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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 PMAl gene encoding the plasma
membrane H*rA?Pase was cloned by its ability to relieve the
potassium trgg%port defect on this mutant and by reversing its
resistance to 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 positibn 699 by isoleucine., We attribute to
this amino acid change the low capacity of the mutant H'-ATPase to
pump out protonst

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.
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RESUMEN

Se purificé 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 mostré una actividad especifica de ATPasa de membrana
plasmatica 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
plasmatica se cloné 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 aminodcidos predice una proteina de 899 residuos que estructuralmente
alinea en su totalidad con las ATPasa de H+ clonadas de levaduras, excepto por la
presencia de un dominio amino terminal variable. Por amplificacién en cadena de la
polimerasa, se identific6 un cambio de G por A que originé un cambio de una
metionina altamente conservada a isoleucina en la posicién 669. Se atribuye la baja
capacidad de la ATPasa para bombear protones a este cambio.

El transporte de potasio se midié en las cepas mutante y silvestre y mostraron
diferencias en la Vmax, pero no en la Km,

Resistencia cruzada a higromicina se encontré en la mutante. Comparado con
S. cerevisiae, células mutantes de K. lactis resultaron ser mas sensibles a
higromicina. La cepa mutante mostré un potencial de membrana reducido y esta fue
la causa de la deficiencia en el transporte de potasio, ademdas de la resistencia a

drogas.



I. INTRODUCCION
Las levaduras son hongos microscépicos; su nombre en inglés Yeast, asi como el holandés gist
0 el griego zestos, deriva probablemente de la espuma formada durante la fermentacién. En otros

lenguajes el nombre deriva de la palabra "levantar” (latin: levare; francés: lever; espaiol: levantar).

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

de 6000 a 4000 aios antes de Cristo, preparaban una clase de sopa de cereal germinado; con el clima
calido y humedo, la sopa se llegaba a fermentar en un dia y adquiria un sabor placentero y una

calidad embriagadora. Este mismo procedimiento se usé 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 réapida y eficiente conversion de distintos azicares

en alcohol y biéxido de carbono, estas caracteristicas han generado las grandes industrias productoras
de la cerveza, el vino, y pan. Es sorprendente que mucho trabajo sobre la bioquimica de las células
vivas se realizé6 en el organismo Saccharomyces cerevisiae, los hermanos Buchner en 1897
descubrieron que la fermentacion de la sacarosa se podia realizar por un extracto de levaduras libre
de células, marcando el nacimiento de la Bioquimica (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 metabélica mayor que los hongos

miceliales, un crecimiento mas rapido y, una distribucién ecolégica mas amplia.
I. 1. A. Origen de los hongos.

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

es un alga fotosintética que perdié su capacidad para sintetizar clorofila y realizar la fotosintesis. Por

ejemplo, se toma algunas veces a Prototheca como una mutante nutricional de Chlorella. Prototheca

1
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se parece a las levaduras de gemacion por su nutricién heterotrdéfica. La segunda hipétesis sugiere

" que las algas ptirpuras son los ancestros de los hongos.

Las levaduras parecen haber aparecido muy temprano en la evolucién, como lo indican dos
descubrimientos de microfésiles en Groelandia y Suiza; estos microfésiles estan embebidos en
calcedonia y su edad se estima entre 3400 y 3800 millones de anos (Rose y Harrison, 1969).

Los hongos presentan cuatro estados evolutives: 1)Phycomycetes, 2)Ascomycetes, 3)
Basidiomycetes y 4) Deuteromycetes que agrupa a especies en las cuales no se ha encontrado ninguna

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

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

unicamente en las clases 2,3 y 4.

Las levaduras se pueden definir como hongos unicelulares que se reproducen por gemacién o
por fision. Esta deﬁnicié_n cubre una amplia variedad de organismos; entre ellos los Ascomycetes y
los Basidiomycetes (Kreger Van Rij, 1984). Al tomar como base este concepto morfolégico, 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 facil definir a los organismos que colectivamente se conocen como

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

gemacién o por fisién; esto puede ser correcto para la mayoria de las levaduras pero siempre hay

" excepciones. Hay especies con una propensién a la formacién de micelio y ain 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 clasificacién y la descripcién estandar, estan la
reproducciéon vegetativa y la reproduccion sexual entre otros.
I. 1. B. Reproduccion Vegetativa,
Hay 3 formas de reproduccién vegetativa en las levaduras (Rose y Harrison, 1987):

2



TP Y

I. 1. B. i.) Gemacién: 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 liberacidn de la gema; y conforme
las gemas se producen en secuencia, la cicatriz se hace mas amplia. La gemacidén bipolar consiste en
‘la produccién de gemas en dos polos, ocurre en células ovoidales; esta forma de reproduccion sugiere
un mecanismo intermedio entre la gemacién y la fision. En la pared celular, la gemacién bipolar
conduce a la formacion de cicatrices caracteristicas y collares de gemas en ambos polos; esta forma
de gemacion es caracteristica de la subfamilia Nadsonioideae y las especies representativas son
Hanseniospora osmophila y Kloeckera. En la gemacién multipolar, también llamada multilateral, las
gemas se forman en sitios diferentes sobre la superficie de la célula parental, esta forma de
reproduccidon vegetativa es comtn entre las levaduras y la especie mejor estudiada es S. cerevisiae,
el niimero de cicatrices en la célula madura corresponde al nimero de células hijas producidas. La
reproduccién por esterigmas (gemas envueltas en un saco, la gema se separa de la célula madre por
la formacién de un septo) esta retringida al género Sterigmatomyces, el género incluye 6 especies
marinas (Rose y Harrison, 1987).
I. 1. B. ii.) Fision: Esta forma de divisién se caracteriza por la formacién de un septo sin
- constriccién celular; después de que se completa el septo, las células se separan por rompimiento a
lo largo del septo, Schizosaccharomyces y Endomyces se reproducen tinicamente por fision.
I. 1. B. iii.) Balistosporas:. Se producen balistosporas en forma de rifién o de hoz sobre estructuras
cortas parecidas a esterigmas, las balistosporas se liberan al madurar por un método de descarga
~ conocido como mecanismo de excrecion por gota de agua. Esta forma de reproduccién se encuentra

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

Bullera, y Sporodiobolus (Rose y Harrison, 1987).



I. 1, C. Reproduccion sexual

Las principales caracteristicas de la reproduccion sexual en las levaduras ascosporégenas son:

el modo de formacién de las ascas y la forma de las ascosporas. La forma del asca, el nimero de

esporas por asca, la forma de las ascosporas (redonda, oval, reniforme, cilindrica o esporas en forma
de aguja), el color de las esporas, su posible liberacién del asca y su modo de germinacion,
Si las esporas se forman en un cultivo a partir de una espora tinica o de una célula haploide,

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

" esporulacion, la levadura es heterotalica. Varias especies son homotalicas y heterotalicas; en estas

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

LR
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basidiospordgenas son heterotalicas, y la forma de levadura es el estado haploide (Rose y Harrison,

“ 1987),

I. 1. D. Variaciones en la forma celular

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

"' caracteristica 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 distincién

primaria entre especies con respecto a su tendencia a formar pseudomicelio o0 un micelio verdadero.

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

.+ cadena por gemacién 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 constriccién en Endomycopsis y Endomyces. En general, la

.+ proporcién de formas de levadura y micelio estan influenciadas por el medio ambiente (Arnold, 1984).

I. 1. E. Clasificacion general de las levaduras
Se han reconocido 3 grupos en las levaduras de acuerdo a la reproduccién sexual i) las

levaduras ascosporégenas; ii) las basidiosporégenas; y iii) las levaduras imperfectas (Kreger Van Rij,

4



- 1984).
1) Levaduras Ascosporadgenas.
Las levaduras ascospordgenas pertenecen a la clase Hemiascomycetes, los cuales son
Ascomycotina que carecen de ascocarpos e hifas ascégenas. En la clase de los Hemiascomycetes, las
- levaduras se clasifican en 2 familias, ambas del orden Endomycetales: 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 reproduccion vegetativa es
K exclusivamente por fisién (2) Saccharomycetoideae, que incluye 26 géneros con gemacién multilateral
(3)Lipomycetoideae, que se caracteriza por un proceso tipico de formacién de ascas. Una gema activa
j ] producida por una célula parental puede convertirse en un asca; una gema activa y una célula
X parental que lleva una protuberancia pueden conjugar y originar un asca; finalmente la célula madre
después de haber producido un asca a través de una gema activa, puede ella misma convertirse en
~un asca. Las ascosporas son ovales de color &mbar y las ascas presentan de 2 a 16 esporas. (4)
« Nadsonioideae, se caracteriza porque la gemacion es bipolar (Rose y Harrison, 1987).
ii) Levaduras Basidiosporodogenas
Estas levaduras se forman durante la fase haploide del ciclo de vida de la mayoria de los
I basidiomycetes heterotalicos. Estas levaduras cuentan con 2 érdenes: (1) Los Ustilaginales, que
comprende a la familia Fillbbasidiaceae y levaduras formadoras de teliosporas. (2) Los Tremellales
~ que comprende 2 familias, la Sirobasidiaceae y Tremellaceae (Kreger van Rij, 1984),
( Las levaduras basidiosporégenas 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
¢ la cariogamia. La germinacién de las teliosporas resulta en meiosis y la formacién de metabasidios

5
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con basidiosporas (Kreger van Rij, 1984). El ciclo de vida heterotdlico comienza con la fusién de
células de levadura de factor sexual opuesto y la formacién de un micelio dicaridtico septado; sobre
la hifas se desarrollan esporas de pared gruesa terminales, laterales o intercalares, las teliosporas,
donde se realiza la fusién nuclear; al germinar, forman un metabasidio en el cual se realiza la
~meiosis para originar las basidiosporas. Las basidiosporas se reproducen por gemacién y se
restablece la fase de levadura haploide. Este grupo incluye 3 géneros, Sporidiobolus, Rhodosporidium
y Leucosporidium (Rose y Harrison, 1984).

El segundo grupo de levaduras basidiospordégenas son los Fillobasidiaceae, se caracterizan por
la formacién 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 dicariético septado y
| producen un basidio delgado donde realizan la cariogamia y la meiosis. Fillobasidium forma de 4
a 10 basidiosporas sésiles en el apice del basidio y Fillobasidiella forma 4 cadenas largas de
basidiosporas por gemacion de 4 sitios en el apice del basidio (Rose y Harrison, 1987).

El tercer grupo son los Tremellales, estos carecen de telliosporas y se distingue por tener
cuerpos fructiferos 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 reproduccién.
Las levaduras pueden ser haploides heterotélicos para las cuales no se ha encontrado ningtn factor
sexual, o pueden ser levaduras haploides o diploides en donde se desconocen las condiciones para la
esporulacién (Kreger Van Rij, 1984). Esta division cuenta con levaduras en 2 familias,
- Cryptococcaceae y Sporobolomycetaceae: 1a 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 gemacién

por fisién o gemacion. (Kreger Van Rij, 1984),



1.2 LA ATPasa de H' DE LA MEMBRANA PLASMATICA DE LOS HONGOS
Los hongos cuentan con una ATP-sintasa-A'T'Pasa mitocondrial (tipo IF,/)), 1a cual también se
‘presenta en cloroplastos y eubacterias; ademas presentan otras dos ATPasas conocidas como Fosfo-
ATPasa, o de membrana plasmatica (tipo P) y una ATPasa vacuolar (tipo V). Las ATPasas se
distinguen por su composicién de subunidades, la presencia o ausencia de un intermediario
fosforilado, por la sensibilidad a inhibidores especificos, por la estequiometria i6n/ATP y la funcién
fisiolégica de sintetizar (FokF'1) o hidrolizar (P y V) ATP., Las ATPasas Fol'l y V transportan
solamente protones, en tanto que las P pueden transportar H*, Na*, K* o Ca** (Figura 1)(Nelson,
- 1992),

La membrana plasmatica de los hongos contiene una ATPasa tipo P que genera un gradiente
electroquimico de H*. Este gradiente es necesario para el transporte de moléculas hacia dentro y
hacia afuera de la célula (Serrano, 1991). La ATPasa de H* se parece a las ATPasas animales
implicadas en el transporte de iones como el Na'K' y Cal”, es sensible a concentraciones
micromol'ares de vanadato, tiene una subunidad catalitica de alrrededor de 100 KDa, y forma un
intermediario fosfatado durante el ciclo catalitico. El gradiente generado por la ATPasa de H* se

.utiliza para transportar nutrientes por mecanismos de cotransporte con el protén y para los
~movimientos de sodio y calcio por un antitransporte con el protén. En células altamente activas en
.. transporte, tales como la levadura y las raices de las plantas hay alrededor de 10" moléculas de
“ enzima por célula (alrededor de 10*/;m?). El nimero de recambio esta entre 20 y 100 s, esto resulta
en un flujo de protones de 10° a 10° H*s"'(ym 2 )!(10-100 pmols-‘(cmm® )!).

Se ha caracterizado el mecanismo de accién y papel fisiolégico de la ATPasa de H* con dos
~enfoques: (1) La modificacién quimica de aminoacidos que sugiere la participacién de algunos residuos

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

-y posibles impedimentos estéricos (Serrano, 1993). (2) El analisis mutacional del gene de la ATPasa
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ha sugerido el papel de algunos residuos de aminodcidos en el bombeo de protones y en la hidrdlisis
del ATP (Portillo y Serrano, 1988).
I. 2. A. Antecedentes sobre la ATPasa de membrana plasmatica
Los primeros estudios encaminados a entender la acidificacion extracelular por levaduras se
realizaron por Conway y O'Malley (1946) y por Rothstein y Enns (1946). Ellos reportaron que durante
la fermentacién de la glucosa por S. cerevisiae, se acidifica el medio extracelular por mas de 3

unidades de pH. También reportaron que la salida de H* estaba acompanada por una entrada de K’

(Conway y Brady, 1950). Diferentes hipdtesis se postularon para explicar esta acidificacion. (1)

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

KRR
........

que transportaba H* al medio al donar electrones a algiin aceptor organico, y que dependiendo de las

" condiciones experimentales, el mismo sistema podia meter K* o sacar aniones a través de la

-» membrana plasmatica. Esta hipétesis se descart6 porque no explicé el acople de energia al transporte,

pero después fue de interés por su relaciéon con la teoria quimiosmética de Mitchell (1961). (2) Entre

1960 y 1970, se propuso la existencia de un acarreador catiénico electroneutro que intercambiaba K*

..; extracelular por H" y Na* intracelular (Slayman y Slayman, 1970); esta propuesta no respondié la

pregunta de como la energia estd acoplada al movimiento de iones, ni a la salida de H* que se

presenta en ausencia de K*' extracelular. (3) Se detecté una salida electrogénica de H* mediante

... estudios electrofisioldgicos en Neurospora (Slayman, 1965); se encontré que los potenciales de

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

metabdélicos (CN°, CO, NaNj o al desacoplante DNF), la inhibicién con estos compuestos resulté en

una despolarizacién (-30 mV). Esto sugirié la existencia de una bomba electrogénica en la membrana

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

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

Neurospora requeria ATP para funcionar.



Por otro lado, Pehna y cols (1972) demostraron en levadura que el ATP disminuyd fuertemente
cuando el pH externo se cambié de 4.0 a 7.5, o al anadir KCI 0.1 M al medio a pH bajo. Estos
resultados los llevaron a postular que la levadura presenta una bomba de H* energizada por ATP e
inhibida por altas concentraciones de H' en el medio, y que este evento se podia activar por un
incremento en el pH externo o por la adicién de potasio.

Posteriormente se demostré que en la levadura el transporte de K*' podia estar ligado
indirectamente a la salida de H* y que ambos transportes eran sensibles a los desacoplantes (Pena,

11975). En S. pombe, Foury y Goffeau (1975) observaron que el Dio-9, un inhibidor conocido de
ATPasa, inhibié la salida de H* y el transporte de uridina y aminoacidos, aunque la concentracion
de ATP en la célula permanecia alta. También se demostré que la entrada de 3-O- metilglucosa por

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

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

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

R,

era inhibida por Dio-9 y DCCD.

Los primeros reportes sobre la deteccion de actividad de ATPasa de la membrana plasmaética
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). Asi también Schatz (1965) observé actividad de ATPasa insensible a oligomicina

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

I. 2. B, Secuencias disponibles de genes de 1a ATPasa
La clonacién de genes ha requerido de diferentes estrategias que ofrece la biologia molecular,
entre las cuales estan: (1) La hibridacion con un gene homélogo previamente clonado (Sambrook y
. cols., 1989). (2) Hibridacién con oligonucleétidos correspondientes a la region codificadora de

9



secuencias de aminoacidos conocidos. (3) Complementacién de mutantes (Rose y Broach, 1992) (4)
reaccién de anticuerpos contra bibliotecas de expresion (Young y Rose, 1992), (5) amplificacién con
oligonucleétidos usando la reaccién en cadena de la polimerasa (Sharf, 1990),

Hasta el momento se han clonado y secuenciado 8 genes que codifican para ATPasa de H* de
hongos (Wach y cols, 1992), El primer gene se reporté por el grupo de Serrano y cols (1986) en S,
“cerevisiae, se clon6 por medio de una biblioteca de expresion en Agtll. Con anticuerpos policlonales
contra la enzima, se identificaron placas liticas positivas que contenian el gene de la ATPasa de H'
" de S. cerevisiae PMAI. El marco de lectura abierta de 918 residuos codifica para una proteina de PM.
99,5632 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 mostré alto grado de similitud con la de S. cerevisiae.
Después, se tomé como sonda el gene de S. cerevisiae y se hibridé con bibliotecas genémicas, se
identificaron los genes de S. pombe, 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 clonado y secuenciado el gene de un proteolipido pequefio que est4 asociado con la
ATPasa en S. cerevisiae y la eliminacion 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 aminoacidos de ATPasas descritas entre 1986 y 1992 provenientes
de plantas, hongos y un ciliado, se realizé6 un alineamiento que dié informacién importante para
decidir cudles residuos deberian 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
tiltimos 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

~ cols.,1992).
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1. 2. C. Segmentos transmembranales de la ATPasa de H' de los hongos
Para entender el mecanismo del transporte y tranduccidn de energia por las ATPasas tipo P,
es necesario desarrollar un modelo claro de la estructura. Hasta la fecha sdlo existen cristales
bidimensionales de baja resolucién para las P-ATPasa (Toyoshima y cols,1993; Stokes y cols, 1995),

los cuales no son suficientemente buenos para determinar el nimero exacto y posicién de los

segmentos transmembranales y el arreglo de las regidnes hidrofilicas.

