidrogenasa de trimetilamina de la bacteria W3A1  
(TMADH), la NADH oxidara de Thermoanaerobium brockii (NADHOX), y un polipéptido codificado 
por el gen C del operón inducido por ácido biliar de Eubacterium sp. (BAIOC). Los asteriscos 
representan aminoácidos conservados en todas las proteínas 
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B. INTERRUPCION DE KYE1 Y CARACTERIZACION DE LA MUTANTE 

La interrupción se realizó cortando el gene KYE1 con Accl y generando extremos romos con 

fragmento "Klenow"; en este sitio se introdujo un fragmento Ndel-SmaI de 0.9 kb que lleva el 

marcador UraA; esta construcción se digirió con Ndel-ApaI y se obtuvo un fragmento de 1.7 kb que 

lleva el gene KYE1 interrumpido con el marcador UraA, Este fragmento se purificó y usó para 

.ansformar diploides silvestres uraA uraA, Los diploides heterocigóticos KYE1 1 kyel::UraA se 

iosporularon y se disecaron las esporas de las tétradas; las 4 esporas separadas de cada asca 

fueron viables, indicando que KYE1 no es esencial para el crecimiento celular. La cepa mutante 

iresentó un tiempo de generación de 3.6 h, en compración con 2.4 para la cepa silvestre, 

La actividad de la enzima en la cepa silvestre KYE1 y mutante ÉKYE1 se midió en el 

I
extracto celular usando citocromo c como aceptor de electrones y midiendo la velocidad de 

'educción en presencia de menadiona y NADPH como donador de electrones (Figura 4). La 

actividad de NADPH oxidasa en el extracto de la mutante disminuyó aproximadamente a la 

tercera parte (23 nmolimin/mg) cuando se comparó con la cepa silvestre (92 nmolimin/mg). 

Figura 4. Reducción de citocromo c usando 
NADPH como donador en la presencia de 
menadiona, la reacción se realizó utilizando un 
extracto crudo de la cepa silvestre (WT) y 
mutante interrumpida (MYE1). La actividad 
de la enzima amarilla se muestra en el 
recuadro interno. Las concentraciones que se 
usaron fueron: NADPH 40 pM, Citocromo c 20 
11M, Menadiona 20 pM, y 1 mg de proteína 
total en un voltimen final de 2.5 ml de Tris-
HCl 100 mM, pH 8.0. 
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C. LOCALIZACION CROMOSOMAL DEL GENE KYE1 

Se prepararon muestras de DNA de la cepa WM37, con modificaciones del método reportado 

por Sor y Fukuhara (1989); los cromosomas se separaron por electroforesis en campo pulsado 

(CHEF) y se resolvieron 6 bandas, correspondiendo a los cromosomas de la cepa WM37 y a los 

reportados previamente para la cepa CBS 2360 (Sor y Fukuhara, 1989). Los cromosomas se 

transfirieron a una membrana de Nylon, se inmovilizaron e hibridaron con un fragmento HincII- 

!finen que lleva el gene completo de KYE1. Se identificó una señal positiva en la banda que 

corresponde al cromosoma II, de acuerdo a la nomenclatura usada por Wesolowski y Fukuhara 

(1995). El tamaño de este cromosoma se ha estimado en aproximadamente 1.3 Mpb (Figura 5). 

A B 

Figura 5. (A) Patrón de cromosomas de la cepa WM37 de K. lactis obtenidos por electroforesis en 
campo pulsado y teñidos con bromuro de etidio. (B) Autoradiografia de un blot mostrando hibridación 
con el cromosoma, se utilizó el gene Mi marcado con 'P. 
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DISCUSION 

La clona de DNA genómico de 6.6 Kb que complementó a la mutante mostró un solo marco 

de lectura completo que codifica para KYE1 (Kluyveromyces Yellow Enzyme). La comparación de 

este producto con la base de datos reveló alta similitud (85% en aminoácidos) con la enzima 

amarilla de S. cereuisiae (OYE2) y de S. carlbergensis (OYE1). Una región de la secuencia (156- 

235) presentó alta similitud con proteínas como: una NADI-1 oxidasa, una deshidrogenasa de 

trimetilamina y una proteína de unión a estrógenos de C. albicans; esta última proteína exhibe 

actividad de óxido-reductasa, además de unir estrógenos. Estos datos sugieren que KYE1 y OYE1 

pueden tener un papel importante en las reaciones de transferencia de electrones; por un lado se 

sabe que OYE1 interactúa con componentes fenólicos y se ha creído que esta enzima participa en 

el metabolismo del esterol (Stott y cols., 1993). 

La interrupción del gene KYE1 no fue esencial para el crecimiento, lo cual sugiere la presencia de 

otras oxidasa dependientes de NADPH, al igual que se presenta en S. cereuisiae o que la actividad 

no es indispensable. La actividad de NADPH oxidasa en la mutante disminuyó a 1/3 con respecto 

a la silvestre; esta actividad remanente puede indicar también la presencia de otra oxidasa. Esta 

oxidasa deberá tener una secuencia poco parecida a KYE1, ya que ante la hibridación del DNA 

genómico utilizando como sonda KYE1, no se detectaron secuencias que pudieran mostrar 

hibridación. En conclusión, se ha donado un gene KYE1 con actividad de oxidasa, pero el papel 

fisiológico de esta enzima es aún desconocido y resta hacer un estudio cuidadoso sobre la posible 
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A Kluyveromyces lactLs strain resistant to ethidium bromide ami deficient in potassium uptake was isolated, 
Studies on the proton-putuping activity of the mutant strain showed that a decreased 11+-ATPase specitie 
activity was responsible for the observed phenutypes, The putative K. facas PMAI gene encoding the plasma 
membrane 11+-ATPase was cloned by its ability tu relieve the potassium transpon defect uf this mutual and 
by reversing its resistance tu ethidium bromide, its deduced amino acid sequence predicts a prutein 899 
residues long that is structurally colinear in its full length to 11+-ATPases cloned from different yeasts, except 
far the presence of a variable N-terminal domain. By PCR-mediated amplification, we ideintified a transition 
from G ta A that rendered the substitution of the fully canserved methionine at position * by isoleucine. Wc 
attribute lo this amino acid change the low capacity of the mutant 11+-ATPase to pump out protons. 

U has been shown that the addition of potassium ions to a 
yeast cutí suspcnsion produces an immediate decrease in the 
levels of ATP and un increase in ADP and Pi  (20). Thcse 
changes, which can be also produced by an incrcasc of the 
medium pH (21), were later postulated to be due Lo an in-
creased activity of a membrane H+-ATPase which was acti-
valed by high pH or also by potassium ions when the medium 

4 pH was low. Further studies proved this hypothesis to be truc 
(19) 4nd valíd also for many other fungi and other systems 
(11).tudies of Ibis system allowed for the first time the clon-
ing arida selluencing of the gene encoding the plasma mem-
brane 11+-ATPase from Saccharomyces cerevisiae (33). This 
gene was found to be essential for the cell, underscoring its 
central role in the transport systems in yeast cells. The genes 
encoding several other ATPascs have been sequenced since 
then, revealing an extensive amino acid conservation and sug-
gesting that they share a common general structure and topol-
ogy (reviewcd in reference 38). 

Yeast plasma membrane l f "-ATPascs are molecules with 
Mrs of approximately 100,000 belonging to the extended family 
of the P-type ATPascs that mediato cation transport (reviewed 
in reference 9), Biochemical and physiological studies of the 
ATPases from Schizosaccharomyces pombe tuld S. cerevisine 
have established the electrogenic H+-pumping capacity of the 
reconstituted enzymes and the similarity in mechanisms with 
the mammalian Cae*- and Na+/10"-ATPases (6, 8, 16, 17). 

Since this ATPusc is responsible for the gencration of a 
membrane electrochemical potential which driver potassium 
transport in yeast cells, studies to produce yeast mutants defi-
cient in the transport of this ion were initiated several years 
ago; the first mutants of this kind were obtained from Kluyvero-
myces lactis which were both resistant to ethidium bromide 

* Corresponding author. Mailing address: Departamento de Micro-
biología, Instituto de Fisiología Celular, Universidad Nacional Au-
tónoma de México, Apartado Postal 70-242, 04510 México, D.F., Méx-
ico. Phone: (525) 622 56 52. Fax: (525) 622 56 30. Electronic man 
address: rcoria@ifcsunl.ifisiol.unam.mx. 

(E13) and deficient in potassiuln transport (2). Two kinds of 
mutants can be produced; those with a normal proton-pump-
ing activity ttnd deficient oniy in potassium transport (29), one 
of which allowed the cloning and scquencing of (he lirst yeast 
potassium transponer (10); and those with a decreased proton-
pumping activity, presumably responsible for the deficient po-
tassium uptake activity. This paper reports the use of the sec-
ond kind of mutants lo done and sequence the gene encoding 
the plasma membrane H+-ATPase of K lactis. To obtain mu-
tants, we took advantage of the fact that EB and Ir seem to 
be taken up by similar mechanisms requiring a membrane 
potential difference, generated by the plasma membrane 
ATPase, and that they behavc as competitors for the same 
carrier (23). 

MATERIALS AND METHODS 

3Irolns, and plaseitids. YPD and YPG media contained 1% yeast 
eximo, 1% Dacio Pcptone, and 2% giticose (YPD) or 2% glycerol (VIO). YPG 
mediata containing ID, 15, or 20 p.h1 EU was used to select for spontaneous 
E13-resistant mutants. SD medium contained 0.67% yeast nitrogen base without 
tanino ackis (Diren), 2% &acose, ami 25 p.g of the required lupino milis per mi. 
LSK medium (low-potassittheontaining medium) was itx deserihed previonsly 
(10). 1.11 meditan supplentented with antpicillin (50 ¡Watt) ami/or 
(30 p.ginsi) was used to grow recombinant bacteria. K lactu strains used in this 
study were WM27 (Atufa lisA), WM37 (Atufa hisA), and MD2/1 (Atufa ura.4 lisA 
argi4)(kindly provided by li. Fukuhara). Escherichia coli NM522 (Pharmacia) was 
used to propagare plasmids and to produce single-stranded DNA for scquencing. 
Simule vector Kflpít, ohtained from Ii. rukultara, vías use lo prepare a genomic 
K. tucas DNA lihrary. Pitagentid prZttilt (Pharmacia) was 11$1:11 lo MINIUM 
DNA fragments for scquencing. 