Las ATPasas tipo P son proteinas integrales de membrana que a partir de diferentes analisis

de hidropatia, parecen estar embebidas en la bicapa lipidica por 4 segmentos hidrofébicos hacia la

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

hidrofilica central que contiene los sitios de unién del ATP v la formacién del intermediario
q y

" fosforilado; esta regidn esta bien conservada a lo largo de la escala filogenética.

En el estudio del extremo carboxilo terminal de la proteina, los analisis de hidropatia son

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

b 1989; Brandl y cols, 1986). Una aproximacién para resolver el problema consistié en la digestién

.. triptica 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 cols., 1991). Un
'/ andlisis similar con el uso de diferentes proteasas resulté en un modelo de 5 segmentos

| transmembranales (Davis y Hammes, 1989). Los modelos propuestos hasta el momento de 5, 7y 9
segmentos transmembranales se descartaron, ya que se identificé que los extremos amino y carboxilo
“+ estén localizados del lado citopldsmico (Mandala y Slayman, 1989; Hennessey y Scarborough, 1990).

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

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

segmentos transmembranales; en este estudio se fusioné una secuencia que codifica para 10
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amoinoacidos para la cual exiten anticuerpos, en las regiones donde existe confusién y se llego a
predecir un modelo con 10 segmentos transmembranales (Smith y cols.,1993). Otro estudio que apoya
el modelo de 10 segmentos es la obtencién de cristales bidimensionales de la ATPasa de Ca**(Stokes
y cols; 1995).

I. 2. D. Diseccion de la estructura-funcion
i) Sistemas de expresion descritos para la ATPasa de H*

Se han desarrollado diferentes métodos para el estudio de la relacién entre la estructura y la
funcién de la ATPasa de H*. Se pretende identificar residuos de aminoacidos que juegan un papel
~ esencial en la unién e hidrélisis de ATP, el acoplamiento de energia y el transporte.

La mutagénesis dirigida ha sido una herramienta poderosa para realizar el estudio de la
" relacién entre la estructura y la funcion; en especial en la levadura, donde las técnicas de
. manipulacién genética estan bien desarrolladas. El estudio por obtencion de mutantes es muy dificil,
ya que la ATPasa es esencial para el crecimiento (Serrano y cols., 1986) y en muchos casos las
mutaciones son letales y es dificil estudiarlas; es por ello que se han desarrollado diferentes
.., estrategias de expresion de genes para el estudio de la relacion estructura y funcién de la ATPasa.
El primer método de expresion desarrollado en levaduras comprende el reemplazo del promotor

7 constitutivo PMAI por un promotor inducible por galactosa GALI, las células resultantes detienen

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

en un plasmido controlado por su promotor original; en un medio que contiene galactosa, ambos genes
| se expresan y el crecimiento es soportado por la ATPasa silvestre aiin cuando la enzima mutante sea
defectuosa, luego la expresion de la enzima silvestre se apaga en un medio que contiene glucosa y se
expresa la forma mutante, la proteina es procesada e insertada en la membrana plasmatica
'k normalmente. Un gran nimero 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 encontrd que no llega a la membrana plasmatica y se acumula en el reticulo endoplasmico

“de la levadura (Villalba y cols.,1992). Asi 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 plasmatica (Palmgren y cols.,1994).

El sistema descrito presenta varios inconvenientes: una mezcla de ATPasa mutante y silvestre
esta presente en la membrana plasmatica, sélo se obtiene crecimiento cuando la ATPasa mutante
es funcional, y no se pueden obtener vesiculas de membrana plasmatica selladas para estudios de
transporte de protones energizado por ATP,

Otro sistema de expresién, utiliza una cepa SY-4, en la cual el gene PMA1I cromosdémico se
encuentra bajo induccién del promotor de galactosa y el gene a estudiar se encuentra bajo induccién
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 cromosémico; en un medio con glucosa a 37 °C se apaga el gene
cromosomal, se expresa la ATPasa codificada por el plasmido y se inhibe la fusién de las vesiculas
con la membrana plasmaéatica, La ATPasa a ser estudiada se encuentra en vesiculas de secrecién
acumuladas que se dirigen a la membrana plasmatica 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 plasmdtica

Los dominios funcionales propuestos para la ATPasa de H* de levadura se muestran en la Fig.2
Se han combinado la modificacién quimica, las digestiones proteoliticas, las similitudes entre
secuencias y predicciones de estructura para seguir un modelo de trabajo para la estructura y
funcién de 1a ATPasa de H*. Basicamente se considera que la enzima contiene 5 dominios funcionales:
(1) los segmentos transmembranales y sus extensiones citopldsmicas representan el dominio de
~ transporte de los cationes. (2) las regiones conservadas g,h,,i representan el dominio de unién al ATP
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con actividad de proteina cinasa. (3) la region 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 transduccion que acopla la hidrélisis 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 hidrélisis del intermediario fosforilado. Los dominios cataliticos y de transduccion
deben contener residuos de aminodacidos 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 catiénicas. (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 hidrélisis de ATP en estado estacionario y presentan un recambio mas lento del
intermediario, estos aminodcidos conservados K233 (Portillo y Serrano, 1988) y T231 (Portillo y
Serrano, 1989) son un componente de la maquinaria de fosfatasa (Figura 3A). La obtencién de una
mutante resistente al vanadato apoya estos resultados que proponen un dominio de fosfatasa; en S.
- pombe, la mutacién que confiere la resistencia a vanadato es una mutacién unica de G268-D, y este
- residuo esta altamente conservado. Se sabe que el vanadato se une preferencialmente al estado E,
de la enzima, que corresponde a la forma que cataliza la hidrélisis del intermediario aspartil-fosfato.
~La participacién de la G268 en la sensibilidad al vanadato es bastante especifica, ya que la
| sensibilidad mostrada por esta mutante no se modifica por otros inhibidores de la ATPasa (Ghislain

y cols.,1987).
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ii) Dominio de union a ATP. El sitio de unién al ATP parece estar definido por las mutaﬁ;iﬁé;
p334-N, D560-N y D638-N, que resultan en especificidad alterada por el nucleétido. Los residuos
p560 y D638 participan en la unién porque cambian la afinidad por ATP y estan conservados en el
sitio de union de ATP en la fosfofructocinasa.

Este sitio también se ha identificado por la modificacién quimica con analogos del ATP y
mutagénesis de los residuos mas conservados (GDGXNDXPXLK633-643), que sugieren que este
dominio es el sitio de unién al ATP. Este dominio puede incluir 3 secuencias bien conservadas KGAP
":'i!; 474-477, DPPR 534-537 y MXTGD 556-560; las mutaciones D534-R, D560-R y D638-R inhiben la
'§ fosforilacion y alteran la especificidad por nucleétido de la enzima (Figura 3B). La mutacién de A547
.} bcalizada entre DPPR y MXTGD afecta la afinidad por ATP (Portillo y Serrano, 1989).

Los resultados que concuerdan con estas conclusiones son la expresion de un péptido de la
region hidrofilica cenffral en E. coli V341-S660 que tiene la capacidad de unir al TN P-ATP,’un analogo

" de ATP y ademas ATP compite por el sitio de unién, pero no hay hidrélisis (Capieaux y cols.,1993)
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iii)Dominio del transporte. Algunas mutaciones en este dominio no apoyan ningtin papel critico
para el aminoacido conservado correspondiente. Kl 129 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 modificacion con DCCD de este residuo sugiere su participacién en el
“transporte de protones (Figura 3C) (Sussman y cols., 1987).
iv) Dominio de fosforilacion y transduccion La region que comprende el dominio de fosforilacidn
y transduccién es crucial para acoplar la energia a través de cambios conformacionales disparados
'por la fosforilacién. La P335 en el cuarto segmento puede ser importante para esos cambios
conformacionales (Figura 3C)(Serrano y Portillo, 1990),
Se reporté 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 hidrélisis de ATP y transporte de protones (Portillo y Serrano, 1988);
sin embargo, las mutaciones en el D378 estudiadas con el sistema de expresién descrito por
Nakamoto y cols (1991) resultaron ser mutantes no viables. En las mutantes D378N, D378S y D378E,
no se detecté ATPasa en las vesiculas de secrecién; sin embargo se encontré que la proteina se
sintetizaba y se acumulaba en el reticulo endopldsmico en la ruta a las vesiculas de secrecién.
También se encontré que esas mutaciones se comportaron como letales dominantes, y cuando alguno
de los 2 alelos se colocaba sobre control de su propio promotor constitutivo PMA1 y se introducia en
una cepa silvestre, no se recuperé ninguna transformante en el periodo de tiempo usual, pero unas
pocas colonias se desarrollaron muy lentamente y se identificaron como reversas o rearreglos del
plasmido. Esta propiedad de reversién puede explicar porqué las mutaciones D378 descritas en un
B principio mostraron caracteristicas normales (Rao y cols,1992; Rao y Slayman, 1992). Estas
observaciones se han confirmado por transformacién de diploides heterocigéticos PMA1/pmal::URA3
con el plasmido que lleva la mutacion D378-N, que resulté ser letal dominante y se perdfa muy
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| jecuentemente por conversién génica a la secuencia silvestre, aunque esto no ocurre cuando se trata

je mutaciones letales recesivas. La expresién de la proteina letal douunantemgulu,.num :

% gumulacion en el reticulo endopldasmico (Harris y cols., 1994)

| ;) Dominio inhibitorio; la ATPasa de levadura se activa in vivo por algunas sefiales mediadas por

;) metabolismo de la glucosa, La eliminaci6n de los dltimos 11 amino 4cidos produce una enzima con
é propiedades cinéticas similares a una ATPasa activada por glucosa (Portillo y cols, 1989); las

mutaciones RO09 y T912 en esta regién son importantes para la regulacién, evidenciando un

i i:l mecanismo de fosforilacién. Una doble mutacién S911-A, T912-A reducen la actividad de ATPasa por

544 gucosa (Portillo y cols, 1991), debido a estos resultados se propone que los dltimos 11 aminoacidos

i8prman parte de un dominio autoinhibitorio que interactia con el sitio activo y que la fosforilacién

de este dominio disminuye esta interaccion (Figura 3C)(Serrano, 1993).
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1. 2. F. Mutantes resistentes a inhibidores de la ATPasa de la membrana plasmitica
Roon y cols (1978) obtuvieron mutantes pleiotrdpicas 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, protamina, bromuro de etidio, higromicina
B y geneticina (G418), en estas mutantes pleiotrépicas se ha encontrado que la mutacién mapea en
el locus PMAI. Todas estas mutaciones causan crecimiento lento y una disminucién en el transporte
activo de nutrientes; por tanto, se ha sugerido que el transporte de drogas disminuye en las mutantes

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

“reduccién 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 acidificacién del
medio, sugiere que la ATPasa es el principal sistema celular para regulaciéon del pH, y que el
aumento en la difusion de protones al interior de la célula en medios dcidos puede limitar el
crecimiento. La inhibicién 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 inhibié 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 encontré una sustitucién de
A608-T (Van Dick y cols.,1990). En este tipo de mutantes se ha demostrado que la resistencia a las

18



drogas se confiere por una reduccién en su transporte (Ulaszewski y cols.,1987)

Otro esquema de seleccién para aislar mutantes PMAI se basoé en la resistencia al antibiético
aminoglicdsido higromicina B (higB); las mutantes obtenidas mostraron incapacidad de crecer a pH
bajo 0 en presencia de acidos débiles y mostraron sensibilidad a presién osmética; este fenotipo se
eliminé por la adiciéon de KCI 50 mM (Mckusker y cols.,1987). Las mutantes resistentes a hig B
presentaron una disminucién en el potencial de membrana (Perlin y cols., 1988). Las mutantes se
secuenciaron y se encontraron cambios de S368-F (pmal1-105) y P640-L (pmal-147), la cinética de
hidrélisis del ATP mostré cambios en la Km y la Vmax, una fuerte dependencia del pH, ademas de
~que la hidrélisis fue resistente a inhibicion por vanadato (Perlin y cols.,1989). Estos resultados
predicen que S368 y P640 influencian la afinidad del sitio de unién de fosfato por su sustrato. En
| mutantes reversas de pmal-105, se identificé un cambio: V289-F, en el probable dominio de fosfatasa;
- ésto resulté en una enzima sensible a vanadato. Los resultados sugieren que los aminodcidos S368
y V289 estan implicados en la unién del Pi. Otras mutantes reversas permitieron indentificar cambios
en los segmentos transmembranales 1,3 y 7 dando evidencia de una interaccién con la porcién

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 plasmatica de la levadura de S. cerevisiae

estd mediado por dos acarreadores identificados cinéticamente (Rodriguez 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 **K.
- Los genes que codifican para ambos sistemas, TRK-1 y TRK2, se clonaron y secuenciaron (Gaber y
cols.,, 1988; Ko y Gaber, 1991); el fenotipo mostrado por eliminacién del gen TRK-1 es un
requerimiento de mas de 2 mM de potasio en el medio para crecer, y para ATRK1, ATRK2 un
requerimiento de mas 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
electrofisiolégicamente (Gustin y cols., 1986) y recientemente se cloné el gene y se secuencié por
Ketchum y cols (1995), este sistema saca potasio de la levadura.
El bromuro de etidio, una molécula con carga positiva, es un mutiageno extracromosomal
(Slonimski y cols.,, 1968); mutantes resistentes a este colorante con resistencia cruzada a
octilguanidina y decametilen diguanidina se describieron por Celis y cols. (1975), Pefia y Ramirez
(1972) describieron que el bromuro de etidio es un inhibidor competitivo del transporte de potasio a
bajas concentraciones, y posteriormente se obtuvo una mutante resistente a este colorante que
presenté cambios en el transporte de potasio, y resistencia a acriflavina (Brunner y cols., 1982),
También se realizé un estudio sobre el efecto de varios colorantes catiénicos sobre el transporte de
- potasio en la levadura y se encontré que funcionan como inhibidores del transporte y producen una
~ salida de potasio (Pefia 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 cols., 1990; Gaber y cols.,

- 1990),

Al
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II. OBJETIVOS

Tomando como base los estudios del efecto del bromuro de etidio sobre el transporte
de potasio (Peha 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 hipétesis de que si

existe una relaciéon entre el transporte y la resistencia al bromuro de etidio, entonces mutantes
resistentes a bromuro de etidio tendran alterado el transporte de potasio. Partiendo de esta

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

B Hacer una caracterizacion de una mutante espontanea resistente a bromuro de etidio de

Kluyveromyces lactis con cambios en el transporte de potasio.

B La clonacién del gene responsable de complementacion y su analisis genético (Secuenciacion,

comparacion)

B Hacer un analisis fisiolégico de la mutante complementada con el presunto marco de lectura
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II1. MATERIALES Y METODOS

ITLLA Cepas

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

III.A CEPAS
Cepa Genotipo
| E. coli
TG-1 supl, hsd 5, thi {lacproAB), F'(traD36, pro AB*, laclq, lacZ M15)
NM522 - supE, supF, hsdR, trpR, lacY, recA13, metB, gal
- K. lactis
- WM27 Mato, lisA, EB®
WM37 Mata, hisA, EB®
MD2/1 Mata, uraA, lisA, argA [pKD1,K1K2] K R EB®
3.31b Mat o, lisA, uraA, Kdm', EB?

La cepa MD2/1 lleva el plasmido pkD1 y fue donada generosamente por el Dr. H. Fukuhara.
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HHL.B Medios de cultivo

Los medios de cultivo YPD, YPG, medio mimino SD y SG, medio de esporulacién y técnicas
genéticas estandar para las levaduras se describen en Sherman y cols (1986). El medio con bajo
contenido de potasio (LSK 1mM) se preparé como 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 cols. (1989).

II1.C Plasmidos.

PLASMIDOS FUENTE MARCADORES

KEp6 H. Fukuhara Ura A, Tetraciclina, Ampicilina

pBS (KS)* Stratagene Ampicilina, 3-galactosidasa

pTZ18R Pharmacia Ampicina, B-galactosidasa

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

HI.D Transporte de potasio.

Se inoculd la mutante (3.3-1b), y las cepas progenitoras (WM27 y WM37) en 200 ml de YPD
liquido, y se cultivé durante 24 hrs, a 30 °C, en un agitador rotatorio a 250 rpm. Después del
cultivo, las células se colectaron por centrifugacion 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
agitacion 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 hvimedo)/ml,

El transporte de potasio se midié con un electrodo catidnico conectado a un potenciémetro,

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 ul de

la suspensién de células (100 mg peso hiimedo).

II1.E Cinética de transporte de *° Rb.

El estudio de la cinética del transporte se realizé con *"Rb, ya que el potasio y el rubidio se
transportan por el mismo sistema (Armstrong y Rothstein, 1964). El transporte de **Rb se ensay6
en células resuspendidas a 50 mg (peso himedo)/ml y mantenidas en hielo hasta el experimento.
El transporte se midié 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 afadié **Rb/Rb frio 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 incubacién se tomaron 100 pl y se filtré 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 midié por medio de un contador de

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

IILF Clonacion y caracterizacion del gene que complementa a la mutante 3.3-1b.

Se transformé a la mutante 3.3-1b con un banco de genes de K. lactis hecho en el vector KEp#,
para identificar al gene que complementa esta mutacién. La transformacién de la mutante con el
banco de genes se realizd por electroporacién, para lo cual se prepararon las células de la siguiente

% manera:

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

la mutante en fase estacionaria, y se incubé con agitacion 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, MgCl, 1 mM, KH,PO, 5 mM a pH 7.4) a temperatura
ambiente. Luego las células se resuspendieron en 10 ml de PBS.

La transformacién se hizo por electroporacion, de la manera siguiente: se colocaron 0.8 ml de
volumen final de la suspensién de células y 1 pg de DNA del banco en celdas de 0.4 ¢cm de un
Genepulser de Bio-Rad. Las condiciones de electroporacién fueron: Capacitancia de 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 plasmido. Las colonias que crecieron después de 4 dias 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 uM, y para recuperar el plasmido.

IIL.G Secuenciacion del DNA de la clona 3M

De una de las transformantes complementadas se determind la secuencia de ambas cadenas del
DNA de un fragmento BarmHI-BamHI de 6.6 Kb utilizando el método de Sanger (Sanger y cols.,
1977). Para facilitar la secuenciacién, se subclonaron 2 fragmentos BamHI de 3.5 y 3.1 Kb de la
clona 3M en el sitio BamH1 de PTZ18R en las 2 direcciones y se secuencié por extensién con
oligonucledtidos 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 analizé con el programa de analisis de
secuencias de DNA "GCG", y se determinaron los posibles marcos de lectura abierta y ademas

fueron comparados contra tode el banco de genes, Genebank (Burks y cols., 1992).
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II1.H Hibridacion con el banco de genes de K. lactis.

Se prepararon hibridaciones in vitro del banco de genes para clonar el gene completo de la
ATPasa de H* de K. lactis, usando como sonda un fragmento Xbal de 627 pb del extremo carboxilo
terminal de la ATPasa. El marcaje del fragmento con **P se realizé de acuerdo con el protocolo de
"Nick Translation" de BRL y los filtros se procesaron e hibridaron como se describe en Sambrook
y cols (1989).

IILI Identificacion de la mutacion

El gene mutante se cloné usando el DNA cromosomal total de la cepa mutante 3.3-1b
digerido con BamHI y se amplificé un fragmento de 700 p.b. de la regién 3’, usando los siguientes
oligonucledtidos 5‘aattgtggatcccagaactgaa3d’ y 5'gttaccggatccccatetttgaag3d’. Se clonaron y se

secuenciaron dos productos independientes de PCR para localizar la mutacion

II1.J Actividad de ATPasa de membrana plasmatica
Se midié actividad de ATPasa en la mutante y silvestre; la mezcla de reaccién contenia
Na,ATP 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 reaccién. Se colocaron 0.25 ml de
la mezcla de reaccién en un tubo de 12,5 ml y se preincubé a 30 °C por 5 min. La reaccidn se inici6
con la adicién de la ATPasa y se incubé a 30°C durante 10 min; luego se paré la reaccién con 100
nl de TCA al 50% y los tubos se colocaron en hielo. El fosfato liberado al medio se midié por el

método de Fiske y Subarrow (1925).
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IV RESULTADOS

Se seleccionaron 44 mutantes espontaneas resistentes a 25 ptM de bromuro de etidio de la
cepa WM27 que no crecieron sobre el medio de seleccién LSK 1mM, cinco mutantes resultaron
tener cambios en el transporte de potasio, las cuales se caracterizaron genéticamente (Miranda,
1993). De las mutantes obtenidas se eligié una mutante recombinante 3.31b uraA, lisA, ktr, EB®
para los experimentos de transporte de potasio, bombeo de protones y complementacion.

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

El analisis cinético del transporte de **Rb para las cepas silvestre y mutante mostré 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 transporté muy lentamente, con una
Vmax (3.3 nmol min'mg") cercana a 1/10 de la velocidad correspondiente a la cepa silvestre
WM37 (34 nmol min'mg™"). Estos resultados indican que se presenté una alteracién mayor en la
velocidad de transporte que en la afinidad para el rubidio, lo que sugirié la presencia de un
defecto del sistema de transporte de potasio o que podria deberse a un mal funcionamiento en la
ATPasa de H*(Figura 4). De acuerdo con estos resultados; en medio YPD conteniendo KC1 10 mM,
la cepa mutante mostré un tiempo de generaciéon mas 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 midié el transporte de protones.

IV.B Bombeo de protones
El bombeo de protones se midié 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 presenté un defecto en l1a salida de protones en
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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 incubacién fueron MES-TEA 1 mM (pH 6.0),
glucosa 50 mM, 10 pl de H,0, 3% y levadura 100 mg (peso hiimedo) en un voliimen final de 10 ml. La
reaccién se inicié con la adicién de levadura.

IV.C El petencial transmembranal y la resistencia a la hidromicina
Se midié el potencial transmembranal con el indicador fluorescente N,N°
dipropiltiocarbocianina (Pefia y cols., 1984). Cono se indica en la figura 6, la cepa mutante mostré

Ma  disminucién en la sefhal florescente, lo que indica la generacién del potencial

.o . P L U

28 R R T S R E A el
j Lo 5 Py e T A Y

L E Nd e b

. . ) !‘,...__' M
;i f‘:&f..;.;s,¢ 47 bwogee e LR N /




cepa mutante, la adicién de potasio tuvo menor efecto.
Estos resultados obtenidos en la mutante de una disminucién del poteﬁcial y uii menor

-+ | efecto del potasio, concuerdan con el hecho de que la mutante crecié en medios que contiell‘lens Reg
v | higromicina A/ml, concentracién a la cual la cepa silvestre fue incapaz de crecer. En S. cerevisiae
2| se reportaron mutantes con una disminucién en el potencial transmembranal y una resistencia de

%" 1 200 pg de higromicina A/ml. Esta resistencia es mas alta que la encontrada en K. lactis, pero los
3; resultados fueron cualitativamente similares, un potencial de membrana disminuido y resistencia
i al antibidtico. La diferencia en la sensibilidad a antibiéticos de una levadura a otra se ha

documentado por Brunner y c:ls (1982),

KClI

3
i
p 2 .
’
1
.‘:‘57"13. (1]
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Clanina
Figura 6. Cambios de fluorescencia del Disc3 de las cepas silvestre MD2/1 y mutante 3.3-1b.
Las condiciones de incubaciéon fueron MES-TEA 20 mM (pH 6.0), glucosa 100 mM, CaCl 250
nM; en donde se indica, se adicioné KCl para colapsar el potencial. La reaccion se incié con
la adicién del la cianina (Dise3)
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IV.D Complementacion de la mutante con un banco de genes

La transformacién de la mutante 3.31b con un banco de genes de K. lactis hecho en el vector
KEp6, se hizo por electroporacién, con 1 pg de DNA, y las transformantes se seleccionaron en
medio minimo 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
ademas mostraron ser sensibles al bromuro de etidio.
Un analisis mitético de las 6 clonas independientes mostré una mezcla heterogénea de células;
algunas colonias que mostraron un fenotipo mutante y otras se transformaron establemente; se
aisld el plasmido de estas clonas y se tranfirié a bacterias. Se volvié a transformar a la mutante
con el DNA de cada clona y se observé que en sélo 3 de ellas se recuperd el fenotipo de crecimiento
en medios bajos en potasio, asi como la sensibilidad a bromuro de etidio 20 pM, y se encontré que
eran capaces de transportar potasio. La retransformacion de la mutante con los plasmidos resulté
de nuevo en una mezcla de transformantes complementadas y no complementadas (Datos no
mostrados). Un analisis de restriccion de los 6 plasmidos aislados indicé que eran parecidos en el
patrén de restriccion, pero también se observé que tres de ellos habian sufrido rearreglos y que
habian perdido sitios de restricciéon del vector. Las 3 clonas restantes dieron patrones de restriccién
similares con las enzimas probadas, y sélo variaron en el tamano del inserto; de estas clonas se
seleccioné la que llevaba el inserto de menor tamano para hacer un mapa fisico y subclonar el gene
de interés. La clona seleccionada 3M mostré 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 fisico de la clona.

Para determinar la secuencia del inserto completo, el fragmento se digirié con BamH]1, para
generar 2 fragmentos de tamaio similar (3.5 y 3.1, respectivamente) que fueron subclonados en

ambas direcciones en el vector pTZ18R digerido con BamH1. La secuencia de ambas clonas mostré
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un inserto de 6613 pb con 2 marcos de lectura incompletos en una cadena y un marco de lectura
completo en la cadena opuesta (ORF1). El primer marco de lectura completo (ORF1) se comparé
contra el banco de datos y se encontré que codifica para la enzima amarilla de Warburg (NADPH
oxidasa (Figura 7A), mientras que ORF3 correspondié 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 1a ATPasa de H'. Este ORF2 mostré alta homologia con el extremo carboxilo
terminal de la ATPasa de membrana plasmatica de S. cerevisiae (Serrano y cols, 1986) y de S.
pombe (Ghislain y cols, 1987).

Una digestion con HindlIIl de la clona 3M permitié la construcciéon de una clona de 778 pb.
que contiene el extremo carboxilo de la ATPasa, con ella se transformé a la mutante y se observé
complementacion del fenotipo mutante. Un estudio de segregacién mitotica de las transformantes
después de cultivarlas varias generaciones en medio no selectivo (YPD) resulté en 30% de
transformantes complementadas establemente. Es importante sefialar que un fragmento de 778
pb complementé a la mutante (Dato no mostrado), probablemehte por recombinaciéon de este
fragmento con el genoma de la levadura; de hecho, se ha demostrado que por alguna razén, la
electroporacién puede incrementar varias veces la recombinacién homdloga en la levadura
(Higgins y cols, 1991).

A las transformantes complementadas se les midié transporte de potasio y bombeo de
protones, y se encontré un transporte normal para ambos, sugiriendo que el gene de la ATPasa es

el responsable de complementacién en la mutante.
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Figura 7. Construccién del plasmido KpE-3M con el marco de lectura completo PMA1. (A)Mapa fisico
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 nimero de nucleétidos. Las
flechas indica la direccién de la transcripcién. (B y C) Mapas de las subclonas encontradas por
hibridacién con la biblioteca gendémica. (D) Fragmento mostrado en el panel B y ligado con el
fragmento del panel C para originar el plasmido KpE-3M. (E) Plasmido KEp-3M con el gene PMA1
completo, se indica el codén de inicio y de término. La linea inferior derecha indica el extremo 3’ que
complementa a la mutante 3.3-1b. Ne, nucleétido; los principales sitios de restriccién son: S, Sau 3A;
Hd, Hindlll; Ap, Apal; He, HindlIl; B, BamHI; E, EcoRI; X, Xba 1.
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IV.E Deduccion de la estructura primeria de la proteina

Utilizando como sonda un fragmento Xbal-Xbal de 700 pb del extremo 3’ del gene de la
ATPasa de K.lactis, se buscé el marco de lectura completo por hibridacién con un banco de genes.
Mediante esta estrategia, no se identificé ninguna clona con el ORF completo. Una segunda
estrategia consistio en identificar un fragmento de DNA cromosomal que tuviera el promotor y el
extremo que codifica para la region amino terminal. Se purificaron fragmentos de DNA
cromosdmico de 6 kb que hibridaron con la sonda y se clonaron en pTZ18R. Se hibridaron y se
selecciond una colonia positiva, el DNA de purificado de esta contenia el extremo 5’, extendiéndose
hasta el sitio interno de BamH1 (Figura 7C)). La digestién de esta ultima clona con EcoR1
permitié la separaciéon de un fragmento de 1.5 kpb que fue ligado con una clona EcoR1-HindIIl que
contenia un fragmento de 1.7 kpb en el extremo 3. El plasmido resultante, KEp-3M, contiene el
ORF completo, 244 nucledtidos antes del codén de inicio y 341 nucleédtidos después del codén de
terminacion (Figura 7E), La secuencia completa de nucleétidos y de aminoacidos, 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 codén de terminacién y codifica para una proteina de 899

aminoacidos.

33



=244 gaallccaatltygaatlatlielclactellectbecetocol LELLL
LcttttqqLtLLLaccaquLLchLtLLactaactcataLLLLLqLLanaLtntLqLLuanLLuctqtLqLquLLrthLantaLchthLtu
qtttttééqqtLLgLttqaacqqaqauacLLaqaaanuqqnunuunaLuunqavnqncqunquqnLtunqunanuaanacnLtqtqanantaucngn

» o abg tea gel goe act gaa cea ace aag gaa aayg cel gl aac aac cag gac Lee gal gat gda galt gaa gal. ate
M S A A T E P T K E K p Vv N N Q D 8 D D E D E D I
gat caa ULig ate gaa gac Lbg caa Leb ecal cac gga LLa gac gal. gaa agl gaa gat qgal qaqg cat gl get gol
D Q L I E D L Q 5 H H G L D D E ) E D D E H Vv A A 50
gqt. tce get aga ccog gLh cca gaa qaa trta bla caa aclh gac cca el tae gql bg acl tel gal gad gLy acoe

G S A R P Vv p E E L L Q T D P S Y G L T 5 D E Vv T
aaq aga ada aag aaqg talbt ggb ttyg aat caa atyg tel gan gaa acl gan aac cla LLL qgle ang LLL Glg atg LLe
K R R K K Y G L N Q M 8 E E T E N L F v K F I M F 100
tte ate ggb cca att caa ttt gttt aty gaia goo gel gel abl tha got gee g9l tlg qaa gatb Lgg gle gal LLe
F I G P I Q F v M E A A A I L A A G L E D W v 1] F
ggt gtt atce tgbt ggt tta tbty tebh bLkg aac qel get gt gglh Lbe ate caa gqaa Lae caa gel gk Lel ate gL
G v I c G L L F L N 2 A v G F I Q E Y 0 A G S I vV 150
qac gaa ttg aag aaq act ttg gel aae Leb goe grh glb atoe aga gal ggt daac Lhy gL gagd gLt cea Lol aac
D E L K K T L A N ] A v v I R D G N L v E Vv P S N
qaa gtc gtlt cca gt gat atc Lkg caa ttg gaa gab ggb gLt gLt att cca gec gat ggb oglb Ltg gle acl gaa
E Vv v P G b I L Q L E D G v Vv I P A D G R L v T E 200
gac tgt ttc at¢e caa ate qgat caa beh goeb ate aclt ggl gaa Lel Lhg goe ghe gae aag agda LLe ggl. gac Leo
D c F I Q I D Q s A I T G E S L A Vv D K R F G D s
acl tte tet tet tet act gtht aag aga gqt gaa geb Lte atg ate gt act. get act ggl gac Loee acl. LLe gle
T F S 5 s T \) K R G E A F M I A T A T G D 5 T F v 250
ggt aqga gct gcl get ttg gLl aac aag gob got gob ggl agh ggl cal Lbe acl gaa gt btg aace ggb atrn gqgt.
G R A A A L Vv N K A ;) A G 8 G H F T E Vv L N G I G
acq ate ttg Lig ate Lhg grt atl gt ace Lbg Ltg ote gt bgg gbt qgee bee Lbe Lae aga acl aace aaqg att,
T I L L I L Vv I v T L L L v W v A 5 F Y R T N K I 300
gttt aga att ttg daga tac act tbLy qeb abte ace att glhe ggb gte ceca gle ggl. Lbg cea gel gle gt ace aco
v R I L R Y T L A I T I Vv G v P v G L P A Vv v T T
acc abtg gct gte ggt get gel tac bthg gel aaqg daa caa qee atl ghe can aaa Lbg tebt gooe abt gaa Lot Ll
T M A v G A A Y L A K K Q A I A Q K L S A I E S L 350
get gl gte gaa ate tbLg Lgl btetl gac aag aco gqt act Lbg ace daqg aae aaq Lbg Lee tla cal gas col Laco
A G A E I L Cc 5 D K T G T L T K N K L 5 L H E P Y
act gLt gaa ggbt gttt gac cca gal gac Lbtqg atg trg act gel Lgl LLg got gel Lol aga aaqg aad aag ggl Lig
T v E G \'4 D P D D L M L T A C L A A 5 R K K K G L 400
gat gee atl gac aag get tte ttg aaa tet tbg ale bet tac cca aga oo adag get get Lhg act aag tac ang
D A I D K A F L K S L I 5 Y P R A K A A L T K Y K
ttg tbyg gaa tte cac cca LLe gac colb gl Lee aag aag gbl ace get all gte gaa Lol cca gaa gt gaa aga
L L E F H P F D P v 5 K K v T A I Vv E 5 P E G E R 450
atc att tgt gttt aag qgbl get cea Lhg tbte gte LLg aag act gt gaa gaa gaa cat oca akl. cca gaa galt glLo
I I Cc v K G A P L F Vv L K T E E E H P I 4 E D v
cgl gaa aac tac gaa aac aag gLt goel gaa ttg goeb teo aga gt Lbe aga gee Lhg g9l ght goec aga aag aga
R E N Y E N K Vv A E L A 5 R G F R A L G v A R K R 500
gyt gaa ggbL cac tgg gaa aLt thqg ggb gl atg cca tgl aty gat. cet cca aqga gat gac act gef caa act gLe
G E G H W E I L G Vv P C M D P P R D D T A Q T Vv
aac gaa qcl. aga cac ttg ggl. tly ayga gbtt aag alg Lbla acl ggbt gae gelb ghe ggt att gel aag gaa act bgtl
N E A R H L G L R Vv K M L T G D A A G I A K E T C 550
aga cda ttg ggl tlbyg ggt act aac abLl tac aac gob gaa aga btta gyt cta ggl ggt gqbt ggl gac atyg cea ggt
R Q L G L G T N I Y N A E R L G L G G G G D M P G
Lec gaa tlg gece gat. Lhe gLh gaa aat gob qgat g9t Lhe gebt gaa gl tle cca caa cac aaq Ltac asac gLe gLt
) E L A D F A E N A D G F A E \' F P Q H K Y N Vv v 600
gaa atc tbg caa caa aga gqgbt tac LLg gLt get aty act ggb gac gql ghl aac gat gee cca btel LLg aag aay
b I L Q Q R G Y L Vv A M T G D G v N D A P S5 L ';Ki K
. gct gab acce ggt atlt gel gle gaa g9t geb ace gat gee gel aga tee gob gel gal atl gLh LLe LLg goe ood
A D T G I A v E G A T D A A R ) A A D I Vv F L A P 650
ggt ttg tce gel ath atlt gac gelt thg aag ace tel aga caa abl the cac aga alg tac tet tac gloe gt tac
G L S A I I D A L K T 5 R Q I 13 I} R M Y S Y Vv v Y
cgl atc get Lty tece cta cat Ltg gaa atec tbe tbg ggbt cla Lgg atlh get ate Lt aac aga bel thbg aac abt
R I A L 5 L H L E I F L G L W I A I L N R 5 L N I 700
gac Ltg gLt gtc tte atlt got att Lte geb gat gLt gobt ace Ltg dob att get tac gab aalb get cca tac el
D L Vv A F I A I F A b v A T L A I A Y D N A p Y 5
cca aaqg ccl gte aag tgg aac LLg aga aga cta tgg ggb atg Lee ghe atoe Lhg gl ata altl LLg et ate ggb
P K p v K W N L R R L W G M S 1 L G I I L A I G 750
act tgq atc acc tbtg acc act atg Lttt gLhlb cca ang gqb. gqgr abh ate can aac Lbe gk tee ate gab ggbt gt
T W I T L T T M F Vv P K G G I I Q N F G S I D G Vv
ttg tte ttg caa ate Lec tlhy ach gaa aac bgg thg atk Lbte ale ace aqga goel get gt eca LLe bgy tee Lot
L F L Q I 5 L T E N W L I F I T R A A G p F W 5 s 800
ate ceca tet bgg caa tha tet ggt goee gt cla ate gt gat ate ate gca ace alg thte tglt Ltg tbe ggl tqg
I P S W Q L 5 G A Vv L I v D I I A T M F C L F G W
tgg Lcb caa aac Lgg aac gac ate gLt ace gLt gLte agya gte tgg att ttoe tel tte ggt gte tte tgt gte aty
?ﬁ S Q N W N D I v T v v R Vv W I P 5 F G v F C Vv M 850
(i ggt ggt ygct tac Lac atg atg tob gaa el gaa goee Ltb gac aga Lhe abty aac gqqt aag tebt aga aga gac dar
G G A Y Y M M 5 E S E A F D R 13 M N G K 8 R R D K
ceca Lot gge aga Lec gte gaa gab ULLe bhg atg gel abtg caa aga gLe Leo acl caa cac gaa aaqg qaad aac Laa
P s G R S Vv E D F L M A M Q R v s T Q H E K E N * B899
actttatcaaaalgttactataaaalttallicecaacltacatattgaacygtictatgtiigelaaatgtitett Leagllctyetti.ccacaal.Lacaaal
ttettetgtitictectecatetbtcateat Lot tanlegaagtgatetet Lttt tetiagagtecattgleltaaal.ccaaclygetlbgatitagat.clt

tttghtoctgattittittgaatyaatgaaaalggtaagaagegbitaaatgaqtaatgtgliglteatetgaaal.tattbttageteaatgactyqtalt,
ttetetgtgglhrgtitrttbttgecteat L taactataaagett 3041

Figura 8. Secuencia de nucledtidos del gene PMAI de K. lactis. Se muestra la secuencia de
aminodcidos en el codigo de una letra, el nimero y posicién se muestra del lado derecho. La regién
que muestra las lineas inferiores corresponde a los oligonucledtidos usados para amplificacién por

PCR.
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IV.F Comparacion con otras ATPasas tipo-P

La alineaciéon de la secuencia de aminoacidos del gene de K. lactis con las secuencias de
cuatro ATPasas de levadura se muestra en la Figura 9; se observé alta conservacién de la
secuencia de K. [actis, 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 mayoria de las diferencias estan presentes en las
porciones amino y carboxilo terminal de las secuencias; ésto sugirié que el procesamiento e
integracion a la membrana de cada una de estas especies debe ser diferente.