Isniatinn uf spontaneous En-resistant mutants. Yeast cutis («Os) were spread 
on YPG medium piates containing 10, 15, and 20 p.M EB and incubated at 30°C 
for 5 to 7 clays. Colonies growing in thcse media were puriiied en YPD medium 
and then retested for resistance lo the drug. 

ti+ uptake assays, Rh* transitad, 11+-pumplug netivity, Yeast ecits were 
Brown unttl early stationary phase in YPD mediunt (or SD meditan plus the 
required amino acids for cells carrying ptasmids). Cells were harvested by cen-
trifugation and washed twicc with distilled water. The final pelle' was suspended 
in water and acrated for 4 h at 30°C. Aftcr neration, the cutis were collected, 
washed twice, ami resuspended in water at a 11:1;11 coneentration of 0.5 g uf culis 
per ml. 	uptake, Rb transport, and 1-1*-pumping activity were examine(' as 
described previously (24). 

PCR amplification. Total DNA from wild-type and mutant strains was used as 
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3.31b NEM 

MD2/1 NEsp61 

3.31b DIEp11-31.411 

WM37 3.3 	
10.437 

3.3 

FIG. 1. Movements of potassium in haploids, diploids, and curtid strains. Yeast rens were grown in YPD medium as descrihed in Maicrials and Methods. Incubation 
carried out in 4 inM inorphot ateo hanesulfonie acid (IMES)-triethanolarnine (TEA) buffer (pi! tp.0) with 5 niM gliicose in a final volume of 19 ml under continuous 

stirring. Tracings were started hy the addition a 50 p.1 (25 mg lwet weight I) of yeast suspension. (A) K' transport in the wild type (WM37) and the ktr 	mutant 
(3.3) in the presence or absence of 25 p.M EB. (U) K transpon in homozygotic (WM37) and heterozygotie (3.3) diploids (d) and their haploid counterparts (h). (C) 

transport in the wild type (MD2/1) and the mutant (3.3 lb scgregant) and its complementad version. Cells harboring the indicated plasmids were grown in selective 
medium. 

the template for amplification by PCR using the dcoxyoligonucleotides indicated 
in Fig. 3. Two independent PCR products from each template were blunt-end 
ligated Info Smal-digested phagemid pTZISR and sequenced fully. 

Miseeltuneaus. Yeast transformation was carried out by electroporation as 
descrihed previously (1). SVIien indiented, yeast trunsformat ion wus athii done hy 
the alkali cation mediod (14) or hy the Watt: n'alud (7). Molecular biology 
procedures were performed as descrihed previously (31). Scquencing was done 
by primer extension using the didebxy-chain termination reaction (32). Standard 
yeast genetics procedures were done as described elsewhere (34). Deoxyoligo-
nueleotides for PCR and sequencing were synthesized in an Applicd 13iosystems 
model 381-A DNA synthesizer at the molecular biology facilities of the Instituto 
de Fisiología Celular. 

Nuelentide sequen« accesslon number. The nucleotide sequence of the K 
!aras PAL-11 gene has heen submitted to Genliank and Will appear under acces-
sion number L17875. 

RESULTS 

By growing strains WM27 and WM37 in media containing 
20 p.M EB, 200 spontaneous resistant mutants were ohtained, 
From these, 44 were selecied hy their inabitity to grow in LSK 
medium supplemented with 1 mM potassium. Mutants showed 
good growth in YPG medium with 10, 15, and 20 p.M E13 and 
a requirement for at least 10 mM K. 

After these mutants were retested several times in EB and 
LSK media, live showed a decreased potassium transport ahil-
ity. one of them, mutant 3.3 (derived from strain WM37), was 
selected for further study because it maintained the inability tu 
grow in low-potassium medium and, as shown in Fig. 1A, 
showed a decreased potassium transport capacity (kir) and was 
resistant to EU, 

Mutant 3.3 was genetically analyzed to test whether the 
mutation was chromosomal and monogenic. Strains MD2/1 
(Mata lisA argA itraA) and 3.3 (Mata hisA kir) were crossed tu 
ohtain the heterozygotic diploid (kir ElVIKTR fin.which was 
compartid with a wild-type homozygotic diploid (1WEIPIKTR 
EDI). 

1-leterozygotic diploids showed growth in LSK medium con-
taining 1 mM K+ similar to that of the homozygotic diploids 
and were unable tu grow in 20 p.M EB. Potassium transport 
was ¡liso measured in hoth homozygotic and heterozygotie dip- 
loids (Fig. 1F3). The heterozygotic diploid hehaves like the 
homozygotic wild-type diploid with respect to both potassium  

transport and sensitivity to EB, suggesting that the mutation is 
recessive. 	 r 

Diploids from the cross hetween MD2/1 and 3.3 were macre 
lo sporulate. Fifleen telrads were dissecied, and haploid clones 
were analyzed for auxotrophy markers as well as growth in 
LSK medium with 1 mM Ir and in media containing 15 and 
20 p.M EB. Results indicated a typical 2:2 Mendelian segrega-
tion of the ktr and EBr characters, which were always together, 
indicating a nuclear mutation and also that both phenotypic 
characters were located in the same locus or very close to one 
anot he r. 

When potassium transport of the parental and segregant 
strains was tested, the 2:2 segregation was confirmed; two 
segregants showed normal wild-type transport, and two exhib-
ited a decreased transport similar to that of the mut 
regants with a wild-type phenotype showed first a 
then an uptake of potassium finto the cells. In thosc s 	gants 
with defective potassium transpon, a deticieney in the ahility lo 
reincorporate the monovalent cation was obscrvcd. Recombi-
nant 3.3 lb (itraA lisA kir EBr) was selected for kinetic analysis 
of "Rb transport and transformation. 

The kinetic analysis of "Rb transport for wild-type strain 
WM37 and the recombinant isolate 3.31h showed large dilfer-
ences, but the Km  for Rb+  transport was only approximately 
threefold higher in the mutant (0.243 mM) than in the wild 
type (0.091 mM). However, the mutant transported very slow- 
ly; its V„,„. (3.3 nmol mg' min 	was close lo 1/10 that of the 
wild-type strain, WM37 (34 nmol mg-  min" I ). Consistent 
with these observations, mutant celis showed a longer genera-
tion time than wild-type cells in YPD medium containing 10 
mM 	(23 h for mutant cells versus 1.5 h for wild-type celis), 
coniinning a large alterat ion of the transpon capacity for 
monovalent cations. 

I3ecause the membrane electrochemical potential generated 
by the H+-ATPase is the force which drives potassium trans-
port in yeast cells, it was important lo measure the 11 +-pump-
ing activity in the mutant strain and to compare it with that of 
the wild-type strain. As show') in Fig. 2A, proton expulsion by 
the mutant cells with glucose as the substrato was markcdly 
reduced, indicating that the observed phenotypcs could be due 

..i 

1. 

11,0P g 



a 4 
4 
s, 

331b 

E 
Z. 3 

4 

3.31b1Kopel 

3.31b [Kop6-3M] 

Me12/1 (KePel 

2362 	MIRANDA ET AL. 	 J. BACIERIOL 

FIG. 2. Proton-pumping adivines in wildIype, mutant, and complemented 
strains. Incubation conditions wer,as follbQ1 tril9 MES-TEA buffer (p11 6.0), 
10 mM &cose plus I III of 3% Ifydrogen peroxide, 8 lig of bromocresol purple, 
and 10 mg (wel weight) oí yeasrsuspensiors in a final volume of 2 ml. The 
reaction was started by the addition of celis, and the 	was recorded 
against time. (A) Changos of the pf I produced by the wild-tYpe (MD2/1) and 
mutant (3.3 1 b segregan° cell suspensions grown in YPD rnedium. (13) Changos 
of the medium pH produced by the wild lype (N1D2/1) and the mutant (segregant 
3.31h) and its cumplemented version. Cells carrying the indicated plasmids wcre 
grown in selective medium. 

to an impairment of the plasma membrane W-ATPasc. A 
&crease of the membrane potential caused by externa' addi-
tion of potassium stimulated the ATPasc activity of the mutant 
to a leve' lower than that of the wild-type Mis (not shown). In 
addition, the mutant showed a lower rate of generation of the 
membrane potential (not shown), as indicated by the fluores-
cence of N,11 3-dipropyithiacarbocyanine, a dye that can be 
used to estimule the membrane potential of yeast cells (22). 
These results are also consistent with the fact that the mutant 
could grow in media containing hygromycin at 5 p.g/ml, a 
concentration at which the wild-type strain did not grow (not 
show49, This is a much hi cher sensitivity than that reponed by 
Perfil, et al: (25, 26) foicerevisiae, but the results are qual- 

itatively similar (Le., a decreased membrane potential and an 
increased resistance to the antibiotic). 

Transformation of the 3.3 lb segregan( with a genomie DNA 
library was achieved by clectroporation as reponed prcviously 
(1). Transformants were selected in medium without uracil and 
Chen replicated to medium with a low potassium content. Six 
independent clones which were atole; to grow in the low-potas-
sium medium LSK I were isolated. Mitotie analysis of these six 
dones showed a heterogeneous mixture of eells, some showing 
the mutant phcnotype and others bcing stably transformed. 
The plasmid was isolated from these clones and transferred to 
bacteria. Retransforrnation of the mutan! with these plasmids 
resulte(' again in a mixture of complemente(' and noneomple-
mented transformants. Stable transformants grew in LSK me-
dium containing I mM K+ and recovered sensitivity to En. 