Al alinear la secuencia de aminoacidos de la ATPasa de K. lactis con los de otras ATPasas
tipo P como la ATPasa de Ca** de la membrana plasmatica, la de Na*-K*, la de H*-K* y la ATPasa
de H* se encontré una alta conservacién en la secuencia que va del presunto cuarto segmento
transmembranal hasta el sitio de fosforilacion CSDKTGTLT en la porcidon hidrofilica central (Fig
10). La mayoria de las diferencias se presentan en los segmentos transmembranales, lo que
sugiere que en esta region reside la selectividad diferencial para el catién que transporta cada

ATPasa (datos no mostrados).
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Schizosaccharamyces pombe (Spo) MADNAGEYHDAEKHAPEQUAP _POQOPAHAAAPAQDDEP _B___ A WJ'I_,_I"_.I'ZHVUI-Z_LH'TI) £

Zygosaccharomyces rouxil (2ro) MSDERTTEKPPHOQPESEG__VP_EE_ERETEERVP _FQ_8__D___G__DE__QOFA.HE_AE_ 64
Saccharomyces cerevisiae (Sce) MPDTSSSSSSSEASEVE _HO_ O AKTY_ DAL ASESSh. D__ Ak N_V__ DD 62
Candida albicans (Cal) MS__ N VDK va ........ VA ___ NP_AG__FE 42
Kluyveromyces lactis (Kla) MEAATEP FKEKPYNNOLSTH . .. ..., EDEDIDOL F#DI, H‘-iiflul LbE,SE 43
* Aak K * *
Spo N DAP__ E_ KA MNT. __ MS_ FE_ Ko bhoov b U N AR AL 150
2ro _GPA___F__ KI___ . NV__=& VN ie__8§ L. V. - L
Sce N_GP L Y I A H_H__V_ Y \Y s M 152
Cal EEN.,. .DS_FKA_ . R D R QO V_...V. V. AL 129
Kla DDFIIVM\(‘SARPVPI:H LOTEPSYGLTSDEVIKRRKK YL, NHMHI FTENL t Wl LHEFTEP TOFVHMEAAA TLAAGLEDWVDEGVICGLIE 134
*h A [ B BN L] [N kA [ESER NI &k L] LE N ] [ EEEE NN NN EN] [N R I E R AN EE NN [ I ¢
Spo N N8 LK bBoVH_LEA_ K DETL_C N VULV Y 241
Zro G F [ T_T SVvO A AN_ T KBNS By 244
Sce G V__F T Q 1A 1 T ( . Hy_ 242
Ccal F L_V_N_{ 1_A T T [_S___LL_V 5. 219
Kla LNAAVGFIQEYQAGSIVDELKKTLANSAVV I RDGNLVEVPSNEVVPOD I LQLENGYV EPADGRIVTEDCF IQIDOSA TTOESLAVDKRE 223
*hRh ket kh AAhh bk kk Ahhhk koh * ® k * * ok hkoh kkkh [ * *h ok & k khkk xhkkkk kR [
Spo _P_A_GC GL_V 8 A__CLT Vo Lb__ FCIYP_ A SVRIA_L_F___ 1 330
2ro _EV .G N___ S A GO NNVt R b G 174
See oV N QYA _(.'__,_____A O G 342
Cal _.cy T s_.T T___VF v (§) Vi__P I 309
Kla DSTFSSSTVKRGEAFMIVTATCDSTFVORAAALYNKAAAGSGHITEVINGIGTILLILVIVILLLVWVASFYRINK I VRELRY TLATIT IV 413
* "k kk kh * Abkkdk okt khhkr Aah ¥ [ B TN EEE NN [N} [ [ [ R N * ko LN ]
Spo [ v R © T U2 N 1 5 T U k¢ 420
Zro G 58 424
Cal I 399

Kla GVPVGLPAVVITTMAVGAAY LAKKOQA [ VOKLSAT ESLAGVET LCSDKTGTLTKNKLSEREPYTVEGVDEDDLHLTACLAASKKKKGLDAL 403
Rkt AR A AN EAANRE AR bk h AR RAAAARREARAARA S AR A Ak A AR A ARAS R R Ak AR AR kR [ EE R EEEENEEEREENER]

Spo e A_KN__GPRSM__ . VI_ QYo M M D LEA_KD__ G XS 510
2ro ——— A __K__ G \Y v D H 514
Sce ———— . KO__K__D \ Vv v nh ] 512
cal N P \ Q e H O Y F 8 qJH4
Kla DKAFLKSLISYPRAKAALTKYKILLEFHPFNDPVSKKVTALVESDE c;l RILe VK(;MJI I VI KlVl EREHPTPE UVRI NY}NKW\I [, AHH(JI KA 193
thkhhkhhk & * ok * ok ko I Z R N EENEEE NS E B L E T E R EEEE R IR NN [N R R NN * L] Ak k&
Spo TEGQ M. S . H__RIS__Kk____ oo B A M VN Y 600
ro A KRS e e S MY 604
Sce S 602
Cal 1 A R h_b ] A 1 579
Kla LOVARKRGEGHWET LGVMPUCMDPPRDIYTAQTYNFARNLOLRVKMLTGDAVG T AKETCROLGLGTNTYNAERLGLOGOUGDMPOSELADFVE 583
khkk &k *hkk kA nh Ehhkdk hkkh ok (AN R EN S NEENE BN EEEN] Ak d AhAhd 2 2kt hk khN A (B & LR R N ]
Spo A G A_D 690
2ro FA_.D) . N BSOSO 4 N 0694
Sce R N et e e ereea e et et e _— - 632
Cal G__.TN A S 609
Kla NADGFAEVFPQHKYNVVETLQORGYLVANTGDGYNDAPSLKKADTGIAVEGATDAARSAADIVELAPGLSATIDALKTSROIFIHRMYSYY 673
Ak hkh & kN * LA E R IR RS SRR I ER RS RN RN NS EEEEE R N R N RN R RN R R Y R N R R S R R R AR R AR R E R E N R
Spo LI_R_QL__LE M p L_TVI__V N TAQGQ 780
2ro n__n 1 F__8 P MM A L.._ 762
Sce DN__D 1 P__ b VoS b 780
cal L D_N_T D__. P Iv.. Lliv. 757
Kla VYRIALSLHLEIFLGLWIATENRSLN DLVV!-‘IAH ADVATL AIAYJ)NM'YS!’KPVKWNLRRI WCEMSV LT, (,l ILATGTWITLTTMEY, . P 761
Ahhhrthr s hahkd * * YRR EEEE E X EEEEER R Y AR A hkk ARk # th A N AR E kA
Spo NR__..V__. _VQ_E B V__CN__.. N Y A Lo T FRGGHQTPS_ A_L I _MY___ 1 870
2ro 1 E \" A FvV VV '1‘ . T EY_W_1_1I (‘L 871
Sce L AMN_TM A FA T R S S W_I__I____L H6Y
cal L1 0 ST T 1 T__W 846
Kla KGGT IQNI'(_,HID(JVI FLOTSLTENWLTFE I’I RAAGPEWSSTPSWOLSCAVLIVDI IMMFf EEGWW., wNwwa VVRVWILEFSFGVIPCVM B850
[E 2 R RS ok kA hhhAhdAR ok kh AR AR AR AN ARA A A L] T R ] R} ARk * A A h Ah
Spo A_T__IL AG M PLOEKESRNQ _ T_ LVV_L__T__R____GDA 919
2ro L T L PLKENK_T A5 R o ON 920
Sce _F__E__T L. PHMKF_K_T MA T 918
cal L__T N_C__R KPOOUTDK__L Vs 8T B935S
Kla Q_CEQYYMMSESF:AFDRFMNGKSR RDKPSGRSVEDFLMAMORVSTOHEKEN 899
R kN [ B L& * A hhk AW * hAk ARk

whea]

Figura 9. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la TPasa de H* K. lactis con PMA1 de C.
albicans, S. cerevisiae, Z. rouxii, y Schizossacharomyces pombe. La secuencia completa de PMAI de
K. lactis se presenté usando el codigo de una letra. Las lineas y puntos representan identidades y
ausencia de aminodcido, 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.

36



KlactisH VRILRYTLAI TIVGVPV..,. .GLPAVVTTT MAVGAAYLAK KQAIVQKLSA
ScerevH VRILRYTLGI TIIGVPV.,. .GLPAVVTTT MAVGAAYLAK KQAIVQKLSA
SchpombeH ARLLEYTLAI TIIGVPV... .GLPAVVTTT MAVGAAYLAE KQAIVQKLSA
CalbicH VPILRYTLAI TIIGVPV... .GLPAVVTTT MAVGAAYLAK KQAIVQKLSA
NcrassaH VQILEFTLAI TIIGVPV... .GLPAVVTTT MAVGAAYLAK KKAIVQKLSA
ArathH RDGIDNLLVL LIGGIPI... .AMPTVLSVT MAIGSHRLSQ QGAITKRMTA
TomateH RPGIDNLLVL LIGGIPI.. AMPTVLSVT MAIGSHRLAQ QGAITKRMTA
TabacoH RPGIDNLLVL LIGGIPI... .AMPTVLSVT MAIGSHRLAQ QGAITKRMTA
PigHK VFF....MAI VVAYVPE... .GLLATVTVC LSLTAKRLAS KNCVVKNLEA
HumanHK VFF....MAI VVAYVPE... .GLLATVTVC LSLTAKRLAS KNCVVKNLEA
RatNaK IFL....IGI IVANVPE... ,GLLATVTVC LTLTAKRMAR KNCLVKNLEA
HumanNaK IFL....IGI IVANVPE... .GLLATVTVC LTLTAKRMAR KNCLVKNLEA
DromeNak IFL....IGI IVANVPE... .GLLATVTVC LTLTAKRMAS KNCLVKNLEA
HumanMCa VKFFIIGVTV LVVAVPE... .GLPLAVTIS LAYSVKKMMK DNNLVRHLDA
HumanCa IYYFKIAVAL AVAAIPE,.. .GLPAVITTC LALGTRRMAK KNAIVRSLPS
RabbitCa IYYFKIAVAL AVAAIPE.. . GLPAVITTC LALGTRRMAK KNAIVRSLPS
RatCa IYYFKIAVAL AVAAIPE,.. .GLPAVITTC LALGTRRMAK KNAIVRSLPS
KlactisH TIESLAGVEIL CSDKTGTLTK NKLSLHEPY.
ScerevH IESLAGVEIL CSDKTGTLTK NKLSLHEPY.
SchpombeH IESLAGVEVL CSDKTGTLTK NKLSLGEPF.
CalbicH TIESLAGVEIL CSDKTGTLTK NKLSLHEPY.
NcrassaH IESLAGVEIL CSDKTGTLTK NKLSLHDPY,
ArathH IEEMAGMDVL CSDKTGTLTL NKLSVDKNL.
TomateH TEEMAGMDVL CSDKTGTLTL NKLTVDKAL.
TabacoH IEEMAGMDVL CSDKTGTLTL NKLTVDKNL.
PigHK VETLGSTSVI CSDKTGTLTQ NRMTVSHLW.
HumanHK VETLGSTSVI CSDKTGTLTQ NRMTVSHLW.
RatNaK VETLGSTSTI CSDKTGTLTQ NRMTVAHMW.
HumanNaK VETLGSTSTI CSDKTGTLTQ NRMTVAHMW,
DromeNak VETLGSTSTI CSDKTGTLTQ NRMTVAHMW,
HumanMCa CETMGNATAI CSDKTGTLTM NRMTVVQAY,
HumanCa VETLGCTSVI CSDKTGTLTT NQMSVCRMF.
RabbitCa VETLGCTSVI CSDKTGTLTT NQMSVCKMF,.
RatCa VETLGCTSVI CSDKTGTLTT NQOMSVCRMF.

Figura 10. Alineamiento de diferentes secuencias de P-ATPasas. Las ATPasas de H* de levaduras: K,
lactis, S. cercvisiae, S.pombe, C. albicans, del hongo filamentoso N. crassa; de plantas: A, thaliana,
tomate y tabaco; H*-K' ATPasas de cerdo y humano; Na*-K* ATPasas de rata, humano y D.
melanogaster; Ca**-ATPasa de membrana plasmatica de humano, de reticulo sarcoplasmico de humano,
conejo y rata. La letra en negrita indica el sitio de fosforilacidn.
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IV. G Complementacion con PMA1 de K. lactis y actividad de ATPasa

La transformacién de la mutante 3.31b con el plasmido KEp6 3M produjo la recuperacién

| ptal 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 especifica de ATPasa sensible al vanadato ensayada en membrana plasmatica
purificada de la mutante fue de 0.72 + 0,21 pmol min" mg", mientras que en la cepa silvestre fue
1 de 1.72 £0.56 pmol min? mg*; por otro lado, la cepa mutante transformada con la clona KEp 3M

aumenté la actividad a niveles comparables con la cepa silvestre 1.42+0.3 pmol min* mg™. Estos

" 4 resultados sugieren una’complementacién total de la mutante con el gen PMAI de K. lactis.

EB Low K+ ‘,
Wit |

3.3

3.3+ PMA1L

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. W, cepa silvestre MD2/1; 3.3, mutante
transformada con el vector KEp6 y 3.3+PMAI, mutante transformada con PMAL.
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3.31b [Kep6}

3.31b [Kep6-:
MD2/1 [Kep6)

Figura 12. Bombeo de protones en la cepa silvestre , mutante y complementada. Las condiciones de
incubacién fueron: MES-TEA 1mM pH 6.0, Glucosa 10 mM y 1 ul de H,0, 3%, pirpura de bromocresol
8 pg, y 10 mg de levadura (peso hiimedo) en un volimen final de 2 ml. La reaccién se inicié con la
adicién de células, y se registr6é a una A, (A) Cambios de pH producidos por las cepas silvestre
WM37 y mutante 3.3-1b. (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 Identificacion de la mutacion en la cepa 3.31B

Se disefiaron 2 oligonucleétidos para amplificar un fragmento de 700 pb que comprendiera
el extremo carboxilo de la clona que complementa a la mutante. Este fragmento se amplificé
usando DNA gendémico 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 1a disminucién en la actividad de la ATPasa; se encontré un cambio de G por A en la pesicién
2007, este cambio produjo la sustitucién de la metionina 669 por isoleucina; esta metionina se
localizada en la segunda porcién hidroﬁlica citoplasmica, cerca del quinto segmento

transmembranal, si se toma como base el modelo de 8 0 de 10 segmentos transmembranales
(Figura 8).
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V. DISCUSION

Se ha demostrado que el bromuro de etidio es un inhibidor competitivo del transporte de
potasio en la levadura (Pefia y Ramirez, 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 mostré 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 K*; una de las mutantes obtenidas presenté 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 disminucién en el potencial, estos antecedentes apoyan los resultados
obtenidos para la mutante 3.3-1b, un potencial disminuido, resistencia a EB y deficiencia en el
transporte de protones.

Otra mutante aislada en el laboratorio utilizando el mismo esquema de seleccién mostré
una capacidad normal en el bombeo de protones pero una deficiencia en el transporte de potasio

(Cédiz, manuscrito en preparacién). En ambos casos, la mutante 3.3-1b (este trabajo) y la mutante
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obtendia por Cédiz, 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. Lia obtencién de estas mutantes
apoyan los resultados de Pefnia y Ramirez (1972) de una posible interaccién del bromuro de etidio
con el sistema de transporte de cationes monovalentes,

La actividad de ATPasa de la cepa mutante 3.31b demostré que el defecto en el transporte
cie K* de la mutante se debié a una deficiencia en el bombeo de protones y no en el sistema de
transporte de K*. Los resultados de la cinética de transporte, muestran que la afinidad para el
®Rb* no cambié significativamente, pero si la velocidad; éste resultado junto con los del bombeo
de protones y complementacién con PMA1 de K. lactis indicé que el fenotipo mutante se debia a
un defecto en la funcién de la ATPasa, por lo que no se genera el potencial de membrana necesario
para el transporte normal de K-

Por otra parte, el potencial transmembranal disminuyé en la mutante, y ademas la adicién
de potasio colapsé esfe pequefio potencial a un graélo 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 adicién de potasio a un menor grado que como ocurre en la cepa silvestre,
También se encontré que la mutante presenté una resistencia mayor al antibiético 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 disminuido, que da como resultado la resistencia al antibiético
(McCusker y cols., 1987).

Las membranas preparadas de la mutante mostraron un nivel reducido de hidrélisis 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 reduccién en la entrada del Dio-9 (Ulaszewski y cols., 1983). Aunque no
se probd 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 encontré ningin fenotipo visible diferente al de la cepa silvestre, la mutante
3.3-1b mostré hipersensibilidad al pH bajo, la cual se pudo enmascarar por la adicién de K-,
ademds de un crecimiento lento con un tiempo de generacién mayor con respecto a la cepa
silvestre (2.3 y 1.5 respectivamente).

'La mutante 3.31b se utilizé para transformar con un banco de genes y las transformantes
complementadas se seleccionaron en LSK y por su sensibilidad a EB, La complementacién produjo
clonas que mostraron diferentes tamanos y la caracterizacién de una de ellas permitié la clonacién
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 complementacién de la mutante se realizé por electroporacién con el extremo 3‘ de PMA1 y se
encontré una mezcla de fenotipos como son: (i) de las células transformadas, una alta proporcién
se complementé de forma estable, y (ii) las transformantes resultantes siempre eran una mezcla
de células con fenotipos mutante y silvestre, y (iii) no se observé complementacién cuando se
transformaba con el método de acetato de litio (Ito y cols., 1983) o por el método de placa (Elble
y cols., 1992). Estos resultados sugirieron que la complementacién de la mutacion con esta clona .
implica un evento de recombinacién homdéloga. Se ha reportado la estimulacién de la recombinacién
por electroporacion (Higgins y cols., 1991), este reporte apoya el resultado obtenido de

complementacién con un fragmento HindIIl que lleva 778 pb del extremo 3', utilizando la
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electroporacion como método de transformacion.

El gene PMA1 de K. lactis contiene un marco de lectura abierta de 2700 pb incluyendo el
codén de terminacién, que codifica para una proteina 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 proteina (Guerra y cols., 1995); tampoco se han encontrado intrones en
sus contrapartes homélogas de S. cerevisiae, C. albicans, S. pombe, Z. rouxii, pero si 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 mostré ser esencial, la interrupcion del gene no produjo esporas
viables.

La comparaciéon de la ATPasa de K. lactis con otras ATPasas de levadura mostré una alta
homologia; como se ha demostrado, la alineacién 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 encontré 93% de
similitud y 85% de identidad; sin embargo, para S. pombe se encontré 85% de similitud y 73% de
identidad. La identidad promedio de todas estas secuencias fue de 64%, encontrando las principales
regiones de diversidad de aminoécidos en el extremo amino terminal, estas observaciones sugieren
diferencias en el procesamiento e insercién 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 regién 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 aminoacido 2 al 17 y elimina una secuencia rica en serina de S. cerevisiae.
Un segundo fragmento se presenta después de la secuencia rica en serina, y comprende los
residuos 34 al 41 de S. cerevisiae, Z. rouxii y S. pombe. Esta parte esta ausente también en K.
lactis y C. albicans. Ambas ausencias corresponden a secuencias que no estan bien conservadas
entre las ATPasas de H*, y esto sugiere diferente procesamiento de la proteina e insercién en la
membrana, este hecho se puede explicar porqué la secuencia no predice un péptido lider para el
procesamiento e insercion 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 como 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 hidrofébico. 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 desvian una o-hélice y no arginina como se presenta
en K, lactis.

En una hibridacién utilizando el gen PMA1 de K. lactis contra todo el genoma de la levadura
se encontré hibridacién en una sola banda que corresponde a PMAI, lo que nos llevé a suponer la
existencia de un solo gene para la ATPasa de membrana plasmatica. La presencia de un gene para
PMAL1 se ha descrito en N. crassa, C. albicans y S. rouxii (Hager y cols., 1986; Watanabe y cols.,
1991; Monk y cols., 1991).

La comparacién de algunas de las secuencias de las ATPasas de H* con algunas secuencias

de Na*-K* ATPasas, Ca**ATPasas, H*-K*ATPasas muestra gran homologia, a pesar de que tienen
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capacidades de transporte y especificidad por cation muy diferentes. La regién mas conservada
corresponde al segmento comprendido desde el final del cuarto segmento transmembranal hasta
el sitio de la fosforilacién. Esto indica que todas estas ATPasas con intermediario fosforilado
evolucionaron del mismo ancestro comtin, del cual evolucioné la capacidad para transportar
diferentes iones como Na*, K* y Ca®* (Serrano, 1993)

Al clonar por PCR y secuenciar el gene de la mutante; se encontré un cambio de una
metionina a una isoleucina en la posiciéon 669; esta metionina esta 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 reduccién de la actividad de ATPasa. Esta region de la mutacién
se localiza dentro de la regién de unién a ATP y pudiera participar en la reaccién de unién e

hidrélisis, pero se necesitan realizar experimentos que apoyen esta suposicién.
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V1. CONCLUSIONES

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

bombeo de protones y en el transporte de potasio. Se encontrd que la mutante presenté un defecto

~ en la funcién de la ATPasa y por esto se encontré cambios en el transporte de potasio

2.- La mutante estudiada 3.3-1b presenté un potencial transmembranal menor en comparacién con
la cepa silvestre WM37. La mutante colapsd el potecial por la adicién de potasio, a un grado menor
que la cepa silvestre.

3.- La mutante mostré un tiempo de generacion mayor que la cepa silvestre, que fue también
causado por la mutacion en la ATPasa.

4.- Se clond el gene que codifica para la ATPasa de H* de la membrana plasmatica y este gene es
el reponsable de complementacién en la mutante.

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

de aminoacidos, no se encontré intrones a lo largo de la secuencia, y mostré alta similitud con otros

~ genes de ATPasa de membrana plasmatica descritos.

6.- El alineamiento de la proteina mostré 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 cloné el gene de la cepa mutante y se encontré un cambio de una base que lleva a la

sustitucion de M669A, que se localiza en la segunda porcién hidrofilica, 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. Clonacion de la enzima amarilla de K. lactis

La clona aislada con el fragmento de 6.6 kb que complementé a la mutante 3.31b mostré un
ORF2 con 84% de similitud con la enzima amarilla de Warburg, dependiente de NADPH, de S.
cerevisiae; la posicién y el mapa de este gene se describen en la Figura 1. Este ORF2 comprende

1197 pb. y codifica para una proteina de 398 aminoacidos (Figura 2).

®@

1197 nc
338 aa
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Figura 1. (A) Mapa fisico de la clona e 6.6 kb que muestra los 3 marcos de lectura encontrados. Las
flechas indican la direccién de la transcripcién, también se indican la longitud de cada marco de

lectura y las distancias intergénicas, asi como el nimero de amino4cidos cattificado. (B) Subclonas en
! el plasmido pTZ 18R y estrategia de secuenciacién. Las flechas indican la direccién y posicién de los
oligonucleétidos. Ambas cadenas de DNA se secuenciaron completamente por extensién con
oligonucleétidos. (C) Construccién de KYEI con el gen UraA para la interrupcién del gene. El
fragmento lineal Ndel-Apal se usé para transformar levaduras. Se indican los sitios de restriccién mas
relevantes: B, BamHI; H, HindlIl; N, Ndel; Ac, Accl; Ap, Apall,
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Figura 2. Secuencia de nucledtidos y secuencia de aminoacidos 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 comparacion con el banco de datos de este ORF se identificaron secuencias con alta
homologia, entre ellas estan OYE1 de S. carlsbergensis (Saito y cols, 1991) y OYE2 de S. cerevisiae
(Stott y cols., 1993); se encontrd 71% de identidad entre las secuencias de nucledtidos, ademas 71%
y 85% de identidad y similitud entre las secuencias de aminodacidos respectivamente (Figura 3A).

La secuencia deducida de aminoacidos mostrd ser 2 aminodcidos mas corta que OYE1 y
OYE2, un aminoacido ausente en el lado amino terminal y otro en el carboxilo terminal; este gene
fue designado KYE1 (Kluyveromyces yellow enzyme). Un alineamiento mas detallado de las 3
secuencias de aminoacidos revelo una region entre los residuos 156-235 con una similitud de hasta
92%; una comparacion de esta region con el banco de datos mostré 66% de similitud con la NADH
oxidasa de Thermoanaerobium brockii, 67% de similitud con la deshidrogenasa de trimetilamina
de Methylotrophus methylophilus y 77% con la proteina de unién a estrogenos de C. albicans
(Madani y cols., 1994). Una comparacién de KYE1 con la proteina completa de unién a estrégenos
de C. albicans (EBP1) mostré 65% de similitud y 45% de identidad (Figura 3B). Se ha demostrado
también que EBPI exhibe actividad de oxidoreductasa ademas de su capacidad para unir
estrégenos (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 aminodcidos de KYE1 de Kluyveromyces lactis con la
enzima amarilla de S. carlsbergensis (OYE1) y S. cerevisiae (OYE2). La secuencia de K. lactis se enlista
en su longitud total, y se representa en el codigo de una letra. Las lineas y puntos representan
et identidades y aminoacidos ausentes respectivamente, La regién que muestra la similtud ma4s alta se
representa con una linea. (B) Alineamiento de la secuencia de amino4cidos de la regién de KYE1 que
muestra alta similitud con otras flavoproteifnas. La region de KYE1 se comparé con la proteina de
unién a estrégenos de C. albicans (EBPI), la deshidrogenasa de trimetilamina de la bacteria WA,
| (TMADH), la NADH oxidasa de Thermoanaerobium brockii (NADHOX), y un polipéptido codificado
por el gen C del operén inducido por acido biliar de Eubacterium sp. (BAIOC). Los asteriscos

representan aminoacidos conservados en todas las proteinas
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B. INTERRUPCION DE KYE1 Y CARACTERIZACION DE LA MUTANTE
La interrupcién se realizé cortando el gene KYE1 con Accl y generando extremos romos con

fragmento "Klenow"; en este sitio se introdujo un fragmento Ndel-Smal de 0.9 kb que lleva el

- .marcador UraA, esta construccién se digirié con Ndel-Apal 'y se obtuvo un fragmento de 1.7 kb que

Rt

Wy

T

" actividad de NADPH oxidasa en el extracto de la mutante disminuydé aproximadamente a la

ueva el gene KYE1 interrumpido con el marcador UraA. Este fragmento se purificé y usé para
‘ -ansformar diploides silvestres uraA/uraA. Los diploides heterocigéticos KYE1/kyel::UraA se
}osporularon y se disecaron las esporas de las tétradas; las 4 esporas separadas de cada asca
itueron viables, indicando que KYEI no es esencial para el crecimiento celular. La cepa mutante
| resent6 un tiempo de generacién de 3.6 h, en compracién con 2.4 para la cepa silvestre.

La actividad de la enzima en la cepa silvestre KYE! y mutante AKYE! se midié en el

extracto celular usando citocromo ¢ como aceptor de electrones y midiendo la velocidad de

‘educcién en presencia de menadiona y NADPH como donador de electrones (Figura 4). La

3

tercera parte (23 nmol/min/mg) cuando se comparé con la cepa silvestre (92 nmol/min/mg).

Figura 4. Reduccién de citocromo ¢ usando
NADPH como donador en la presencia de
menadiona, la reaccion se realizé utilizando un
extracto crudo de la cepa silvestre (WT) y WT 92 nmol/min/mg
mutante interrumpida (AKYE1), La actividad AKYE 23 nmol/min/myg
de la enzima amarilla se muestra en el ]
recuadro interno. Las concentraciones que se
usaron fueron;: NADPH 40 uM, Citocromo ¢ 20
rM, Menadiona 20 uM, y 1 mg de proteina
total en un volimen final de 2.5 ml de Tris-
HCl 100 mM, pH 8.0.

Activity




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

ot vt e o e

|
- (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 Hincll-

| Hincll que lleva el gene completo de KYE!. Se identificé una sefal positiva en la banda que

corresponde al cromosoma II, de acuerdo a la nomenclatura usada por Wesolowski y Fukuhara

O PUROR P

(1995). El tamafio de este cromosoma se ha estimado en aproximadamente 1.3 Mpb (Figura 5).

Figura 5. (A) Patrén de cromosomas de la cepa WM37 de K. lactis obtenidos por electroforesis en
campo pulsado y tefiidos con bromuro de etidio. (B) Autoradiografia de un blot mostrando hibridacién

con el cromosoma, se utilizé el gene KYE1 marcado con P,
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DISCUSION

La clona de DNA genémico de 6.6 Kb que complementé a la mutante mostré un solo marco
de lectura completo que codifica para KYE1 (Kluyveromyces Yellow Enzyme). La comparacién de
este producto con la base de datos reveld alta similitud (85% en aminoacidos) con la enzima
amarilla de S. cerevisiae (OYE2) y de S, carlbergensis (OYE1). Una region de la secuencia (156-
235) presenté alta similitud con proteinas como: una NADH oxidasa, una deshidrogenasa de
trimetilamina y una proteina de unién a estrégenos de C. albicans; esta ultima proteina exhibe
actividad de 6xido-reductasa, ademas de unir estrégenos. Estos datos sugieren que KYE1y OYE1
pueden tener un papel importante en las reaciones de transferencia de electrones; por un lado se
sabe que OYFE1 interactiia con componentes fendlicos y se ha creido que esta enzima participa en
el metabolismo del esterol (Stott y cols., 1993),
La interrupcion del gene KYE! no fue esencial para el crecimiento, lo cual sugiere la presencia de
otras oxidasa dependientes de NADPH, al igual que se presenta en S. cerevisiae o que la actividad
no es indispensable. La actividad de NADPH oxidasa en la mutante disminuyé a 1/3 con respecto
a la silvestre; esta actividad remanente puede indicar también la presencia de otra oxidasa. Esta
oxidasa debera tener una secuencia poco parecida a KYE1, ya que ante la hibridacién del DNA
genémico utilizando como sonda KYEI, no se detectaron secuencias que pudieran mostrar
hibridacién. En conclusién, se ha clonado un gene KYE1 con actividad de oxidasa, pero el papel

fisiolégico de esta enzima es atin desconocido y resta hacer un estudio cuidadoso sobre 1a posible
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Molecular Cloning of the Plasma Membrane H"-ATPase from
Kluyveromyces lactis: a Single Nucleotide Substitution in the
Gene Confers Ethidium Bromide Resistance and Deficiency

in K™ Uptake
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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 ebserved phenotypes. The putative K. lactis PMAI gene encoding the plasma
membrane H*-ATPase was cloned by its ability to relieve the potassium transport defect of this mutant and
by reversing its resistance to ethidium bromide, Its deduced amino acid sequence predicts a protein 899
residues long that is structurally colinear in its full length to H*-ATPases cloned from different yeasts, except
for the presence of a variable N-terminal domain. By PCR-mediated amplification, we identified a transition

from G to A that rendered the substitution of the fully conserved methionine at position

by isoleucine, We

attribute to this amino acid change the low capacity of the mutant R*-ATPase to pump out protons.

It has been shown that the addition of potassium ions to a
yeast cell suspension produces an immediate decrease in the
levels of ATP and an increase in ADP and P, (20), These
changes, which can be also produced by an increase of the
medium pH (21), were later postulated to be due to an in-

% creased activity of a membrane H*-ATPase which was acti-
4 vated by high pH or also by potassium ions when the medium
% pH was low. Further studies proved this hypothesis to be true
\ (19) and valid also for many other fungi and other systems

(11). thdies of this system allowed for the first time the clon-
ing and seuencing of the gene encoding the plasma mem-
brane H*-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 ATPases have been scquenced since
then, revealing an extensive amino acid conservation and sug-
gesting that they share a common general structure and topol-
ogy (reviewed in reference 38).

Yeast plasma membrane H*Y-ATPasces are molecules with
M,s of approximately 100,000 belonging to the extended family
of the P-type ATPases that mediate cation transport (reviewed
in reference 9), Biochemical and physiological studies of the
ATPases from Schizosaccharomyees pombe wnd 8. cerevisine
have established the electrogenic H*-pumping capacity of the
reconstituted enzymes and the similarity in mechanisms with
the mammalian Ca?*. and Na*/K*-ATPases (6, 8, 16, 17).

Since this ATPasc is responsible for the generation of a
membrane clectrochemical potential which drives 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 Kiluyvero-
myces lactis which were both resistant to cthidium bromide

* Corresponding author. Mailing address: Departamento de Micro-
biologia, Instituto de Fisiologia Cclular, Universidad Nucional Au-
ténoma de México, Apartado Postal 70-242, 04510 México, D.F., Mex-
ico. Phone: (525) 622 56 52. Fax: (525) 622 56 30. Electronic mail
address: rcoria@ifcsunl.ifisiol.unam.mx,
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(EB) and deficient in potassiwin transport (2). Two kinds of
mutants can be produced: those with a normal proton-pump-
ing activily and deficient only in potassium transport (29), one
of which allowed the cloning and sequencing of the first yeast
potassium transporter (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 to clone 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 K* seem to
be taken up by similar mechanisms requiring a membrane
potential difference, generated by the plasma membrane H*-
ATPase, and that they behave as competitors for the same
carrier (23).