The six plasmids isolated were analyzed with a set of restrk-
tion enzymes. It was observcd that three of diem liad sutrered 
rearrangements, losing restriction sites of the vector. The three 
remaining clones gave similar patterns with all enzymes tested, 
One of these clones, carrying the smaller inscrt, was selected to 
make a physical map and lo subelone the gene of interest. This 
done showed an inserí uf approximately (di kh (Fig, 3A), 
which was responsible for the reversion of the mutant tu the 
wild-type phenotype. 

The 6.6-kbp fragment was digested with Bamill, which gen-
erated two fragrnents of similar size that were subcloned in 
both dircctions loto Barn1-11-digested phagemid pTZ18R. Full 
sequenciug of these clones was done by primer extension. The 
sequences of both ehains showed an inscrt of 6,613 bp with two 
incompleto: upen reading &ames (ORFs) in one strand and a 
complete ORF in the opposite strand (Fig, 3A). This latter 
ORF (ORFI) was found to encode the NADPH-dependent 
oxidase old yellow enzyme of Warburg (18, 36), while ORF3 
corresponded to an unidentified product. ORF2 showed high 
similarity to the carboxyl end of the plasma membrane H f. 
ATPase from S. cerevisirre. Digestion with Ilindl liailowed the 
construction of three dilferent clones in KE136, cach having une 
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FIG. 3. Construction of plasmid KpE-3M, carrying the rull Pil/A/ ORF from the 6.6-kb original done. (A) Physical ¡flap of the 6.6-kb done showing the three ORFs 
found. Arrows indicate the direction of transcription. The length of cach ORF and intergenic distances as well as the numher of mino acids encoded are indicated. 
nc, nucicotides. (U and C) Maps of the subdones round by sereening of the genonsic lihrary. (D) Fragment ligated int() the construct shown in panel O tu give rice 
KpE-3M. (E) Plasmid KEp-3M, carrying the full ATpase gene. Sutil and stop eodons are indicated. The heavy black line indicates the C-end region that complements 
mutant 33. Relevant restriction sites are shown. S, Sau3A; I-Id, Hind111; Ap, Apai; 1-1e, Hindil; B, BaniFit; E, EcoRl; X, Xbal. 
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ORF (Fig. 3A). Electroporation of the mutant with these con-
structs allowed the identification of the portion responsible for 
the complementation. Only the plasmid carrying the ATPase 
fragment was able to reverse the mutant phenotype. A detailed 
study of the mitotic segregation of the transformants atter 
severa' generations in nonseleetive medium (YPD) resulte(' in 
30% of stably complemente(' transformants from which no 
episomal plasmid was recovered. This finding strongly suggests 
that a recombination event in the reversion of the mutant 
phenotype was involved. In fact, it has been showed that clec-
troporation n'ay increase hontologons recombinathm in yeast 
cells severalfold (13). 

Using the carboxyl-end fragment (from the !kin 	site to 
the Hindill site) of the ATPase gene as a prohe, we screencd 
Ihe genomic library, searching for the full-length ORF. No 
done with the complete frame was found; instead, we isolated 
two independent clones, one carrying the 3' end of the gene 
from the internal EcoR1 site (Fig. 313) and the other carrying 
the 5' end extending to the interna' Bam1-11 site (Fig. 3C). 
Digestion or the 'alter done with Eco it I allowed the separa-
tion of a 1.5-kbp fragment (Fig. 3D) that was Iigated luto a 
previously constructed done carrying the 1.7-kbp EcoRt-
Hindi!' 3' fragment. The resulting plasmid, KpE-3M, con-
tained the full ORF, including 244 nucicotides upstream of the 
start codon and 341 nueleotides downstream of the stop codon 
(Fig. 3E). The nucleotide sequence of the complete ORF and 
its deduced amino acid sequenc are own in Fig. 4. The K 
tacas PMA1 gene comprises 2,70 kbp i cluding the stop codon 
and encades a putative protein 9 	ano acid residues long. 
To map the physical position of the gene, we prohed chromo-
somes from strain WM37 separated by contour-clamped 
homogeneous electric field electrophoresis with the Bami-11-
Hindili fragment labeled with 32P. We obtained a positive 
signal with chromosome 2 (not shown), confirming our previ-
ous observation that the gene encoding the old yellow enzyme 
(located only 1.7 kbp from PMA1) maps in this chromosome 
(18). 

A comparison of the amino acid sequence of K. !ricas PMA1 
with sequences of other yeast 11 ATPases is shown in Fig. 5. 
The alignment shows a very high conservador' in the sequences 
between these ATPases and K. 	PMA 1, with approxi- 
mately 93% similarity and 85% Identity with those from Can-
dida alhicans, S. cerevisiae, and Zygosaccharomyees enrama. K 
'ricas PMA1 shows 85% similaritv and 73% identity with 
PMA1 from Schizosaccharomyres po.  'pibe. The oyeran identity 
between these proteins is approximately 64%. Most differences 
are present in the amino termini of these sequences, suggesting 
differences in the processing and membrane targeting between 
species. High sequence conservation between 	'-A'rPales is 
present in a Wide range of organisms (reviewed in reference 
38). 

Transformation of the 3.3 lb mutant with plasmid KEp-3M 
resulte(' in the constifutive reestablislimeat of the: wild-fypc 
phcnotype: growth in 1.8K medium and sensitivity tu 20 tM 
EB (Fig. 6). Potassium transpon and 1-1+-pumping activity 
were also reestablished in the transformed strain (Fig. I C and 
213). The vanadate-sensitiva ATPase specific activity in isolated 
plasmatic membranes from the mutant strain was approxi-
mately 42% of the wild-type leve' (0.72 ± 0.21 µ,mol mg-1  
min-1  versus 1.72 ± 0.56 µmol mg-1  min -1); however trans-
formation of the mutant with plasmid KEp-3M increasecl the 
activityto almost wild-type levels (1.42 ± 0.3 µmol mg-1  
man a  

To test whether the ATPase is essential for cell growth, 
chromosomal P,tIA 1 was transplaced by a DNA fragment con-
taining PMA1 with the selectable URAA marker inserteci within  

the coding region (Ranil11 site; Fig. 3). A wild-type diploid 
strain (uraA/uraA) mis transformed to Ura with the EcoRI-
Hind111 fragment (partially digested at Eco RI). The heterozy-
gous PMA 1 Ipmal::URA A diploicl was sporulated and dissected 
to separate the four haploid meiotic spores. Each tetraci gave 
only two viable spores with the phenotype 	indicating 
that cells lacking a funetional 1'4-1A1 gene are not viahle. 

Having the wild-type gene in hm!, we constructed two dif-
ferent clones carrying different portions of the gene: one with 
the carboxyl end found in the original done (from the Ilamf II 
lo 1 !Will sites; Lig, 3A) ami the other carrying Ihe rent of the 
gene. Electroporation of the mutant with these two plasmids 
confirme(' the ahove-mentioned observation that the carboxyl 
end of the gene reverses the phenotype shown hy the mutan!, 
indicating that the niutation in the 3.3 strain should be located 
within this region. On the basis of this result, we designed the 
oligonucleotides indicated in Fig. 4 (underlined regions) to 
amplify by PCR this fragment, using genomic DNA from the 
3.3 mutant as the templare. Sequcncing of two independent 
PCR products ;dime(' the identificador' of the change respon-
sible for the deficicnt 11' -A'i'rase activity. A transition from G 
to A at position 2007 was found. This change yields the sub-
stitution of methionine 669 by isoleucine, which is located 
between the fourth and fifth hydrophohic regions thought to he 
membrane integral segments. According tu the eight-trans-
membrane-segments model (27), methionine 669 in the K. 

--qactis protein is located within the large cytoplasmic 19op near 
the boundary of the fifth transmembrane segment 

DISCUSSION 

The mutagenic properties of E13 and other intercalating 
drugs have been stuclied widely, mainly with respect to impair-
ing milochondrial functions (4, 35). Mutants of K. tad& resis-
tant to higher concentrations of £13 than wild-typc strains have 
been descrihed (3). These mutants in some cases show defec- 
live 	transport and have been the basis for hypothesizing 
that the dye and the cation can he transponed hy the same 
system; in fact, EH and K' require a membrane potential 
difference and apparently compete for the same carrier (2, 24). 
Our ohservations indicated that a high proportion (10 lo 20%) 
of EB-resistant K. lactis mutants could have defects in the 
transport of hoth £13 and monovalent cat;ons, spccially putas-
sium. At least two kinds of resistant mutants can be obtained: 
those with an altered electrochemical gradient produced by a 
reduced capacity to pump out protons and those with normal 
pumping activity hut deficient potassium transpon due to de-
fects in the high- and/or low-affinity systems (10, 15, 28). In any 
case, selection of mutants detective in the cation transport 
system could be achieved by monitoring growth in a medium 
with a low potassium content (LSK); therefore, the EB-resis-
tant mutant 3.3 was selected by its lack of growth in LSK 

containing 1 mM polassium, in which the wild-typc 
strain grows normally. Analysis of the ATPase activity showed 
that the defcct in potassium transport of the mutant was due to 
deficient proton-pumping activity. The mutant had reduced 
capacity to transport the cation and altered kinetic constants. It 
appears that these alterations result from the decreased ability 
of the Hl -ATPase to generare a membrane potential; this also 
produced a lower capacity to transpon £13, which appears tu 
he transponed hy the same mechanism than K or oven hy the 
same carrier (23). This finding also is in agreemcnt with the 
higher resistance of the mutant to hygromycin, which clepends 
on the membrane potential difference for its action, probahly 
through its uptake by the cells (25, 26). EB added at certain 
concentrations can produce not only an inhihition of potassium 

r 

í 	l 



23t4 	MIRANDA El' AL. 
	 J. IlArruittat. 