MATERIALS AND METHODS

Mudin, sirnins, nnd plasmids, YPD and YPG medin contnined 196 yenst
extriwt, 19 Bacto Peptone, nd 2% glucose (YD) or 29 glycerol (YI'G), YI'G
medium containing 0, £S5, or 20 pM EB was used 1o selec) for spontancous
EB-resistant mutants. SD medium contained 0.67% yeast nitrogen base withoul
amino acids (Difeo), 2% ghicose, and 25 pg of the required amino acids per ml,
LSK medium (low-potassivimscontaining medinm) was as deseribed previously
(10), 113 medium supplemented with nmpicillin (SO pg/mt) sad/or teteneyeline
(30 pg/ml) was used to grow recombinant bacterin. K factis strains used in this
study were WM27 (Mata lisA), WMI7 (Mata hisA), and MD2/1 (Mata urad fis4
argA ) (kindly provided by H. Fukuhara). Escherichia coli NM522 (Pharmacia) was
used to propagate plasmids and to produce single-stranded DNA for sequencing.
Shuttle vector KEpo, obtnined from H, Fukudiven, wis use (o prepise a genomic
K. laciis DNA libeary, Phogemid pTZIBR (Pharmacin) wis used (o subelone
DNA {ragments for sequencing,

Isolation of spontaneous EB-resistant mutants, Yeast cells (10%) were spread
on YPG medium plates containing t0, 15, and 20 pM EB and incubated at 30°C
for 5 to 7 days. Colonies growing in these media were purified on YPD medium
and then retested for resistance Lo 1he drug,

K* uptake assnys, Rb* trnspord, U -pumplug aetivity, Yeust cells were
grown unlil early stationary phase in YPD medium (or SD medium plus the
required amino acids for cells carrying plasmids). Cells were harvested by cen-
trifugation and washed twice with distilled water. The final pellet was suspended
in water and acrated for 4 h at 30°C. Alter aeration, the cells were collected,
washed twice, amd resuspendued in water at a final concentration of 0.5 g of cells
per mi. K* uplake, Rb* transport, and H* -pumping activily were examined as
described previously (24).

PCR amplification, Total DNA from wild-type and mutant sirains was used as
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FIG. 1. Movements of potassium in haploids, diploids, and cured sirains, Yeast cells were grown in YPD medium as described in Materials and Mcthods. Incubation
was carried out in 4 mM morphotineethanesulfonic acid (MES)-tricthanolimine (TEA) buffer (pH 6.0) with 5 mM glucose in o finab volume of 1 ml under comtinuous
stiering. ‘Iracings were started by the addition of 50wl (25 mg [wet weight]) of yeast suspension. (A) K' transport in the wild type (WM37) and the kir EB" mutant
(3.3) in the presence or absence of 25 M EB, (B) K* transport in homozygotic (WM37) and heterozygotic (3.3) diploids (d) and their haploid counterparts (h). (C)
K* transport in the wild type (MD2/1) and the mutant (3.31b segregant) and its complemented version. Cells harboring the indicated plasmids were grown in selective

medium.

the template for amplification by PCR using the deoxyoligonucleotides indicated
in Fig. 3. Two independent PCR products from each template were blunt-end
ligated into Smal-digested phagemid pTZI8R and sequenced fully.

Miscettaneous. Yeast transtormation was carricd out by electroparation os
deseribed previously (1), When indicaiedd, yeast transfarmation was also done hy
the alkali cation method (14) or by the plate method (7)., Molecular biology
procedures were perfornted as described previously (31). Sequencing was done
by primer extension using the didebxy-chain termination reuction (32), Standard
yeast genetics pracedures were done as described elsewhere (34). Deoxyoligo-
aucleatides fur PCR and sequencing were synthesized in an Applicd Biosystems
model 381-A DNA synthesizer at the molecular biology facilities of the Instituto
de Fisiologia Celular,

Nucleotide sequence accesslon number. The nucleotide sequence of the K
lactis PMA1 gene has been submitted to Genllank and will appear under acces-
sion number LI787S.

RESULTS

By growing strains WM27 and WM37 in media containing
20 nM EB, 200 spontaneous resistant mutants were obtained,
From these, 44 were selected by their inability to grow in LSK
medivm supplemented with | mM potassium. Mutants showed
good growth in YPG medium with 10, 1§, and 20 uM EB and
a requirement for at least 10 mM K*,

After these mutants were retested several times in EB and
LSK media, five showed a decreased potassium transport abil-
ity. One of them, mutant 3.3 (derived from strain WM37), was
selected for further study because it maintained the inability to
grow in low-potassium medium and, as shown in Fig. 1A,
showed a deereased potassium transport copacity (ki) and was
resistant to EB.

Mutant 3.3 was genetically analyzed to test whether the
mutation was chromosomal and monogenic. Strains MD2/1
(Mata lisA argA uraA) and 3.3 (Mata hisA kir) were crossed to
obtain the heterozygotic diploid (ker EBYKTR EB*), which was ¢
céol;n)purcd with a wild-type llomozygolic diploid (K EBYKTR

Heterozygotic diploids showed growth in LSK medium con-
taining 1 mM K™ similar to that of the homozygatic diploids
and were unable to grow in 20 wM EB, Potassium transport
was also measured in both homozygotic and heterozygotic dip-
loids (Fig. 1B). The heterozygotic diploid behaves like the
homozygotic wild-type diploid with respect to both potassium

ol

¢

transport and sensitivity to EB, suggesting that the mutation is
recessive, Fa

Diploids from the cross hetween MD2/1 and 3.3 were mad};
to sporulate, Fifteen tetrids were disseeted, and haploid clones
were analyzed for auxotrophy markers as well as growth in
LSK medium with 1 mM K" and in media containing 15 and
20 M EB. Results indicated a typical 2:2 Mendelian segrega-
tion of the ktr and EB’ 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
another.

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 mutax
regants with a wild-type phenotype showed first a
then an uptake of potassium into the cells, In those s
with defective potassium transporl, a deficiency in the ability to
reincorporate the monovalent cation was observed. Recombi-
nant 3.31b (uraA lisA ktr EB") 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 3.31b showed large differ-
ences, but the K,,, for Rb* transport was only approximatety
threefold higher in the mutant (0.243 mM) than in the wild
type (0.091 mM). However, the mutant transported very slow-
ly; its Ve (3.3 nmol mg ™! min ') was close to 1/10 that of the
wild-type strain, WM37 (34 nmol mg~' min~'), Consistent
with these observations, mutant cells showed a longer genera-
tion time than wild-type cells in YPD medium containing 10
mM K* (2.3 h for mutant cells versus 1.5 h for wild-type cells),
conflirming &t large alterition of the transport capucity for
monovalent cations,

Because the membrane electrochemical potential generated
by the H*-ATPase is the force which drives potassium trans-
port in yeast cells, it was important to measure the H* -pump-
ing activity in the mutant strain and to compare it with that of
the wild-type strain, As shown in Fig. 2A, proton expulsion by
the mutant cells with glucose as the substrate was markedly
reduced, indicating that the observed phenotypes could be due
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FIG. 2, Proton-pumping aclivities in wild-type, mutant, and complemenied
strains. Incubation condilions were-as foltow: |- @M MES-TEA buffer (pH 6.0),
10 mM glucose plus | pl of 3% P@r:lrugcn peroxide, 8 pg of bromocresol purple,
and 10 myg (wel weight) of yeasi™suspension i a final volume of 2 ml. The
reaction was started by the addition of cells, and 1he A )y 040 wis recorded
against time. (A) Changes of the pH produced by Ihe wild-type (MD2/1) and
mutant (3.3tb segregan) cell suspensions grown in YPD medium. (B) Changes
of the medium pH produced by the wild type (MD2/1) and Ihe mutant (segregant
3.31b) and its complemented version, Cells carrying lhe indicated plusmids were
grown in sclective medium,

to an impairment of the plasma membranc H*-ATPase. A
decrease of the membrane potential caused by external addi-

J. BAaCriRIOL,

itatively similar (i.e., a decreased membrane potential and an
increased resistance to the antibiotic).

Transformation of the 3.31b segregant with a genomic DNA
library was achieved by clectroporation as reported previously
(1). Transformants were selected in medium without uracii and
then replicated to medium with a low potassium content. Six
independent clones which were able to grow in the tow-potas-
sium medium LSK1 were isolated. Milotic unalysis of these six
clones showed a heterogencous mixture of cells, some showing
the mutant phenotype and others being stably transformed.
The plasmid was isolated from these clones and transferred to
bacteria. Retransformation of the mutant with these plasmids
resulted again in o mixture of complemented suud noncomple-
mented transformants. Stable transformants grew in LSK me-
dium containing 1 mM K™ and recovered sensitivity to EB.

The six plasmids isolated were analyzed with a set of restric-
tion enzymes. 1t was observed that three of them had sultered
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 insert, was selected to
make a physical map and (o subelone the gene of interest. This
clone showed an insert of approximately 6.6 kb (Fig. 3A),
which was responsible for the reversion of the mutant to the
wild-type phenotype.

The 6.6-kbp fragment was digested with BamHI, which gen-
craled two fragments of similar size that were subcloned in

tion of potassium stimulated the ATPase aclivity of the mutant  both directions into BamH]I-digested phagemid pTZI8R, Full
to a level lower than that of the wild-type cells (not shown). In - scquencing of these clones was done by primer extension, The
addition, the mutant showed a lower rate of generation of the  sequences of both chains showed an insert of 6,613 bp with two
membrane potential (not shown), as indicated by the fluores-  incomplete apen reading frames (ORFs) in one strand and a
cence of NN>-dipropylthiacarbocyanine, a dye that can be  complete ORF in the opposite strand (Fig. 3A). This latter
used to cstimate the membrane potential of yeast cells (22),  ORF (ORFI1) was found to encode the NADPH-dependent
\ These results are also consistent with the fact that the mutant  oxidase old yellow enzyme of Warburg (18, 36), while ORF3
2 could grow in media containing hygromycin at 5 pg/ml, a  corresponded to an unidentified product. ORF2 showed high
{ concentration at which the wild-type strain did not grow (not similarity to the carboxyl end of the plasma membrane H*-
\ showgp). This is a much higher sensilivity than that reported by ATPase from . cerevisiae. Digestion with Hindilballowed the
" Pcrli‘,ct al. (25, 26) for 1§ cerevisiae, but the results arc qual-  construction of three different clones in KEp6, each having one
Y |
\
1197 nc
3§ M Mpe B K b 5.
ORP1
5 ' [N 3 ]
—ORFL ,""1704 nc 1460 no ORF3
783 nc 14723 no
M—-T
E XE 2 X
® T——d
XE X X ljd
o --- " "KpE-3M
ATG TAA
FIG. 3. Construction of plasmid KpE-3M, carrying the full PAMAJ ORF from the 6.6-kb original clone. (A) Physical map of the 6.6-kb clone showing the three ORFs
found. Arrows indicate the dircction of transcriplion. The length of cach ORF and intergenic distances as well as the number of amino acids encoded are indicated.
ne, nucleotides. (13 and C) Maps of the subclones found by sereening of the genomic library. (D) Fragment ligated into the construct shown in pancl B (o give rise
KpE-3M. (E) Plasmid KEp-3M, carrying the full ATPase genc. Start und stop codons are indicated, The heavy black line indicates the C-end region that complemenls
et mutant 3.3, Relevant restriction sites are shown. 5, Sau3A; Hd, Hindlll; Ap, Apal; He, Hindil; B, BamHl; E, EcoRlI; 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 after
several penerations in nonsclective medium (YPD) resulted in
30 of stably complemented transformants from which no
episomal plasmid was recovered. This finding strongly suggests
that a recombination event in the reversion of the mutant
phenatype was involved. In fact, it has been showed that elec-
ropogtion may increase homologous recomhination in yeast
cells severalfold (13).

Using the carboxyl-end fragment (from the BamHI site to
the HindI11 site) of the ATPase gence as a probe, we screened
the genomic library, scarching for the full-length ORF. No
clone with the complete frame was found; instead, we isolated
two independent clones, one carrying the 3’ end of the gene
from the internal EcoRl1 site (Fig. 3B) and the other carrying
the 5 end extending to the internal BamHI site (Fig. 3C).
Digestion of the fatter clone with EeoR1 allowed the separa-
tion of a 1.S-kbp lragment (Fig. 3D) that was ligated into a
previously constructed clone carrying the 1.7-kbp EcoRl-
HindIIl 3’ fragment. The resulting plasmid, KpE-3M, con-
tained the full ORF, including 244 nucleotides upstream of the
start codon and 341 nucleotides downstreany of the stop codon
(Fig. 3E). The nucicotide scquence of the complete ORF and
its deduced amino acid sequencg”d
lactis PMA 1 gene comprises 2,70@(
and encodes a putative protein 899-amino acid residues long,
To map the physical position of the gene, we probed chromo-
somes from strain WM37 separated by contour-clamped
homogeneous electric field electrophoresis with the BamHI-
Hindll fragment labeted with **P, We obtained a positive
signal with chromosome 2 (not shown), confirming our previ-
ous observation that the gene encoding the old yetlow enzyme
(located only 1.7 kbp from PM1) maps in this chromosome
(18).

A comparison of the amino acid sequence of K, lactis PMA/
with sequences of other yeast T -A'TPases is shown in Fig, §,
The alignment shows o very high conservation in the sequences
between these ATPases and K. lacris PMAL, with approxi-
mately 93% similarity and 85% identity with those from Can-
dida albicans, S. cerevisiae, and Zygosaccharomyces rowvii. K.
factiv PMAT1 shows 859 similarity and 73% identity with
PMAL from Schizosaccharomyces pombe. The overall 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 H*-ATPascs is
present in a wide range of organisms (reviewed in reference
38).

Transformation of the 3.31b mutant with plasmid KEp-3M
resulted in the constitutive reestablishment of the wild-type
phenotype: growth in LSK medium and sensitivity to 20 pM
EB (Fig. 6). Potassium transport and H*-pumping activity
were also reestablished in the transformed strain (Fig. 1C and
2B). The vanadate-sensitive ATPase specific activity in isolated
plasmatic membranes from the mutant strain was approxi-
matcly 42% of the wild-type fevel (0.72 + 0.21 pmol mg™!
min~"' versus 1,72 £ 0.56 pmol mg™" min~'); however trans-
formation of the mutant with plasmid KEp-3M increased the
activity to almost wild-type levels (142 = 0.3 pmol myg™"
min"~").

To test whether the ATPase is essential for cell growth,
chromosomal PMA 1 was transplaced by a DNA fragment con-
taining PMA! with the sclectable URAA marker inserted within

l the boundary of the fifth transmembrane segment (

i
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the coding region (BamHI site; Fig. 3). A wild-type diploid
strain (uradjuraAd) was transformed to Ura* with the EcoRI-
HindIIl fragment (partially digested at EcoRI). The heterozy-
gous PMA1jpmal::URAA diploid was sporulated and dissected
to separate the four haploid meiotic spores. Each tetrad gave
only two viable spores with the phenotype Ura 7, indiciating
that cells lacking a functional PALAT gene are not viable,
Having the wild-type gene in hand, we constructed two dif-
ferent clones carrying different portions of the gene: one with
the carboxyl end found in the original clone (from the Baml
to Hind L sites; Fig, 3A) and the other earrying the rest of the
gene, Electroporation ol the mutant with these two plasmids
confirmed the above-mentioned observation that the carboxyl
cnd of the gene reverses the phenotype shown by the mutant,
indicating that the mutation 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 template, Sequencing of two independent
PCR products allowed the identification of the change respon-
sible for the deficient ' -ATPase 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 hydrophobic regions thought to be
membrane integral segments, According to the cight-trans-
membrane-segments model (27), methionine 66Y in the K.

re shown in Fig, 4. The K. ~lactis protein is located within the large cytoplasmic }gop near
bp ipcluding the stop codon :

55}

DISCUSSION

The mutagenic properties of EB and other intercalating
drugs have been studied widely, mainly with respect to impair-
ing mitochondrial functions (4, 35). Mutants of K, lactis resis-
tant to higher concentrations of EB than wild-type strains have
been described (3). These mutants in some cases show defec-
tive K* transport and have been the basis for hypothesizing
that the dye and the cation can be transported by the same
systemy; in fact, BB and K require o membrane potential
dilference and apparently compete for the same carricr (2, 24).
Our observations indicated that a high proportion (10 to 20%)
of EB-resistant K. lactis mutants could have defects in the
transport of both EB and monovalent cations, specially potas-
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 but deficient potassium transport due to de-
feets in the high- and/or low-affinity systems (10, 15, 28). In any
case, sclection of mutants defective 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 sclected by its lack of growth in LSK
medium containing ¥ mM potassium, in which the wild-type
strain grows normally. Analysis of the A'T'Pase activity showed
that the defect 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 H* -ATPase to gencrate a membrane potential; this also
produced a lower capacity 1o transport EB, which appears to
be transported by the sume mechanism than K* or even by the
same curricr (23). This finding also is in agreement with the
higher resistance of the mutant to hygromycin, which depends
on the membrane potential diffcrence for its action, probably
through its uptake by the cells (25, 26). EB added at certain
concentrations can produce not only an inhibition of potassium
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-344 gaattccaattgaattattctetactottecticectooctttl
tectittggtttitaccagglbtcecttittactaactcatatitttgitctcattictgttctegttectgtigtegtttttyttcat.latetgetttta
gtccttccggtttgtctgaacggagaaacttagaaaaaggaaaaacataaagacagacgcagagattcagactagaatagacattgtgaaaataacaga