4 

-244 gaattccaattgaattattctctnctcttccttccetccctUttt 
tettttggtttLLaccaggtttceltittactaactcatatttttgitctcattcttgttetcgttcctgttgtegtttttuttcallatctgctttta 
gtUttccggtttgtttgaacggagaaacttagaaaaaggaaaaacataaagacagacgcagagatteagactagaatagacattgtgaaaataacaga 

atg tca gct gcc act gaa cca acc aag gaa aag cct gtt aac aac cag gac tcc gat gat gaa gat gaa gat atc 
M 8AAT89TERE91,14ocID9DDED8DI 

gat caa ttg atc gaa gac ttg caa tct cat cac gga tta gac gat gaa agt gaa gat gat gag cat gtt gct gct 
D QL/EDLIjoHNOLDDE010DmovAA SO 

ggt tcc gct aga ccg gtt cca gaa gaa tta tta caa act gac cca tct tac ggt ttg act tct gat gaa gtt acc 
O 0AR9V9XMLLgTD98Y0LT8DEVT 

aag aga aga aag aag tat ggt ttg aat caa atg tct gaa gaa act gaa aac cta ttt gtc aag ttt ttg atg ttc 
milREEIrOLNQMOIRMTOML9VE9LMIP100 

ttc atc ggt cca att caa ttt gtt atg gaa gcc gct gct att tta gct gcc ggt ttg gaa gat tgg gtc gat ttc 
Y 1 09101, 1/M8AAAILAAOLEDwVD9 

ggt gtt atc tgt ggt tta ttg ttt ttg aac gct gct gtt ggt ttc atc caa gaa tac caa gct ggt tct atc gtt 
O vi cOLL Y liNA A V O Y 1 CIE Y Q A 0 8 1 V 150 

gac gaa ttg aag aag act ttg gct aac tct gcc gtt gtt atc aga gat ggt aac ttg gtt gaa gtt cca tct aac 
D ELEETLANOAVVIRDONLVIIVPON 

gaa gtc gtt cca ggt gat atc ttg caa ttg gaa gat ggt gtt gtt att cca gcc gat ggt cgt ttg gtc act gaa 
E I/VROD1LOLODOVYIPADORLyT8200 

gac tgt ttc atc caa atc gat caa tct gct atc act ggt gaa tct ttg gcc gtc gac aag aga ttc ggt gac tcc 
D 0r1Q1D020A1TOMOLAVDER9ODO 

act ttc tct tct tct act gtt aag aga ggt gaa gct ttc atg atc gtt act gct act ggt gac tcc act ttc gtc 
T1880TVER0EA9mIyTATODOTPV250 

ggt aga gct gct gct ttg gtt aac aag gct gct gct ggt agt ggt cat ttc act gaa gtt ttg aac ggt att ggt 
O 8AAALVMEAAA0o0M9TEVLm0/ 

acg atc ttg ttg atc ttg gtt att gtt acc ttg ttg etc gtt tgg gtt gcc tcc ttc tnc aga net naC ang aLt. 
T ILL114111VTLI4L1rwl/AorYETMEI 300 

gtt aga att ttg aga tac act ttg gct atc acc att gtc ggt gtc cca gtc ggt ttg cca gct gtc gtt acc acc 
lim1LEYTYJA1T1V0 119y0LEBAltyTT 

acc atg gct gtc ggt gct gct tac ttg gct aag aaa caa gcc att gtc caa aaa ttg tet gcc att gaa tct ttg 
TMAVOAAYLAKEQA1MLOA1110L350 

gct ggt gtc gaa atc ttg tgt tct gac aag acc ggt act ttg acc aag aac aag ttg tcc tta cat gaa cct tac 
AOVII1L08DETOTIATEWELOLHOPY 

act gtt gaa ggt gtt gac cca gat gac ttg atg ttg act gct tgt ttg gct gct tct aga aag aag aag ggt ttg 
TVII0VDPDDLMLTACLAAOREEK0L800 

gat gcc att gac aag gct ttc ttg aaa tct ttg atc tct tac cca aga gcc aag gct fact ttg act aag tac aag 
D A1DEAPLEOL1 OYPEAKAALTEVE 

ttg ttg gaa ttc cac cca ttc gac cct gtt tcc aag ang gtt acc gct att gtc gaa tct cca gaa ggt gaa aga 
L LO9D91139VOKEYTAIVIOPE0111450 

atc att tgt gtt aag ggt gct cca ttg ttc gtc ttg aag act gtt gaa gaa gaa cat cca att cca gaa gat gtc 
ICYKOAPL9VLETIIMO11891 9,EDV 

cgt gaa aac tac gaa aac aag gtt gct gaa ttg gct tcc aga ggt ttc aga gcc ttg ggt gtt gcc aga aag aga 
1111NYENKVARLAOROPEALOVARE8500 

ggt gaa ggt cac tgg gaa att ttg ggt gtt atg cca tgt atg gat cct cca aga gat gac act gct caa act gtc 
#‘010MWMILOVMPCMDPPRODTAQTV 
.Mtac gaa gct aga cac ttg ggt ttg aga gtt aag atg tta act ggt gac gct gtc ggt att gct aag gaa act tgt 
MXARMLOLEVEMLTODAVOIAKOTC550 

aga
I
kaa ttg ggt ttg ggt act aac att tac aac gct gaa aga tta ggt cta ggt ggt ggt ggt gac atg cca ggt 
AOLOLOTNIVNASRLOLOGOODM90 

tcc gaa ttg gcc gat ttc gtt gaa aat gct gat ggt ttc gct gaa gtt ttc cca caa cac aag tac aac gtc gtt 
O 114ADPV1NAD09A111/911 ºMEYNVV600 

gaa atc ttg caa caa aga ggt tac ttg gtt gct atg act ggt gac ggt gtt aac gat gcc cca tct ttg aag aag 
1111,GIOROYLVAMT0001/NDA98LmE 

gct gat acc ggt att gct gtc gaa ggt gct acc gat gcc gct aga tcc gct gct gat att gtt ttc ttg gcc cca 
ADT0IAVW OATDAAROAADIV9LA9650 

ggt ttg tcc gct att att gac gct ttg aag acc tct aga caa att ttc cac aga atg tac tct tac gtc gtt. tac 
O LOA11DALET8E011MamysYVVY 
cgt atc gct ttg tcc cta cat ttg gaa atc ttc ttg ggt cta tgg att gct ate ttg aac aga tct ttg aac att 
RIALOLML119LOLW1A1LNEO LMI700 
gac ttg gtt gtc ttc att gct att ttc gct gat gtt gct acc ttg gct att gct tac gat aat gct cca tac tct 
D LVV91A19ADVATLAIAVDMAPY8 

cca aag cct gtc aag tgg aac ttg aga aga cta tgg ggt atg tcc gtc atc ttg ggt ata att ttg gct atc ggt 
P ES# 1/EWOLERLWOMOY1L011LA1 0 750 
act tgg atc acc ttg acc act atg ttt gtt cca aag ggt ggt att atc caa aac ttc ggt tcc atc gat ggt gtt 
TWITLTTM9y9E00I1ON900ID0V 
ttg ttc ttg caa atc tcc ttg act gaa aac tgg ttg att ttc atc acc aga gct gct ggt cca ttc tgg tcc tct 
tirLQ: 8LTENWLI9ITEAA097W08800 
atc cca tct tgg caa tta tct ggt gcc gtt cta atc gtt gat atc atc gca acc atg ttc tgt ttg ttc ggt tgg 
190WOLOOAI/L1VDIIATM9ClimPOW 
tgg tct caa aac tgg aac gac atc gtt acc gtt gtc aga gtc tgg att ttc tct ttc ggt gtc ttc tgt gtc atg 
W OQHMODIVMRVM1Poroly9cVM050 
ggt ggt gct tac tac atg atg tct gaa tct gaa gcc ttt gac aga ttc atg aac ggt aag tct aga aga gac aag 
O 0AVYMM810OAPDA7MMOKORRDE 

cca tct ggc aga tcc gtc gaa gat ttc ttg atg gct atg caa aga gtc tcc act caa cac gaa aag gaa aac taa 
900110 V 1 D Y LMAMORYOTOMSEEM • 899 

aetttatCaaaatgttactataaaattattccaactacatattgaacgttCtatgtttgctaaatgtttctttcaqttctgctttccacaattacaaat 
ttCttctgttttctetccatctttCatcattctttaatcgaagtgatctctttttcttagagtcattgtctaaatcCaactggctttgatttagatctt 
tttgttectgattUtttgaatgaatgaaaatggtaagaagoatttaaatgagtaatgtgttgtcatctgaaattatttttagctCaatgaCtggtatt 
ttetctytggttgttttttttgcetcattttaactataaagctt 3041 

FIG. 4. Mich:01W heiltienee or the g. taras 1'MA I gene, The daticeit Bovino iteitl SeilklenCe iti 	in the. single-leiter ende. Unklerlinell regionN correspond tu 
the olignnueleptides tised for PCit atplitiention. 
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PLASMA MEMIIRANE 11*-ATPase FROM K. LiCTIS 

(Spo) 	MADNAGEYHDAEKNAPEQQAP_PQQPAHAAAPAQDDEP_D 	A 	E_F_.EDVQE_QED pamba 

2365 

60 
64 
62 
42 
43 

Zygoaaccbaroayces rouxil (Zro) 	MsDERITEKPPNWPESEG__VP_EE_EEETEEEVP_EQ_S 	D 	G 	DE 	QEA.NE_AE_ 
~avistad (Sea) 	MTDTSSSSSsSSASSVS_HQ__Q____AKTY_DA...ASESSD_DAENVD_D 

(Cal) 	 MS 	N 	VDKIVSD  	VA 	NP_AG 	EE_ alblcana 
lacha (K14) 	 MSAATEPTKEKPVNNQDSDD 	EDEDIDQLIEDLWNHGLDDE.SE 

*O* 	* 	1 	* 

Spo N_DAP___E_KA___MNT___MS 	EE 	 KLPLIV 	 A 	R 	 A__M 150 
KI 	 V 	S 	VN 	 R 	S 	L 	 V __GPA___E Zro 154 

N_GP 	E 	Y 	 L 	 AKSV 	VV 	 9 	 j4 Sce 152 
Cal EEN...DS_FKA 	 R 	D 	R 	A._._,0.- 	yL__v 	v 	 V 	 A 	I., 129 

DDEMVAAGSARPVIDEELLQTDPSYGLTSDEVTKRRKKYGLNQMSEETENLFVKFLMFFIGPIQFWEAAAILAAGLEDWVDPcvICGLLF Kla 133 
*** 	**** 	O* 	** 	*** 	****** 	*O 	ft* 	O** 	* ******* *I* 	*ARA* 	** ***** ** 	*Fi 

Spo V 	V 	 S 	LK 	E QVN LEA 	K DE TI C 	V 	P VUL v 	 NY 240 
Zro C 	P 	E 	T T 	sVQ_A_A 	1 	K 	T 	 E 	V 	S 	 HY_ 244 
Sca G 	V 	P 	 T 	Q____Ijk 	 T 	T 	I 	L 	 HY_ 242 
Cal F 	 L V N Q__I A 	 T 	T 	I S 	LL_V 	 S 219 

LNAAVCFIQEYQAGSIVDELKKTLANSAVVIRDONLVEVPSNEVVPGDILQLEDGVVIPADGRLVTEDCFIQIDQSAITOESLAVDKRFG Kla 223 
*** 	••• 	e* 	***ti* 	**** 	** 	* 	* 	* 	* 	* 	** 	***A** 	* 	0 	* 	*** 	* 	A 	*** 	********** 	* 

Spo GL_V 	 S___A 	G T 	 V 	LL 	FCIYT_A 	SvRLA L E 330 
Zro C 	N 	S___A 	 v 	V 	vi 	I T C 	VR 	P _EV 334 
Sce G 	V 	N 	 G_Q 	 I 	V 	A 	C 	G 	G 	I 332 
Cal T 	 S 	T 	 V 	C 	V _CY 309 
Kia DSTESSSTVKRGEAFMIVTATGDSTPVGRAAAWNKAAAGsGMFTEVLNcIGTILLILMTLUvWVASPYRTNKIVRILRYTUTTTY 313 

* 	** 	ft* 	** 	* 	****** 	******* 	*** 	A 	A 	*** ***** *** 	s. 	* 	se 	• 	*** 	f 	*** 	*** 

Spo E 	 V 	 G 	P 	S 	SG 	V 420 
Zro G 	 SS 424 
Sce 9 422 
Cal E 399 
Kla CVPvaLPAVVTTTMAVGAAYLAKKQAIVQKLSAIESLAGVEILCSDKTGTLTKNKLSLNEPYTVEGVDPDOLMTACLAASRKKKOLDAI 403 

*************** 	****** 	Jtoes**********se** 	0*************** 	*O 	0* 	** 	O** 	********** 	****** 

Spo A KN 	GPRSM 	VI 	 Y_QA_D T 	T 	W 	D 	LSA_KD 	CD 	Y_S _O 510 
Zro AQ__K 	G 	V 	 V 	 D 	11 544 I 

Sce 
Cal 
Kla 

KQ__K 	D 	y 	 y 	 y 	 D 	H 51'2f 
489 
493 

4: r, 
ir, 

• 
N 	P 	V 	O 	 DO 	H 	Q_T. 	F 	S 

DKAFLKSLISYPRAKAALTKYKLLEFRPFDPVSKKVTAIVESPEGERIICVKGAPLFVLKTVEEENPIPEDVRENYENKVAELASRGFRA 
****** 	* 	** 	* 	*** 	O* 	*********** 	R 	R 	* 	** 	*ORO*** 	****** 	$151155 	* 	* 	**** 	0 

it` 
Spo IEGQ____M_I 	SH___R_IS__KR 	 D 	1L____14 	 T 	N 	VY 600 I b  
Zro ' 	 A 	KR 	S 	 D 	 S 	MY 604' ti i» 

Sce S 602 
1 C41 1 	 AR_ 	 n n 	5 _—_—AI 579 

Kla LOVARKREEENWEILGVMPCMDPPRDOTAQTVNEARHLGLRVKMLTODAVGIAKETCRQLGLGTNIYNAERLGLOGOGDMPOSELADFVE 583 
***tí* 	**** 	R 	*** 	***11 	40* 	* 	** 	**0 	********* 	***O* 	ROA* 	*O*** 	* 	**A* 	**A 	* 	*** 	*51* 

Spo A 	 A__D 690 
Zro FA 	D 	 A 694 
Seo R 	N 692 
Cal O 	TN 	A 669 

FrADGVAI:VI0PQIIKYNVVEILQQRGYLVAMTGDOVNDAPSLKKADTGIAVLIOATDAARUAAD1VI0LAPOLSAIIDALKTUROIVIIMYCY-V 673 
**** 	* 	A* 	* 	*ote 	dpoilisireopsireassaftike**Ilso***mill ***** ***************************** 	0* 

Spo LI R CIL 	LE 	 ti 	P 	L TVI 	V 	 N 	lAWQ 780 
N 	D 	I 	 F 	S 	P 	IMM_____A 	 L.._ Zro 782 

Sao DN 	D 	I 	 P 	I 	V 	S 	 L.._ 780 
Cal L 	 D N I 	 D 	P 	IV 	 LL.._ 757 
Kla VYRIALSLIILEIFLGLWIAILNRSLNIDLVVPIAIFADVATLATAYDNAPYSPKPVKWNLRRIMoMSVILGTILAIGTWITLTTMFV..P 761 

*********** 	***** 	* 	di 	* 	**mima*** ***** *A*** 	11***** 	A*** 	* 	A* 	O* 	* 	**O 	ft* 

Spo NR__V 	VQ_E 	E 	 CN 	 A 	L 	I 	FKGGHOTS__A_L_I_MYI__I_ .V 870 
Zro I 	E 	 V 	 A 	FV 	VV 	T 	. 	T 	IY_W_I_I 	CL 871 
Sce hMN IM 	 A 	FA 	T 	. E 	T 	 W_I_I 	L _ 869 
Cal L 	I 	 V 	Q 	 C T 	. 	T ,T __W 846 
Kia KGGIIQNFGSIDGVLFLQISLTENWLIFITRAAGPFWSSIPSWQLSGAVLIVDIIATMFCLFGWW.SQNWNDIVTVVRVWIFSEGVFCVM 850 ** 	**** 	** 	********** 	** 	************ 	*** 	** 	lie 	* 	*** 	** 	* 	* 	* 	* 	A* 

Spo A_T 	IL 	AG 	M, 	P.KESRNQ__I__LVV_L 	T__R___GDA 	919 
Zro _____L 	T___L 	 AS R_ 	GN 	920 ,PLKENK_T 
Sca FET 	L 	PMKEKT 	MA 	 T 	918 
Cal L 	T 	N_C 	RKPQQHTDK 	L 	VS 	 ST 	895 
Kia GGAYYMMSESEAFDRFMNGKSRRDKPSGRSVEDFLMAMQRVSTQMEKEN 	099 

* ** * * ** 	** 	** ** 	* ** *** 

FIG. 5. Amino asid sequence alignments of K lactis 11'-ATFase and PhiAl from C. aibicans, S. cerevisine,Z. madi, and Schizosaccharomyces pombe. The entire 
K Incas PNIAI seque lee is lirlcci, aNing tht single-tener cde. Driles and periods represen' idennties and gaps, respeenvely. Asierisks represen' fully conserved 
residuo. Pulative niembrane integral sequenees aceinding III the eight-transniembrane•seginenis nuidel (27) are ninieitined, Mei 	(194), whkli is replaced hy 
iseleueine in the 3.3 simio, k in bolinee. 	 .{A 

iransport hui ;liso an eillux of the ion dial depends on the 
genertoion 	an adequate membrane potential (2, 23); this 
efflux was not observe(' in the mutant. 

Complementation of chis mutant for hoth En resistance and 

laek of growth in I.SK media n' allowed os lo clone the PMA1 
gene, which encodes the plasma 'm'Inmle I I -A'I'I'asc. In the 
first instante, complementation of the mutant oecurred when 
celis viere electroporated with a done carrying a fragmcnt 

117  
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FIG. 6, PMAI-ioduced reversion of the resistanee to Ell (20 p.N1) and lack of 
growth uf the 3.3 mutant in LSK meditan containing 1 mM K rvt, wild type. 

containing the carboxyl end of the gene, indicating that a 
homologous recombination event was involved. Three Unes of 
evidence support this idea; first, from the transformad celis, a 
high proportion was stahly complemented; sccond, clones were 
always a mixture of cells showing both the mutant and the 
cured phenotypes; third, no complementation was observed 
when cells were transformad by the alkali cation method (14) 
or the piafe method (7), neither of which has been found to he 
a recombinadon-promoting procedure. Stimulation of homol-
ogous recombination by electroporation has been ducumented 
(13). 

Screening of the genomic bank by using the carboxyl-end 
fragment as a prohe allowed the identificador) of two indepen-
dent clones carrying different segments of the full-length 
No done carrying the complete gene was found, supporting the 
idea that only a recombination event could account for the 
complementation of the mutant phcnotype. The nucleotide 
sequence of the gene showed a 2,700-hp ORE', including the 
stop codon, that encodes a putative protein uf 899 antinu acid 

t residues. As seen in Fig. 5, the K. 	ATPase aligns very well 
4with other ycast ATPases. The amino acid conservation is even 
aflore significant if one exclucles some N-terminal and C-ter- 
i . 
pinal residues from thcse sequences. r Fose examinador) of the 
conservId amino acids in the protein from a varicty of species 
shows that tbe K tacas PMA1 protein has a serine residuo at 
position 1741instead of alanine, which is present in ATPases 
not oniy in fungi hut also in plants and ciliates (reviewed in 
reference 38). Some other deviations from yeast ATPases were 
noted (positions 189, 280, 426, 734, and 831 in Fg:J), in 
particular arginine 734 instead of proline; 	 in 
plants this position could be occupied by lysine, depending on 
the exact alignment. 