atg tca gct gecc act gaa cca acc aag gaa aag cct gtt aac aac cag gac tcc gat gab gaa gat gaa gat atc
M 8 A A T B P T K B K P v N N Q D a D D B D R D I
gat caa ttg atc gaa gac ttg caa ket cat cac gga tta gac gat gaa agt gaa gat gat gag cat gtt gct gct
D Q L I R D L Q g H H q L D D R 8 B D ] H v A A 50
ggt tce get aga ccg gth cca gaa gaa tta tta caa act gac cca btet tac ggt thg act tct gat gaa gtt ace
G 8 A R P v ) ] B L L Q T D P 8 X aQ L T 8 D R v T
aag aga aga aag aag tat ggt ttg aat caa atg tct gaa gaa act gaa aac cta ttt gtc aag Lttt ttg atg tte
K R R K K b 4 Q L N Q M 8 2 B T B N L | 4 v K r L W P 100
ttc atc ggt cca att cna ttt gtt atg gaa goc got get att tta got gee ggh ttg gaa gat tgg gte gat tte
4 I qQ P X Q | 4 v ] B A A A I L A A 4 L B D W Vv D r
ggt gtt atc tgt ggt tta ttg ttbt ttg aac get gct gtt ggt tte ate caa gaa tac caa get ggt tct atc gtt
g v I C G L L 4 L N A AV L] ¥ I Q B ¥ Q A G 8 I v 150
gac gaa ttg aag aag act ttg gect aac tct gcc gtt gtt atc aga gat ggt aac ttg gtt gaa gtt cca tct aac
D B L XK K 7T L A N 8 A v V¥ I R D 4 N L v E Vv P 8 N ,
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 '
R v Vv P G D X L Q L ] D @ Vv v X P A D a R L Vv T R 300
gac tgt ttc atc caa ate gat caa tcet get atc act ggt gaa tet ttg goe gtc gac aag aga ttc ggt gac tec
D Cc 4 X Q I b Q 8 A 1 T G 4 8 L A Vv D K R  § QG D 8
act ttc tct tct tet act gtht aag aga ggt gaa get tte atg ate gtt act get act ggt gac tec act tte gtc
T 4 8 8 8 T Vv K R aq B A r | I v T A T a D 8 T 4 v 350
ggt aga gct got get ttg gtt aac aag get get get ggt agt ggt cat ttc act gaa gtt ttg aac ggt att ggt
Q R A A A L V N K A A A Q4 ] q H 4 T | v L N a I ¢
< acg atec tig ttg atc thg gtt att gtt acc ttg ttg ctec gttt tgg gtt gece tece tte tac agn act nac ang aLt
T X L L I L v I v T L L L v W v A 8 4 h 4 R T N K I 300
gtt aga att ttg aga tag¢ act ttg gct atc acc att gtc ggt gtc cca gtc ggt ttg cca got gte gtt acc acc
\4 R I L R b 4 T L A X T I v g Vv P v @ L P AV v T T
acc atg gct gtc ggt get get tac ttg get aag aaa caa gece att gtc caa aaa ttg tet gec att gaa teb ttg
. T M A VvV a A A Y L A K K Q A I v Q K L B8 A I B a8 L 350
l gct ggt gtc gaa atec ttg tgt tect gac aag acce ggt act ttg acc aag aac aag ttg tce tta cabt gaa ¢ct tac
A g Vv I L C 8 D K T qQ T L 7 K N K L 8 L H | | P b 4
act gtt gaa ggt gtt gac cca gat gac ttg atg ttg act gct tgt ttg get get tct aga aag aag aag ggt ttg
T VvV R qQ v D P D D L X L T A C L A A 8 R K K K O L 400
gat gcc att gac aag gct ttc ttg aaa tet ttg atc tet tac cca aga goc aag get get ttg act aag tac aag
D A I D K A | 4 L X 8 L I B8 Y P R A K A A L 7 K 4 K
ttg ttg gna ttc Cac cca tte gac col gttt tec aag aag gtt acc get att gte gaa teb cca gaa ggt gaa aga
L L B 4 i p 4 D P v 8 K K v T A I v B a P K a R 450
atc att tgt gtt aag ggt gct cca ttg tte gte ttg aag act gtt gaa gaa gaa cabt cca att cca gaa gat gte
I I ¢ v K & A P L r v L X T VvV =B B B H P I P, B D Vv
cgt gaa aac tac gaa aac aag gtt gct gaa ttg get btece aga ggt tte aga goe ttg ggt gtt gec aga aag aga
R ] N X B N K V A E L A 8 R O 4 R A L G V A R K R 500
ggt gaa ggt cac tgg gaa att ttg ggt gtt atg cca tgt atg gat cct cca aga gal gac act gct caa act gtc
v 0 B G H W = X L @ v N P C M D P P R D D T A Q T Vv
.gRAC gaa gct aga cac ttg ggt ttg aga gtt aag atg tta act ggt gac gct gte ggt att get aag gaa act tgt
SN . B A R R L ¢ L R vV K MM L T @ D A v @ b # A K R T c 550
aga‘caa ttg ggt ttg ggt act aac att ta¢ aac gct gaa aga tta ggt cta ggt ggt ggt ggt gac atg cca ggt
R Q@ L @ L G T N I b 4 N A B R L G L G G g a D N P G
tcc gaa ttg gecec gat tte gtt gaa aat gect gat ggt tte gect gaa gttt ttec cca caa cac aag tac aac gtc gtt
8 3 L A D r v B N A D @G r A B v r P Q H K X N Vv VvV 600

gaa atc ttg caa caa aga ggt tac ttg gtt gct atg act ggt gac ggt gtt aac gat gecc cca tct tig aag aag

|} b 4 L Q Qg R Q 4 L VvV A ™M T G D G Vv N D A 8 L X K
gct gat acc ggt att gect gtc gaa ggt get acce gat gec get aga tee get get gat att gtt teic ttg gec cca

A D T G I AV E G A T D A A R 8 A A D I v r L A P 650
ggt ttg tcc get att att gac get ttg aag acc tct aga caa att tte cac aga atg tag tet tac gte gttt tac
a L 8 A X I D A L K 7T a8 R Q b 4 4 H R M X 8 ¥ v v X
cgt atc get ttg tce cta cabt ttg gaa atc ttc ttg ggt cta tgg att gebt ate ttg aac aga tet ttg aac att

R X A L 8 L H L ] X y L L ] X A I L N R 8 L N I 700
gac ttg gtt gtc ttc att gect att ttc gecb gat gtt got acc ttg get att get tac gat aat gcot cca tac tect

D L v Vv r I A b 4 4 A D VvV A T L A X A Y D N A P Y 8
cca aag cct gtc aag tgg aac thtg aga aga cta tgg ggt atg tcc gtc atc ttg ggt ata att ttg get ate ggt

P K P v K W N L R R L W e M 8 \ 4 X L I X L A X g 750
act tgg atc acc ttg acc act atg ttt gtt cca aag ggt ggt att atc caa aac tt¢ ggt tce ate gat ggt gtt
T W I T L T T M 4 v P K O ag X I Q N 7 Q 8 I o) a v

ttg ttc ttg caa atc tec ttg act gaa aac tgg tty att tte atc ace aga get get ggt cca tte tgg tec tet

L » L Q I 8 L T B N W L I r I T R A A a 4 y Ww 8 8 800
atc cca tet tgg caa tta tct ggt goe gtt cta ate gtt gat abtc atc gca acc atg tte tgt ttg ttc ggt tog

X P 8 W Q L 8 a 3 v L I v D I I A T M 4 C L r ¢ N

tgg tct caa aac tgg aac gac ate gtt acc gtt gtc aga gtc tgg att tte tet ttc ggt gte tte tgk gte atg

w 8 Q N W N D I v T v Vv R v L] I | 4 8 r qQ v P C vV N 830
ggt ggt gct tac tac atg atg tct gaa tet gaa gee ttt gac aga tte atg aac ggt aag tct aga aga gac aag

a a A ¥y ¥ M N ) .| B B A 4 D R F M N O K 8 R R D K
cca tct gge aga tee gte gaa gat tte ttg atg get atg caa aga gtc tce act caa cac gaa aag gaa aac taa

P 8 QG R 8 v B D 4 L M A M Q R Vv a8 T Q R B X B N * 699
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actttatcaaaatgttactataaaattattccaactacatattgaacgttctatgtttgctaaatgtttctttcagttctgctttccacaattacaaat
CLtcttetgttttotctecatetttcatecattetttaategaagtgatetetttttoettagagtcattgtoctaaatccaactggetttgatttagatett
tttgttcctgatttitttgaatgaatgaaaatggtaagaagegtttaaatgagtaatgtgttgtcatetgaaattatttttageotcaatgactggtatt
Ltctctgtggttgttttttttgectcattttaactataaagett 3041

FiG. 4. Nucleotide sequence of the K. Jactis PMAT gene, The deduced amino acid sequence is shown in the single-letter conde. Underlined regions correspond to
the oligonucicatides used for PCR amplification,
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PLASMA MEMBRANE H'-ATPase FROM K. LACTIS 2365

Schisosaccharomyces pombe (3po) MADNAGEYHDAEKHAPEQQAP_PQQPAHAAAPAQDDEP D___A__ E_F_.EDVQE_QED 60
Zygosaocharcayces rouxii (2Zro) MSDERITEKPPHQQPESEG__VP_EE_EEETEEEVP_EQ _S__D___ GCG_ DFE_.. _QFA.HE_AE_ 64
Saccharomyces cerevigiae (Sce) MTDTSSSSSSSSASSVS_HQ _Q__ AKTY_DA...ASESSD.D___A__ E___N_V__DD 62
Candida albicanas (Cal) - MS N__VDKIVSD _........ VA NP_AG EE 42
Kluyveromyces lactis (Kla) MSAATEPTKEKPVNNQDSDD. ..... .E[EEIE{!%Q[:IEDL;Q%HHGLDDB .SE 43
Spo N_DAP E_KA MNT__ _MS__FE K_.L__Pp_L__I \"J A R A_M 150
2ro __GPA__E__KI v_S VN R__S L v 154
Sce N_GP E Y L A__K_ SV \'} \' s M 152
Cal EEN...DS_FKA R D R A_Q _VL_V___V Y A_L 129
Kla DDEHVAAGSAR PVPEELLQTDPSYGLTSDEVTKRRKKYGLNQMSEETENLFVKFLMFFIGP IQFVMEAAAT LAAGLEDWVDFGVICGLLP 133
AR AARR [ B LN ] AN ANARERA N AN Ak KRN [ YA EENIEE R A FE R R EENNENENEINETY I
Spo V__V S_LK___ B QVUH_LEA________ _KDETI C____V__P_VHL.V HY_ 240
Zro G I k T_T SVQ A_A__I K T E \'} 8 HY_ 244
Sce G v_F T Q I_A T__T I L HY_. 242
cal LVNQ IA T_._T I_5 LL_V S_ 219
Kla NAAVGF‘IQEYQAGSIVDELKK‘I‘LANSAWIRDG LVEVPSNEWPGDILQLEDGVVIPADGRLV'PEDCPIQ[DQS}\ITGESLAVDKRFG 223
BAN REN KA RARARRE AARR MK ® X 8 N * AR RAXAAAE X ® * AR & @ Ktk AAARRARRE AN |
Spo P__A_G GL_V S.._A_G.T V__LL_. PCIY! A__SVRLA_L E________ 1 Jlo
Zro _Ev G N S A_G.Q V.__V_VI___I_TC__ VR_P G 334
Sce e G__V N G_Q I V___A cC G G I 332
cal QY T S_T T__VF \ C VR__p__ I Jo9
Kla DS‘I‘FSSSTVKRGEAFMIV'I‘}\'I‘GDS'I‘I‘VGRAAALVNKMAC‘SGHF‘I‘EVLNGIG'I‘Il.l.rl.VIVTI.I.LVWASFYRTNKIVRI LRYTLATTIV 313
LR I I N A RANAAA RARARAERE ARNR N ® ARARRRAAANLD an [ ] L ] » LN ] R aaAn [N
Spo E v G__P._S_8SG__V R 420
2ro G 88 424
Sce S 422
Cal E 399
Kla GVPVGILPAVVTTTMAVCAAYLAKKQATVQKLSAIESLAGVE I LCSDKTCTLTKNKLSLHEPYTVECVDPDDLMLTACLAASRKKKGLDAT 403
XX EEREEEEREXYEE A N E RSN R RN E SRR RN R E R R RN E RN N AN EEEERENNEEE NN BN N B N Ak ERNARRARARAN KRRARAN
Spo A_KN__GPRSM VI__Q. Y. QA DT __T W D LSA_KD__GD Y_S 510
2ro AQ_K._G v \'J D H 534
Sce KQ__K_.D " v \'} D H 512 ¢ &
Cal N P___Vv__.0 DD H___Q.m F S 489 li
Kla DKAFLKSLISYPRAKAALTKYKLLEI"HPFDPVSKKV'I‘AIVDSPE.‘GERIICVKGAPLPVLK‘I‘VEBEHPIPEDVRENYENKVABLASRGFRA 493 >
RRXRARR # L J ] A KA AR RARKARRARAIRE B 2 Ak R ANDAR SRR AENR ASRRERS shRa 2
Spo IEGQ M_I S H R_IS__KR, D A M T N VY 600
2ro ' A KR S D S MY 604
Sce S . 602
. Cal 1 A n n.n H A 1 579
Kla L(.W\RRRGEGHNCILGVMPCMDPPRDD‘I‘AQ’I‘VNLARHLGLRVKML’I‘GDAVGIAKE’[‘CRQLGLG'I‘NIYNALR LG LGGGGDMPGSELADFVE 583
[(EE B NN RERd K AED ANAL AR A N *n KAk RARAARARED RARAS KRARE ARARAN B RENN KA R RN I N EE]
Spo A G A_D 690
2ro F‘A___D A__. 694
Sce N 692
Cal S ¢ S ¥ I\ L 669
Ny NADGIALVI I’QIIK YNVVL:ILQQRGYLVAM'I‘GDGVNI)M‘ SLKKADTG IAVEGATDAARGAAD L VLA DGLEA T T DALK a'I!QI WIMYEYV 673
TRAR & AR ® R E ARBRANRR AR NAR AR AAR AR AN AR AN NN RARANAR NS AR R AR RN R RASNARAARND RN a0
Spo LI_R.QL__LE M p L_TVI__V N 1AQGQ 780
aro H__D I F__S P IMM A L... 782
Sce DN__D 1 p 4 v S L,._ 780
Cal L D_N_I D P v LL. 757
Kla VYRIALSLHLEI["LGLWIAILNRSLNIDLWI‘IAIFADVA'I‘LAIAYDNAPYSPKPVKNNI RRIWCMSVILGITLATICTWITLTTMFY, P 761
RARRNARBAAR RER AN [ ] B ANNRAARAXRNARRRNARCSRN I EERE N T I AR kE & ARN KA
Spo NR__V VQ_E E V_CN A L I FKGGHQ’I‘ S__A_L_IMY___I_ I 870
2ro I E \"} A FV__VV T IY W_I_I__CL 871
Sce AMN_IM A FA T . _E:_'I‘ W I I__ L 869
Cal L__I \'s Q C_T T T_W 846
¢+ Kla KGGIIQNFGSIDGVLFLQISLTENWLIFITRMGPFWSSIPS QLSGAVLIVDI IA'I'MFCLFGWW SQNWNDIVTVVRVWIFSFGVFCVM 850
([ Z &R ] AR ARRARBARAN I ERE RS RN E N LN LY N n T RN L N An
Spo A_T __IlL__AG M P.KESRNQ__T__LVV_L_T__R__GDA 919
Zro L I L. PLKENK_T AS_R CN 920
Sce _F_E_T L PMKE_K_T MA T 918
Cal —_—L_T N_C__RKPQQHTDK__L Vs sT 895
Kla GGAYYMMSESEAF DRFMNGKSRRDKPSGRSVEDFLMAMQRVSTQHEKEN 899
X K% * & LB LB ] e xA ® kR AR

FIG. 5. Amino acid sequence .|m_.nmcnh of K. lactis H"-ATPase and PMAL from C. albicans, S. cerevisine, Z. rowii, and Schizosaccharomyces pombe. The entire
K lactis I’l\h\l sequence is listed, ising the single-letier cocde. Dashes and periods represent identities and gaps, respectively, Asterisks represent fnlly conserved

residues. Putative membrane integral sequences secording to the cight-transmembrimessegients model (27) are underlined, Methionine 699, which is repliced by
isoleucine in the 3.3 strain, is in baldtice. . Lﬂ
transport but also an eflux of the jon that depends on the lack of growth in LSK medium allowed us 1o clone the ’MAYL

generiation of an .uh.qu.uc membrane potential (2, 23); this gene, which encodes the plasma membrane 1Y <A'TPase. In the

efflux was not observed in the mutont.

first instance, complementation of the mutant occurred when

Complementation of this mutant for both EB resistance and  cells were electroporated with a clone carrying a fragment
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FIG. 6, PMAl-induced reversion of the resistance ta EB (20 pM) and tack of
growth of the 3.3 mutaat in LSK medium containing 1 mM K' we, wild type.

conlaining the carboxyl end of the gene, indicating that a
homologous recombination event was involved. Three lines of
evidence support this idea; first, from the transformed cells, a
high proportion was stably complemented; second, clones were
always a mixture of cells showing both the mutant and the
cured phenotypes; third, no complementation was observed
when cells were transformed by the alkali cation method (14)
or the plate method (7), neither of which has been found to be
a recombination-promoting procedure. Stimulation of homaol-
ogous recombinalion by clectroporation has been documented
(13). ~

Screening of the penomic bank by using the carboxyl-end
fragment as a probe allowed the identification of two indepen-
dent clones carrying different segments of the full-Jength ORF,
No clone carrying the complete gene was found, supporting the
idea that only a recombination event could account for the
camplementation of the mutant phenaotype, The nucleotide
sequence of the gene showed o 2,700-bp ORF, including the
stop cadon, that encades a putative protein ol 8949 amino acid
Jresiducs, As seen in Fig, 5, the K lactis A'TPase aligns very well
“with other yeast ATPases. The amino acid conservation is even
:more significant if one excludes some N-terminal and C-ter-
‘minal residucs from these sequences, Close examination of the
conserved amino acids in the protein from a varicty of species
shows that the K. luctis PMAI protein has a serine residuc at
position 174'instead of alanine, which is present in ATPascs
not only in fungi but also in plants and ciliates (reviewed in
reference 38), Some other deviations from yeast A'TPases were
noted (positions 189, 280, 426, 734, and 831 in Eig..5), in
particular arginine 734 instead of proline; "tﬁ:ii’é?‘th%k 5, in
plants this position could be occupied by lysine, depending on
the exact alignment,

PCR amplification alfowed us 1o identify the change respon-
sible for the low activity of the ATPase. We found a change of
the polar methionine for the nonpolar isoleucine at position
669. The methionine residue is conserved not only in the yeast
ATPases but also in those of other organisms, including fila-
mentous fungi, plants, and ciliztes (38). The methionine is
located contiguous to an also fully conscerved arginine which
has been pinpointed as an interesting target for site-directed
mutagenesis (38). The cffect of the substitution of methionine
669 agrees very well with changes in activity found by substi-
tutions of amino acid residucs in the large cytoplasmic hydro-
philic loop (5, 12, 27, 30, 37). However, further biochemical
studics of this mutant are nceded to determine whether the
decrease in activity of the ATPasce is duce to defective binding
ol A'TP and phosphorylation and/or to what extent, if any, the
enzyme conformation is allered.
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A 66 kb genomic DNA fragment from the yeast Kluyveromyces lactis was isolated. Sequence analysis of this
fragment revealed the presence of two incomplete open reading frames (ORFs) in one strand, one coding for the
carboxyl terminus of the plasma membrane H*-ATPase and the other for the amino terminus of an unidentified
product. In the complementary strand, a full-length ORF which encodes 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 OYEI from Saccharomyces carlsbergensis and OYE2
from Saccharomyces cerevisiae. In addition, an internal region showed considerable similarity to the bile
acid-inducible polypeptide from Eubacterium sp., to the NADH oxidase from Thermoanacrobium brockii, to the
trimethylamino dehydrogenase from bacterium W,A, and to the estrogen-binding protein from Candida albicans,
suggesting a functional or structural relationship between them. Inactivation of the KYE! (Kluyveromyces 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 ailele 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 1, whose molecular size has been estimated to be approximately
1-3 Mb. The sequence reported in this paper has been deposited in the GenBank data base (Accession No, L37452),

KEY WORDS — Old Yellow Enzyme; flavoproteins; Kluyveromyces lactis; chromosome mapping

INTRODUCTION a second gene from Saccharomyces cerevisiae,

Since its discovery, the Old Yellow Enzyme (OYE) Both open reading frames (ORFs) span 1203 bp

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 ez al. (1993) cloned and sequenced
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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 ¢ 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 increases the
reduction rate of cytochrome ¢ in both aerobic and
anaerobic conditions (Yamano et af., 1993). Based
on the finding that several u,-unsaturated carbo-
nyl compounds can act as electron acceptors of the
reaction catalysed by OYE, it has been suggested,
more recently, that the enzyme may be involved in
yeast sterol metabolism (Stott e¢ 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 mapped and characterized
the gene encoding the OYE from Klyveromyces
lactis, and compared it with those reported from
S. cerevisiae and S. carlsbergensis, and with some
other flavoproteins.