PCII amplificado') allowed us to identify the ehange respon-
sible for the Iow activity of the ATPase. Wc found a chango of 
the polar methionine for the nonpolar isoleucine at position 
669. The methionine residuo is conserved not only in the yeast 
ATPases but also in those of other organisms, including fila-
mentous fungi, plants, and ciliates (38). The methionine is 
located contiguous to an also fully conserved arginine which 
has been pinpointcd as an inleresting target for site-directed 
mutagenesis (38). The effect of the substitution of methionine 
669 agrces very well with changes in activity found by substi-
tutions of amino acid residues in the largo cytoplasmic hydro-
philic loop (5, 12, 27, 30, 37). However, further biochemical 
studies of this mutant are needed to determine whether the 
decrease in activity of the ATPase is due to defective binding 
of ATP and phosphorylation and/or tu what extent, if any, the 
enzyme conformation is altered. 
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A 6.6 kb genomic DNA fragment from the yeast Kluyveromyces lactis was isolated. Sequence analysis of this 
fragment revealed the presence of two incornplete open reading frames (ORFs) in one strand, one coding for the 
carboxyl terminus of the plasma membrane 1-1+-ATPase and the other for the amino terminus of an unidentified 
product. In the complementary strand, a full-length ORF which encoles for a protein homologous to the yeast 
NADPH-dependent Old Yellow Enzyme was found. The deduced amino acid sequence of this ORF predicts a 
protein of 398 residues with 84% similarity in its full length to OYE I from Saccharomyces carlsbergensis and OYE2 
from Saccharomyces cerevisiae, In addition, an internal regios showed considerable similarity to the bite 
acid-inducible polypeptide from Eubacterium sp., to the NADH oxidase from Thermoanaerobium brockii, to the 
trimethylamino dehydrogenase from bacterium W3A1  and to the estrogen-binding protein from Gandida albicans, 
suggesting a functional or structural relationship between thern. Inactivation of the KYE1 (Kluyverontyces Yellow 
Enzyme) gene by deletion of 0.6 kb fragment between positions +358 and +936 produced viable cells with a slight 
increase in their generation time. Haploid cells carrying the disrupted allele showed one-third of the NADPH 
oxidase activity, compared to wild-type cells. Southern blotting analysis of digested DNA and chromosomes 
separated by contour-clamped homogeneous electric field electrophoresis from K lactis indicated that this is a 
single-copy gene and it is localized on chromosome II, whose molecular size has been estimated to be approximately 
1.3 Mb. The sequence reported in this paper has been depositad in the GenBank data base (Accession No. L37452). 

KEY WORDS Old Yellow Enzyme; flavoproteins; Kluyveromyces lactis; chromosome mapping 

INTRODUCTION 

Since its discovery, the Old Yellow Enzyme (OYE) 
has come to be regarded as one of the typical 
flavoproteins. This enzyme has been the subject of 
extensive characterization of ligand—flavin inter-
action, but its physiological role is still unknown. 
Saito et al. (1991) reported that there are two 
different genes encoding OYE in brewer's bottom 
yeast, one of which they isolated and sequenced. 
Recently, Stott et al. (1993) cloned and sequenced 

*Corresponding author. 

CCC 0749-503X/95/050459-07 
1995 by John Wiley & Sons Ltd #1  

a second gene from Saccharomyces cerevisiae. 
Both open reading frames (ORFs) span 1203 bp 
including the stop codon and they encode poly-
peptides of 400 amino-acid residues, exhibiting 
89% identity. At least seven isozymes of OYE have 
been described so far (Stott et al., 1993), each 
having different N-terminal amino acid sequences. 

Although NADPH has come to be accepted as 
the physiological reductant of the enzyme, the 
physiological oxidant has still not been identified. 
Molecular oxygen or cytochrome c have been 
described as electron acceptors of the reaction of 
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OYE with NADPH (Massey et al., 1969), and it 
was found that menadione markedly Mercases the 
reduction rate of cytochrome c in both aerobic and 
anaerobic conditions (Yamano et al., 1993). Based 
on the finding that severa! u,4-unsaturated carbo-
ny1 compounds can act as electron acceptors of the 
reaction catalysed by OYE, it has been suggested, 
more recently, that the enzyrne may be involved in 
yeast sterol metabolism (Stott et al., 1993). Studies 
of homologous enzymes in different organisms 
would allow us to determine with certainty the 
physiological role of this protein. 

In this work, we have rnapped and characterized 
the gene encoding the OYE from Klyveromyces 
lactis, and compared it with those reported from 
S. cerevisiae and S. earlsbergensis, and with some 
other flavoproteins. 

MATERIALS AND METHODS 

Strains, plasmids and media 

Kluyveromyces tacas strains used in this work 
were MD2/1 (Mata, lysA, argA, uraA), KF71-4B 
(Mata adeA, uraA) and WM37 (Mata, hisA). 
Escherichia culi strains NM522 and TG-1 were 
used to propagate the genomic DNA library and 
recombinant plasmids respectively. The shuttle 
vector KEp6 (obtained from Dr H. Fukuhara) 
was used to construct a genomic DNA library 
from K lactis. Phagemid pTZ18R (available from 
Pharmacia) was used to subclone DNA frag-
ments for sequencing. YPD medium consisted of 
1% yeast extract, 2% Bactopeptone and 2% 
glucose. SD minimal medium consisted of 0.7% 
yeast nitrogen base without amino acids (Difco) 
and 2% glucose. SD medium was supplemented 
with the required amino acids (50 µg/ml) to select 
for yeast carrying the desired plasmids. SD 
supplemented with uracil (501,1g/m1) was used to 
select for diploids. 

Genomic DNA library 

Genomic DNA from K lactis strain WM37 
was purified in a CsCI—ethidium bromide density 
gradient. It was partially digested with Sau3A and 
size fractionated in 1% agarose gel. Fragments 
ranging from 6 to 12 kb were electroeluted from 
the agarose and ligated into the KEp6 vector 
previously digested at the single BamF11 cite. 
Forty-five hundred clones representing three times 
the estimated total genome of K lactis were 
selected on ampicillin ¡Mates. 

NADPII oxidase activity assay 

Enzyme activity was assayed by measuring the 
rate of cytochrome e reduction at 540-550 nm in 
the presence of menadione using NADPFI as re-
ductant (Yamano et al., 1993) in an SLM Aminco 
DW2000 spectrophotometer. Cells were grown 
in a rotatory shaker for 20 h at 30°C in YPD 
medium, harvested and washed once with 
water; they were suspended in 50 mM-KH,PO4, 
pH 7.0, 1 ?d-sorbitol, 1 mm-EDTA and 0.001% 
13-mercaptoethanol, at a density of 0.5 g/ml. 
Spheroplasts were obtained by adding 1 mg of 
lyticase per gram of cells and incubating for 1 h at 
30°C. Spheroplasts were broken by four 15 s pulses 
of sonication at 4°C, incubating in ice for 15 s 
Between sonication pulses. The suspension was 
centrifuged at 40 000 g for 1 h at 4°C. The super-
natant was transferred to a clean tube and ammo-
nium sulphate was added to 78% saturation. The 
suspension was kept on ice for 30 min. The protein 
fraction was recovered by spinning for 1 h at 
20 000 g. The precipitate was suspended in 0.1 m-
Tris—HCI, pFI 8.0 and the protein concentration 
was determined as described by Lowry et al. 
(1951). 

Chronlosome separation 
The yeast DNA samples from strain WM37 

were prepared by a procedure modified from Sor 
and Fukuhara (1989). Cells were grown at 30°C 
until stationary phase in YPD medium, harvested 
by centrifugation and washed once with 50 MI-
EDTA, pH 8.0. Cells were resuspended at a 
concentration of 5 x 109  cells/ml in 50 mm-EDTA 
containing 1001.1g/m1 of lyticase (Sigma Chemical 
Co.). One tatuare of the suspension was then 
mixed with 1.0 ml of 1% low melting agarose, 
made in 125 mm-EDTA, pH 8.0, and distributed in 
prechilled 200µl molds (Bio-Rad). Solid agarose 
blocks were incubated for 3 h at 37°C in 500 mm-
EDTA, 7.5% 0-mercaptoethanol, 10 mm-Tris, pH 
8.0, transferred to 500 mM-EDTA, 1% Sarkosyl 
and 0.1 mg/ml proteinase K and incubated for 24 h 
at 50°C. The blocks were washed twice with 
500 mr►I-EDTA, pH 8.0, and stored at 4°C in the 
same solution. Chromosomes were separated by 
contour-clamped homogeneous electric field 
(CHEF) electrophoresis using the CHEF-DR II 
pulsed-field electrophoresis system from Bio-Rad. 
Pieces of agarose blocks (approximately 4 mm in 
size) were placed into the slots of a 1% agarose 
gel (14 x 12.5 cm) prepared in 0.5 x Trizma base, 
boric acid, EDTA buffer (TBE) and sealed with 

1 



461 OLD YELLOW ENZYME GENE 

1197 nc 
398 aa  

B 	 H N 	Ao B Ao 	H Ap B 
	  3 1 	  

ORP2 
/ 

ORIP1 
	

1460 no 
783 no 
260 aa 

O 

5 

3 
1< 	 1472 no 

490 aa 

	 ros 5$ 
+913 1704 no 

".".""-.2=2ZEZZEEZI 	 1~1111•11~ 
-0, 

4-, 4--• 4-- 4.-- 41"."- 4- II-.  

w.^1•1111111 	 11111~11111111~ 
4- 4- 4- 

 

A° 	H 	Ac 	 Ap 

    

NL 	
URA A  

Figure I. (A) Map of the 6.6 kb done showing the three ORFs round (boxes). Arrows indicate the 
direction of transcription. Length of each ORF and intergenic distances are indicated, as well as the 
number of amino acids encoded. Relevant restriction sites are shown. f3 (ilani111), Fl (11ind11), N ( Ndel), 
Ae (AM), Ap (Apall), S (Sma1). (B) Subclones inade in pTZ I 811 phagemid (zipper line) and sequencing 
strategy. The 6.6 kb done was digested with Banz1-11 and fragments ligated into pTZl8R. Both strands of 
each done were fully sequeneed by primer extension. Arrows indicate position and polarity of prirners. (C) 
Construction of KYEI carrying UraA for gene disruption. The Urail gene was obtained from the original 
KEp6 as a Miel-Smal fragment, which was blunt-ended in the Ndel site and ligated into the 6•6 kb done 
previously digested with ilcel and blunt-ended. The Ndel-Apall linear fragment was used to transform 
yeast. 

f 

1% molten low-gelling agarose. Electrophoresis 
was carried out in 0.5 x TBE at 100 V with 
linear variation pulses of 30-300 s for 25 h and 
300-1800 s for 50 h. The temperature of the 
electrophorsis chamber was kept at 12°C. After 
electrophoresis, gels were stained in ethidium 
bromide (0.5 ligiml) for 15 min. When needed, gels 
were destained in water for 30 min and photo-
graphed under short wavelength UV illumination. 

Southern blot analysis 
The agarose gel containing separated chromo-

somes was exposed to short wavelength UV for 
5 min to break the DNA, which was denatured, 
neutralized and transferred to nylon membranes 
(Amersham) as described in Sambrook et al. 
(1989). Chromosome blots were probed with a 
radiolabelled 2.3 kb Hindll fragment containing 
the full ORF of KYE1 Southern analysis of 
chromosomal DNA digested with different restric-
tion endonucleases was carried out using the 
578 bp Accl interna! fragment (Figure 1) as a 
probe. 

Gene disruption 
A 0.9 kb Ndel-Smal blunt-ended fragment 

from KEp6 carrying the UraA gene was intro-
duced into the KYEI ORF digested with Accl 
and blunt-ended with Klenow (Figure 1c). A 
1.7 kb Ndel-Apall fragment carrying the 
interrupted gene was purified and used to 
transform a uraA auxotrophous diploid. 
transformants were sporulated and segregants 
analysed for viability and auxotrophy. Dis-
ruption of KYE1 was confirmed by Southern 
blotting. 

Miscellaneous 
Standard recombinant DNA techniques were as 

described in Sambrook et al. (1989). Double-
strand DNA sequencing was done by primer 
extension following the strategy showri in Figure 
1B, using the Sequenase kit V. 2.0 (United States 
Biochemical). Yeast transformation was per-
formed by electrophoration using a Bio-Rad 
gene pulser as described (Becker and Guarente, 
1991). Deoxyoligonucleotides for sequencing were 



lnn iicr GAT k:T GAT ATC vrc AAA CCA ATC 
Pro Leu Ala Aup Thr Ano II., ahe Lye pro !lo 

AGG CTT QTC A1G CCT GCA TI,; ACA AUA Al4 AGA 
Arj V41 V41 Met Pro Ala Luu Thr Arq Met Arq 

CCT (SAL' Tr1R CCC' OTT GAA TAT TAC AGA CAA CCI' 
Pro Aap Trp Ala VII 1111 Tyr Tyr Arg Gln Arq 

ACT CAA GGT GCT ITC COA TCA GCT CAG TCA CGT 
Thr 411 Gly Ala Me Pro Sur Ala Gin lar Gly 

ATC 
/le 

AGA 
Arq 

AT; tel TrT M'a M T•1-t' CAA CCA AX; 
Mut Ser Me Met A. 	Glu Pru Lya 

AA. ACP CM inn AAG CAC 
Aun Thr Glu Lau Lya [lid 

CCA .CC 
	

Grr :CA AAC 
Pro Gly Aran ?di Pro Aan 

CCA 'Xi? Ac7T Aln ATT 
Pro Ily Thr Met Ila :lu 

AAc a7K , YA CCT G1T 14G MC CAA QAA CAA CTG 1(11' CAA TCO ACA 
han Ala Pro Gly Val Trp Sur CLu (DA lila 1,411 Ata Gln Trp Arg Lyn 

Al'T CAL GAC AAC AAC) TCT TTT GIT IGG GTA CAA TTG Tría GITCTA GGT 
AIJ huí) huo Lyu Jur Pher Val Trp Val Gin Leu Trp Val Leu 415,  

GAT (PM TTG CGT TAD GAT AGT GCT TCC 
Aap Oly Lee Arg Tyr Aap Ler Ala ler 

GAT GAA AAC; CM CGT GCC ATC AGA 	AAC AAC CCT CA4 
Aup Glu Lya 11e Arq Ala II. Arg ler Aun Aun Pro Gln 

ATT MG 	TAT ATC AGG GAC TAD GTT GAT UcT 	AAG 
tL t.yu 41n Tyr 114 Arq Alto Tyr Val Ano Al4 Ala Lys 

CAA .CCT i'rr GCT GAT 	inG ach AGA 
1ln Ala Phe Ala Aup Aan Leu Ala Ar9 

SAT GAA 
Aup Glu 

CAT 91T 
lila Gly 

AAG TGT 
Lys ya 

AT: CAT GuT CGT GCA 1AT GÁTT GTT CAA 	CAT TCC GCT AAC CGT TAT TTG T'in KAT CAA 
Ild Aup Ala Cly Ala Aso Ily Val Ula lie 4ia ciar Ala Asa Gly Tyr Lee Lett Aan Gln 

M•: ATI' 
Lya Ile 

CCC Tin 
Ata Leu 

ICC CAA 
Sarda 

GCT TAC 
12y T'ir 

1TC AAG 
Pho Lya 

GGT 
Gly 

CAT 
RiS 

TAT 
Tyr 

GAT 
Aap 

GCA 
Als 

GUI TAC 
Val TYr 

ATC Ace 
Ilu Thr 

ATG Gelr )AA 
Mut Gly lo 

MG GAT GAA 
Lya Amo Glu 
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synthesized in an Applied Biosystems DNA 
synthesizer model 381-A. 

(JATA InGTATC"PlA ItIA:PlinrITtiTTATV1WITMACtirlATTI"."11171 i'1'4 1TC 
C. yrrminvit; TAAG ty) Atril ; AhinTir-TATATriTilr Trri"rtroj.-TC ercinTTAC.ClviATineTCY; krrecIA 
AG AGriTi:CGTVA VIGTATG1+:;13A1.7)7r. ; hThk:TGIN iTkr-TAA rAA ; TANN N'ir; T AA AAT AANP ; AL:1MM 

VAN.ir.; A VA' AT AAAAC,r; AL-4cc,'":c AA 11,0 ;l'A w; AL; A ir„r: ITylup Ir: A InclenhAA,.:CC 171 0- reATIM 
1111e.;(.1 l'A A AAAMIT At:(1c ACAcTAA AAin KAAr.c 	ir.AAAITY1C krhefiC A 

RESULTS AND DISCUSSION 

Characterization of a genomic DNA done 
containing a sequence liomologous to OYE 

A 6.6 kb genomic DNA done, whose physical 
map is shown in Figure 1, was isolated from a K 
lactis genomic DNA bank when it was screeneel for 
complementation of a potassium uptake-deficient 
mutant. Digestion of the done with Banifil 
yielded two fragments of 3.3 kb each. These frag-
ments were subcloned separately into the Bam1-11-
digested pTZ18R phagemid and both strands of 
each done were sequenced fully by primer exten-
sion, following .the strategy shown in Figure 1B. 
The full nucleotide sequence of the reassembled 
done was found to encode two incompleta ORFs 
(ORF 1 and ORF 3) in one orientation and one 
full-length ORF (ORF 2) in the opposite orienta-
tion (Figure 1A). ORF 1 comprises 1472 bp of the 
5'-end, which encodes 490 amino acids of the 
amino-terminus of an unidentified product, while 
ORF 3 comprises 783 bp of the 3'-end, encoding 
260 amino acids of the carboxyl-terminus of the 
plasma membrane WATPase (the sequence of the 
full-length ORF and its role in K +  uptake will be 
the subject of a future paper). On the other hand, 
ORF 2 spans 1197 bp, including the stop codon, 
and encodes for a predicted 398 amino acid protein 
(Figure 1A). 

Figure 2 shows the nucleotide sequence of the 
region comprised between the Ndel and Apalf 
restriction sites (Figure 1) and the deduced amino 
acid sequence of ORF 2. A computer search in the 
GenBank and EMBL data bank revealed extensive 
homology to OYE I from S. carlsbergensis (Saito et 
al., 1991) and OYE2 from S. cerevisiae (Stott et al., 
1993), 71% identity at the nucleotide leve] and 71% 
identity (85% similarity) at the amino acid level 
(Figure 3M. This finding prompted us to cal[ this 
ORF 	(ffluyvermyees Yellow Enzyme). The 
predicted amino acid sequence of KYE1 shows a 
protein that is two amino acids shorter than the 
described OYE1 and OYE2. The missing amino 
acids are located in regions where the identity is 
relatively Iow, one in the amino-terminus (41% in 
17 residues) and the other in the carboxyl-terminus 
(25% in 8 residues). 