4
MATERIALS AND METHODS

Strains, plasmids and media

Kluyveromyces lactis strains used in this work
were MD2/1 (Mata, lysA, argd, urad), KF71-4B
(Mata adeA, urad) and WM37 (Mata, hisA).
Escherichia coli strains NMS522 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 pg/ml) to select
for yeast carrying the desired plasmids. SD
supplemented with uracil (50 pg/ml) was used to
select for diploids.

Genomic DNA library

Genomic DNA from K lactis strain WM37
was purified in a CsCl-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 BamHI site.
Forty-five hundred clones representing three times
the estimated total genome of K lactis were
selected on ampicillin plates.

M. MIRANDA ET AL,

NADPH oxidase activity assay

Enzyme activity was assayed by measuring the
rate of cytochrome ¢ reduction at 540-550 nm in
the presence of menadione using NADPH as re-
ductant (Yamano et «/., 1993) in an SLM Aminco
DW2000 spectrophotometer. Cells were grown
in a rotatory shaker for 20h at 30°C in YPD
medium, harvested and washed once with
water; they were suspended in 50 mMm-KH,PQ,,
pH 7:0, 1| m-sorbitol, | mM-EDTA and 0-001%
B-mercaptoethanol, at a density of 0-5g/ml.
Spheroplasts were obtained by adding | mg of
Iyticase per gram of cells and incubating for | h at
30°C. Spheroplasts were broken by four 15 s pulses
of sonication at 4°C, incubating in ice for 15s
between sonication puises. 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 1h at
20 000 g. The precipitate was suspended in 01 m-
Tris-HCI, pH 80 and the protein concentration
was determined as described by Lowry et al.
(1951).

Chromosome 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 mu-
EDTA, pH 8:0. Cells were resuspended at a
concentration of § x 10° cells/m! in 50 mm-EDTA
containing 100 ug/ml of lyticase (Sigma Chemical
Co.). One millilitre of the suspension was then
mixed with 1'0ml of 1% low melting agarose,
made in 125 mM-EDTA, pH 8-0, and distributed in
prechilled 200 ul molds (Bio-Rad). Solid agarose
blocks were incubated for 3 h at 37°C in 500 mM-
EDTA, 7-5% B-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 mM-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 11
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 12:5cm) prepared in 0-5 X Trizma base,
boric acid, EDTA buffer (TBE) and sealed with
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Figure 1.

(A) Map of the 6:6 kb clone showing the three ORFs found (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. B (BamH]1), H (HindlI), N ( Ndel),
Ac (dcel), Ap (Apall), S (Smal). (B) Subclones made in pTZ18R phagemid (zipper line) and sequencing
strategy. The 6-6 kb clone was digested with BamH]I and fragments ligated into pTZI8R. Both strands of
euach clone were fully sequenced by primer extension. Arrows indicate position and polarity of primers. (C)
Construction of KYE/! carrying Urad for gene disruption. The Urad gene was obtained from the original
KEp6 as a Ndel-Smal fragment, which was blunt-ended in the Nl site and ligated into the 6:6 kb clone
previously digested with Accl and blunt-ended. The Ndel-Apall lincar fragment was used to transform

yeast,

1% molten low-gelling agarose. Electrophoresis
was carried out in 0:SxTBE at 100V with
linear variation pulses of 30-300s for 25h and
300-1800s for S0 h. The temperature of the
electrophorsis chamber was kept at 12°C. After
electrophoresis, gels were stained in ethidium
bromide (0-5 ug/ml) 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 KYE!l. Southern analysis of
chromosomal DNA digested with different restric-
tion endonucleases was carried out using the
578 bp Accl internal fragment (Figure 1) as a
probe.

Gene disruption

A 09kb Ndel-Smal blunt-ended fragment
from KEpé carrying the Urad gene was intro-
duced into the KYE! ORF digested with Accl
and blunt-ended with Klenow (Figure Ic). A
1'7kb  Ndel-Apall fragment carrying the
interrupted gene was purified and used to
transform a wrad auxotrophous diploid. Ura™
transformants were sporulated and segregants
analysed for viability and auxotrophy. Dis-
ruption of KYE! 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 shown 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
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synthesized in an Applied Biosystems DNA
synthesizer model 381-A.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of a genomic DNA clone
containing a sequence homologous to OYE

A 66 kb genomic DNA clone, whose physical
map is shown in Figure 1, was isolated from a K
lactis genomic DNA bank when it was screened for
complementation of a potassium uptake-deficient
mutant. Digestion of the clone with BamHI
yielded two fragments of 3:3 kb each. These frag-
ments were subcloned separately into the BamHI-
digested pTZ18R phagemid and both strands of
each clone were sequenced fully by primer exten-
sion, following the strategy shown in Figure 1B.
The full nucleotide sequence of the reassembled
clone was found to encode two incomplete ORF's
(ORF | and ORF 3) in one orientation and one
full-length ORF (ORF 2) in the opposite orienta-
tion (Figure 1A). ORF | 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 H* ATPase (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 Apall
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! from S. carisbergensis (Saito et
al., 1991) and OYE? from S. cerevisiae (Stott et al.,
1993), 71% identity at the nucleotide level and 71%
identity (85% similarity) at the amino acid level
(Figure 3A). This finding prompted us to call this
ORF KYE! (Kluyvermyces Yellow Enzyme), The
predicted amino acid sequence of KYEI shows a
protein that is two amino acids shorter than the
described OYE! and OYE2, The missing amino
acids are located in regions where the identity is
relatively low, 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)
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CATAIGCTATCIOA IGATITGG IO TTAT A ATOAAGOATTCITTITTTTING
CPTTIMIGGAG TAAG I AT AA S TTCTA TA T T I PTG T INCCC IO TTATCIGATTICTUTGATTCCTA
AGAGTTTCOUTTA I TATG TSONTTINGIATACTU TG T AT TAA TARN VIO TAATG TUSG TAAAMA T GG AAN B AL TTUG
GUTAALUGATATAT AMAACGAGGCCIOAA I AU AG M MGOR TG IO ATGGRTAARGCC AT TCTCATIMY
CTAAIGTCTAS PIGTZCCTTATTTASC T TAN FAAAAGTACGO MTACTTAA T AN TRAACT AAA T ANATCGCATAUGCA

ATG 00 TTT AT AAC T7IT GAN CUA AN COA TG GCT GAT ACT GAT ATV T°UC AAA CCA ATC
Hut dap Phg Mec dan Pha 310 Pro Lya 8rs Laea Ala Asp The Asp Tla Pha Lys Pro lle

AAu ATT (AGT AAC ACT GAA TN AAG TAC AGG GTT GTC AIG COT 308 TG ACA AJA ATG AGA
Lys Ile Gly Asn Thr Glu Leu Ly3 Hia Arg Val val Met pPro Ala Lau The Arg Mat Arg

GCG TG CAT CCA GGT AAT QT CUN AMC 00T GAC TGG ST QT AR TAT TAD AUA CAA OGT
Ala Loy His Pro Gly Aun Val Pro Aun Pro Asp Trp Ala Val 2lu Tyr Tyr Arq fila Arg

TCC CAA TAT CCA GGT AT NN ATT AT ACT GAA GGT GOT T CCA TCA GCI CAG TCA GGT
Juor Gli Tyr Pro dty The Met Tla Tha The by Gly Ala Phe Pra Ser Ala Gl Ser Gly

GGT TAC GAT AAT GCA XA GAT QPP NG MIC GAA JAA TAA 210 GCT CAM TGG AGA AAG ATC
Gly Tyv Aop Aan Ala Pro Gly Yal Tep Jer Gly gl Gla Lau ALy Gln Trp Aryg Lyn Lle

T AAG GOA ATT CAC GAT AAC AAG TCT TTT QTT MG GTA CAN TG 153 G OTA GGT AGA
Pha Lys Ala Ilu His Aap Aui Lyw Jur pha Vol Trp val ¢ln Lau Trp val Lau 3ly Arg

VAA GUT ITT GOT QAT AAC TR ACA AGA GAT GUA TG CGT TAT JAT AGT GOT PO AT 4AA
31n Ala Phe Ala Aup Mun Lau ALy Arg Aap Oy Lou Arg Tyr Aup Sar Ala dSar Agp Glu

G0 TAT ATG GOT JAA GAT GAA AAT GAN JUGT GCC ATC AGA TOT AAC AAC COT CA CAT ST
Yal Tyr Wet 3ly Glu Asp fly Lys Glu Arg Ao Ile Ary Ser Asn Min Pro GIn Hio Giy

ATC ACC AAG GAT GAMN ATT AAG CAG TAT ATY AGS GAC TAT GTT GAT GCT GOT ARG ARG TGP
Tla Thr Lya asp Glu [la Lyy dln Tye Tle Arg Asp Tyr Yal Asp Ala Ala Lys Lys Cys

AT GAT GCT GAT OCA GAT GGT GTT GAA KD AL TUC GOT AAL GGT TAT TTG TG AAT CAA
i1la Aop Ala Gly Ala Aap iy val dla [le Hia der Als Aan Gly Tyr Luu Lay Aan Qln

TTC CTA GAC CCA ATT TCC AAC AAA AGA ACT GAT GAA TAC GGT GAA TC ATT 7iAG AAC CU7T
Phe Lau Asp Pro [lu Sar Aaen Lys Avg Thr Agp Glu Tyr Gly Gly Seor [le Glu Aan Arg

GCT AJA TTC GTC TN GAA G UTC GAT GOC G G0 GAT GCC GTT GGT GCC GAA AGA ACC
Als Arg he Val Lau Glu VYal Val Anp Ala ‘7al val Aap Ala val Qly Ala Glu A1y Thr

AGT ATC AGA T'IC TCA COA TAL 0GT GTA TIT GGT ACC ATG 1A G4GT GIT TCA GAC CCT GTC
Sar Ile Arg Pha dar Pro Tyr dly Yal Phe 3ly Thr Mot Suer Gly Sly Ser Asp Pro Yal

TS GTS GCT CAA TIC GCC TAT GTA CTT GCT GAA TTG GAA AAG AGG JUA ARG GCT GGT AAD
Lau Val Aly Gin Pha Ale Tyr Val Luu Ala Glu Leu Glu Lys Azy Ala Lys Ala Gly Lys

AGA TTA GCA TAC OTC GAT TTA GTC GAM CCT CGT GTC ACA TCG CCA TTC CAA LU GAA TTT
Arg Leu Ala Tyr val Aop Lau Yal Qlu Pro Aryg Val Thr Ser Pro Phe Glo Pro glu Phe

GAA GGC TGG TAT AM GOT GOT ACC AAT GAA TTC OPA TAC TCT GTT TGU AAG GGT AAC UTG
334 Gly Trp Tyr Lys aly Gly The Asn Glu Pha Val Tyr Ser Val Trp Lys Gly Asn Yal

CTA AGA GTT GGT AAC TAC GCT TTG GAC CCA QAT GCT GCC ATT ACG GAC TCA AAG AAT CCA
Leu Acy Yal Gly Asn Tyt Ala Leu Asp Pro Azp Ala Ala lle Thr Acp Sar Lye Aen Pro

AAC ACT TIU ATC GUT TAC GUT ADA GCC TTC ATT GCC AAC CCA QAT CTT GTT GAN CQT CIC
Asn Thr Lau Yle dily Tyr Gly Arg Ala Phe Ile Ala Aun Pro Asp Lau Val Glu Arg Leu

GAA AAG GGT TTG CCA TTU AAT CAA TAC QAT AGA CCC TCT T TAC AAA ATY TCT GCG GAA
Glu Lys Gly Leu Pro Leu ASn Glp TYr Aop ALy Pro Sar Pha Tyr Lys Mat Ser Als Glu

GGG TAT ATC GAC TAC CCA ACA TAC CAG CGAA GCT GTT CCC AMG GGT TAC AAG AAA TAG ACT
aly Tyr 1le Asp Tyr Pro Thr Tyr Glu Glu Ala Val Alas Lys aly Tyr Lys Lye *¢¢

UGGACATCTTCARAGGGOAAGCTCG CAAATTTATG TTAACGACAATATCTATATACATGG AAATTTATGCACAGAAACA
GTACTTATATATACTTACTUNTACAAGC TTARAAGATATAATGG TTTTTTTCAATGAAACAATATACAGAAACGAATAA
CAMCACTTTAAGTGAGAGTUTGCAC

Figure 2. Nucleotide and deduced amino acid sequence of
the Kluyveromyces luctis Old Yellow Enzyme. The sequence
shown corresponds to the fragment Ndel-Apall 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-
moanaerobium brockii (Liu and Scopes, 1993) and
to the polypeptide encoded by the C gene of a
bile-acid-inducible operon in Eubacterium 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
Candida 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
transter reactions. Interestingly, a comparison of
the amino acid sequence of KYE! with the
estrogen-binding protein from C. albicans (EBPI
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Figure 3. (A} Amino acid sequence alignments of KYEI from K lactis and
Old Yellow Enzyme from S. carishergensis (OYEL) and S, cerevisivze (OYE2).
The K lactis sequence is listed 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 similarity to other
flavoproteins is underlined and is shown in the alignments in (B). (B} Amino
acid sequence alignments of the region of KYEI which shows high similarity to
other flavoproteins. The KYE! region is compared with the Candida albicans
estrogen-binding protein (EBP!), the trimethylamine dehydrogenase from bac-
terium WA, (TMADH), the NADH oxidase from Thermoanaerobium brockii
(NADHOX), and the polypeptide encoded by the C gene of the bile acid-
inducible operon in Eubacterium sp. (BAIOC). Dashes (-) and perlods ()
represent identities and gaps, respectively. Asterisks (*) show amino acids

conserved in all 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 EBP1 exhibits
oxidoreductase activity besides its capacity to
bind estrogens with high affinity (Manadi er al.,
1994). This finding strongly supports the idea
that these proteins share substrates related
structumlly or that their oxidoreductase activity
s 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
participate in sterol metabolism (Stott et al.,
1993).

Disruption of KYEI

To test whether KYE! is essential for cell
growth, chromosomal KYE! was transplaced by a
DNA fragment containing KYE! with the select-
able Urad marker inserted within the coding
region (Figure 1C). A wild-type diploid strain
(uraAlurad) was transformed to Ura* with the
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Activity wT

WT 92 nmolminmg /

AKYE 23 nmolmin/mg

Assc-00{0.02)

Time {10sec) A KYE

NADPH

Figure 4. Reduction of cytochrome ¢ using NADPH as donor
in the presence offmenadione in crude extracts of wild type
{(WT) and disrupted KYE1 (AKYE) strains. Acitivity of Old
Yeliow Enzyme is shown (insert). The concentrations used were
40 uM-NADPH, 20 pm-cytochrome ¢, 20 um-menadione, and
1-0 mg total protein in a final volume of 2'5 ml of 100 mum-Tris-
HCI, pH 8:0.

Ndel-Apall fragment. Integration and disruption
of KYE! was confirmed by Southern blotting
analysis (not shown). The heterozygous diploid
KYEllkyel::UraAd was sporulated and dissected to
separate the four haploid meiotic spores. All dis-
sected asci produced four spores able to form
colonies (not shown), indicating that KYE! 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
KYE! disruption in the metabolic status of the cell
are currently in progress.

NADPH-NADP-dependent activity of KYE! and
AKYE] 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 ¢ (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 c¢ in the presence of
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Figure 5. (A) Chromosome pattern of the K. lactis strain
WM37 separiated by contour-clamped homogeneous electric
field electrophoresis and stained with ethidium bromide. (B)
Autoradiography ol a blot showing hybridization of chromo-
some 11 (*) to the ¥Poradiolabelled KYE! gene.

menadione, using NADPH as the electron donor
in cellular extracts. The NADPH oxidase activity
in the disrupted cells was decreased to approxi-
mately one-third (23 nmol/min per mg of protein)
when compared to the activity in the wild-type
strain (92 nmol/min 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 KYE! (not
shown). |

Chromosomal localization of KYE!

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
(Carle and Olson, 1984; Chu et al., 1986; Schwartz
and Cantor, 1984). With these techniques it has
been possible to resolve linear DNA molecules up
to at least 6 Mb in size (Cantor et al., 1988).
Chromosomes from different 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 | 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 I to VI, from the smallest
to the largest (H. Fukuhara, personal communica-
tion), were immobilized on a nylon membrane
and hybridized using the HindIl-Hindll fragment
(Figure 1) as a probe. We identified a positive
signal with the band corresponding to chromo-
some I (Figure 5, panel B), whose molecular size
has been estimated at approximately 1-3 Mb
(Zhang et al., 1993). The KYE! gene, encoding
OYE from K. lactis, should be added to the
growing list of genes mapped in this yeast. A blot
of digested chromosomal DNA with different
endonucleases was also hybridized with a radio-
labelled KYE! probe, showing in all cases hybrid-
ization with only one band (not shown). This
suggests that KYE/ could be a single-copy gene in
this strain. )
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