A more detailed analysis of the alignment of 
all three amino acid sequences (Figure 3A) 

TTC 	GAc CCA ATC rce AAC AAA AGA ACT 4AT GAA TAC GGT GOA TCC ATT GAG AAC CY: 
Phe Lehl Aap Pro tle Ger Ama Lya Arq Thr Aup ala Tyr Gly Cly Jur !le Glu Aan Arq 

GCT AUA TTC GTC TUS GAA TIC (ITC GAT GCC Ull' G1C GAT GCC GTT GGT GCC GAA AGA ACC 
Ala Arq pho Val Leo Glu Val Val Aup Ala Val Val Aáp Ala Val Cly Ala Glu Aty Thr 

ACT ATC AGA TTC TCA CCA TAC GGT GTA TTT CGT ACC ATG TCA CGT UTT TCA GAC CCT GTC 
Ser lig Arq Phe lor Pro Tyr Gly Val Phu ny Thr Mut Ger Gly Gly ser Aap Pro val 

GTU OCT CAA TIC Gee' TAT GTA CTT GCT GAA TTC CAA AM) AnG GCA AAG CGT CGT AAU 
Lee val Ali Gln Pha Ala Tyr V41 Luu Al.. Gin tau Glu Lys Arg Ala Lys Ala Oly Lys 

AGA TTA OCA TAC GTC QAT TTA QTC GAA CCT CGT UTC ACA TCQ CCA TIC CAA CCC GAA TTT 
Arg Lou Ala Tyr Val Aap Loa Val Glu Pro hrg Vul Thr Sar Pro Pha Ola Pro GIL' Phd 

(AA CCC 
Itu Gly 

CTA AGA 
Lou Ary 

TGC 
Trp 

GTT 
Val 

TAT 
Tyr 

GGT 
Gly 

AAA CGT GGT Polc AAT UAA TTC UTA TAC TCT 
Lya Gly City Thr Aan Glu Pho Val Tyr Ser 

AAC TAC GCT 	GAC CCA GAT Ger GCC ATT 
Aun Tyr ALA Luu Aup Pro Pum Ala Ato !la 

CTT TUG M4 CGT AAC UTG 
Val Trp Lys Gly Aun Val 

ACC (MC TCA AAG KAT CCA 
Thr Aup Sar Lya Aan Pro 

AAC ACT TVG ATC 44T TAC GUT AGA CCC TTC ATT GCC AAC CCA GAT CTT QTT GAA CUT CTC 
Aan Thr Lett 114 	Tyr Gly Arq Ala Phe Ilo Ala Aan Pro Agp Leu Val Ght Arq Loo 

GAA AAG GGT TTG CCA TTG AAT CAA TAC GAT AGA CCC TCT TTC TAC AAA ATO TCT Coq GAA 
Glu Lys Gly Lea Pro Loe Aan Gln Tyr Aap Arg Pro Lar Pha Tyr Lys Mar Lar Ala Glu 

G1G TAT ATC GAC TAC CCA ACA TAC GAG GAA CCP CTT CCC AAG GUT TAC AAC AAA TAQ AC1 
Oly Tyr !le Aso Tyr Pro Thr Tyr Glu Clu Aln Val Ala Lya Gly Tyr Lya Lya 'II 

1G4ACATCTTCAAAGGGGAAGCTCCCAAAT/TATCITAACGACAATATCTATATACATGGAAATTTATGCACAGAAACA 
GTAcTTATATATAcTTAcTnArACAAGeTrAKAAUATATAATC411-4.111-A.AAInAKACAATATAGAGAAAMKATAA 
CAAACACTTTAAGTQAGAGTUTQCAC 

Figure 2. Nueleotide and deduced amino acid sequence of 
the Kluyveromyces h,ctis Old Yellow Enzyme. The sequence 
shown eorresponds to the fragment Ndel-Apali indicated in 
Figure 1. 

revealed a region comprised between positions 
156 and 235 (underlined region) where the simi-
larity goes up to 92%. A comparison of this 
region with sequences in the databases revealed 
66% similarity to the NADH oxidase from Ther-
moanaerobitun brockii (Liu and Scopes, 1993) and 
to the polypeptide encoded by the C gene of a 
bile-acid-inducible operon in Eubacteriwn sp. 
(Mallone et al., 1990), 67% similarity to the 
trimethylamine dehydrogenase from Methylotro-
phus methylophilus (Boyd et al., 1992) and 77% 
similarity to the estrogen-binding protein from 
Candi-da albicans (Madani et al., 1994). As shown 
in the alignment of these amino acid sequences 
(Figure 3B), this region seems to be very well 
conserved between these enzymes, suggesting that 
it could be important for their role in electron 
transfer reactions. Interestingly, a comparison of 
the amino acid sequence of KYE1 with the 
estrogen-binding protein from C. albicans.  (EBP1 
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Figure 3. (A) Amino acid sequence alignments of KYEI from K lactis and 
Old Yellow Enzyme from S. carlsbergensis (OYE1) and S. cerevisiae (OYE2). 
The K lactis sequence is Usted in its full length, using the single-letter code. 
Dashes (-) and periods (.) represent identities and gaps, respectively, Numbering 
is relative to the KYEI sequence. The region with highest simílarity to other 
tlavoproteins is underlined and is shown in the alignments in (13). (13) Amino 
acid sequence alignments of the region of KYEI whieh shows high similarity to 
other tlavoproteins. The KYEI region is compared with the Gandida albicans 
estrogen-binding protein (EBP1), the trimethy1amine dehydrogenase from bac- 
terium W3A1  (TMADH), the NADH oxidase from Thcrn 	hrockii 
(NADHOX), and the polypeptide encoded by the C gene of the bite acid-
inducible operon in Eubacterium sp. (BAIOC). Dashes (-) and periods (.) 
represent identities and gaps, respectively. Asterisks (*) show amino acids 
conservad in alt proteins. 

in Figure 3B) over their full length (not shown), 
indicates approximately 65% similarity and 45% 
identity, depending on the exact alignment. 
Moreover, it has been shown that EBPI exhibits 
oxidoreductase activity besides its capacity to 
bind estrogens with high affinity (Manadi et al., 
1994). This finding strongly supports the idea 
that these proteins share substrates related 
structurally or that their oxidoreductase activity 
is regulated by similar molecules. Indeed, inter-
action of the OYE with phenolic compounds 
has been observed (Miura et al., 1986) and it  

has been hypothesized that this enzyme could 
participare in sterol metabolism (Stott et al., 
1993). 

Disruption of KYE1 

To test whether KYEI is essential for cell 
growth, chromosomal KYEI was transplaced by a 
DNA fragment containing KYEI with the select-
able UraA marker inserted within the coding 
region (Figure 1C). A wild-type diploid strain 
(uraAluraA) was transformed to Ura+  with the 

1 r' Z17.1\511 
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Figure 4. Reduction of cytochrome e using NADPH as donor 
in the presence ofJmenadione in crude extracts of wild type 
(WT) and disrupted KYE1 (LSKYE) strains. Acitivity of Old 
Yellow Enzyme is shown (insert), The concentrations used were 

pt-NADPH, 201.ist-cytochrome e, 20 int-menadione, and 
1.0 mg total protein in a final volume of 2'5 ml of 100 mit-Tris-
MCI, pH 8.0. 

Ndel-Apall fragment. Integration and disruption 
of KYEJ was confirmed by Southern blotting 
analysis (not shown). The heterozygous diploid 
KYE 1 lkyel • UraA was sporulated and dissected to 
separate the four haploid meiotic spores. Ali dis-
sected asci produced four spores able to form 
colonies (not shown), indicating that KYE1 is not 
essential for cell growth. No differences in the cell 
size and shape were observed; however, there is a 
slight effect in the cell division time of the cells 
carrying the null allele. The generation time of 
wild-type cells in YPD medium is about 2.4 h, 
while that of the disrupted haploid cells is about 
3.6 h. Experiments focussing to measure effects of 
KYE1 disruption in the metabolic status of the cell 
are currently in progress. 

NADPH-NADP-dependent activity of KYEJ and 
4KYE1 strains 

Whether or not cytochrome c is a physiological 
electron acceptor of the reaction of OYE with 
NADPH, its reduction rate is an excellent indica-
tor of the activity. Moreover, it has been shown 
that menadione increases markedly the reduction 
rate of cytochrome e (Yamano et al., 1993); there-
fore we used this assay to measure the activity of 
the enzyme in both the wild-type strain and the 
strain carrying the disrupted allele. Figure 4 shows 
the reduction of cytochrome e in the presence of 

Figure 5. (A) Chromosome pattern uf the K !culis strain 
WM37 separated by contour-damped homogeneous electric 
field electrophoresis and stained with ethidium bromide. (B) 
Autoradiography oí a blof showing hybridization 	chromo- 
some II (*) to the '~P-radiolabelled KYE1 gene. 

menadione, using NADPI-I as the electron donor 
in cellular extracts. The NADPH oxidase activity 
in the disrupted cells was decreased to approxi-
mately one-third (23 nmolimin per mg of protein) 
when compared to the activity in the wild-type 
strain (92 nmol/rnin per mg of protein), suggesting 
that this is the primary cause of the increased 
division time of the mutant cells. This defect was 
partially cured by overexpression of KYE1 (not 
shown). 

Chromosornal localization of KYE1 
Chromosomes from lower eukaryotes can be 

separated by different methods of pulsed-field gel 
electrophoresis, known as orthogonal field alter-
ation gel electrophoresis (OFAGE) or CHEF 
(Carie and Olson, 1984; Chu et al., 1986; Schwartz 
and Cantor, 1984). With there techniques it has 
been possible to resolve linear DNA molecules up 
to at least 6 Mb in size (Cantor et al., 1988). 
Chromosomes from ditTerent strains of K lactis 
have been successfully separated by OFAGE and 
CHEF techniques (Sor and Fukuhara, 1989; 
Zhang et al., 1993), showing molecules ranging 
from 1 to 3 Mb. Using the .CHEF conditions 
described in Materials and Methods, we resolved 
six bands corresponding to chromosomes from 
strain WM37 (NRRL Y-1140) (Figure 5, panel A) 
that match with those reported from the strain 
CBS 2360 (Sor and Fukuhara, 1989). These 
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chromosomes, numbered 1 to VI, from the smallest 
to the largest (H. Fukuhara, personal communica-
tion), were immobilized on a nylon membrane 
and hybridized using the 	 fragment 
(Figure 1) as a probe. We identified a positive 
signal with the band corresponding to chromo-
some II (Figure 5, panel B), whose molecular size 
has been estimated at approximately VS Mb 
(Zhang et al., 1993). The KYEI gene, encoding 
OYE from K laetis, should be added to the 
growing list of genes mapped in this yeast. A blot 
of digested chromosomal DNA with ditTerent 
endonucleases was also hybridized with a radio-
labelled KYEI probe, showing in all cases hybrid-
ization with only one band (not shown). This 
suggests that KYEI could be a single-copy gene in 
this strain. 
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